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1. UVOD

Klistata paii, spolu s komary, mezi nejvyznajsi prenasSée patogeth napadajicich
zvirata i ¢lovéka, ale molekuly rozpoznavajici patogeny a mechaumssjejich penosu
nejsou stale pkvyswtleny.

Hemlipoglykoprotein (HLGP), identifikovany v kl& D. marginatus, pafi
pravdépodobré do skupiny lektid. Po nasati kliste vaze a transportuje hemcgckbli
samci saji méhkrve nez samice, obsah HLGP v jejich hemolyiefsrovnatelny. Je tedy
pravdpodobné, Ze v organismu zastava i jiridedité funkce. Zjistilo se ndjklad, ze je
schopen vazat sacharidy. Abychom objasnili veSken® funkce, je nutné ¢&it jeho
strukturu.

Cilem mé bakaldké prace bylo izolovat HLGP v nativnim i denato&m stavu.
Denaturovany protein bylipd dalSi analyzou refoldovan. Naslégsem se podilela i na
jeho biochemické charakterizaci pomoci povrchovZmance plasmonu a cirkularniho

dichroismu.



2. CILE PRACE

- purifikace hemlipoglykoproteinu z hemolymfy kit Dermacentor marginatus
elektroeluci z polyakrylamidového gelu

- purifikace hemlipoglykoproteinu z hemolymfy kb Dermacentor marginatus
imunoprecipitaci

- ptiprava hemlipoglykoproteinu pro jeho dalSi biocheiou charakterizaci



3. LITERARNI PREHLED

3.1. Kli¥ata

Klistata fadime mezi vyznamné roz® patici do kmene ¢lenovadi
(Arthropoda), podkmene klepitkafic (Chelicerata), tidy pavoukové (Arachnida). Rad
roztati (Acarina) zahrnuje 5 pocdi véetrg Klistat (xodida). Ixodida délime na
3 celedi: Ixodidae (720 druti, zaazenych do 13 rad— nag. Ixodes, Dermacentor,
Rhipicephalus,...), Argasidae (186 druli v 5 rodech — napArgas, Antricola, Otobius,...)
aNuttalliellidae (jedinny rod Nuttalliella) (Ruppert, Barnes, 1994; Sonenshine, 1991).

Celad’ Ixodidae se vyznauje tvrdym Stitkem, ktery pokryvéa celydet sama,

u samic dosahuje zhruba do jedrediny. Jsou to ektoparazité obojziveliilplazi, ptaki

a savd, véetre ¢lovéka. Po 2-6 tydenni inkubai dok® se z vajtka lihne Sestinoha larva,
kterd se mni v osminohou nymfu a ta posléze vimago. @bspamci jiz nepijimaji
potravu a umiraji po kopulaci, samice po naklad®jitek. Behem svého Zivotniho cyklu
vystiidaji jednoho azii hostitele. Jejich Ustni Ustroji jsou Wzobena k zachyceni se na
hostiteli a sani krve. Vyskyt kiiat je vazan na fftomnost vhodného hostitele, Ziji
piedevsim v lesich tkvinach a okolfek (Ruppert, Barnes, 1994).

Klistata jsou penaSéi zavaznych patogén Kromé nejznamdjSiho viru
klistové encefalitidy {eled’ Flaviridae) a spirochetigorrelia burgdorferi pirenasi i horéku
skalistych hor, tularémii, texaskou htke dobytka, theileriozu, babeziozu, Q hike,
erlichiozu a dalSi (Ruppert, Barnes, 1994; Sonemshil991; Sonenshine, 1993).
Klistovou encefalitidu posal jiz v roce 1931 rakouskaiéH. Schneider, o 6 let po&il
prokazal L. A. Zilber, Ze se jedna o virusepasSeny kligtem (Dumpiset al., 1999).B.
burgdorferi z ¢eledi Treponematacea identifikoval poprvé tym Dr. Burgdorfera roku

1982 v KliS&ti Ixodes dammini (nyni nazyvanénh. scapularis) (Burgdorferet al., 1982).

3.1.1.Dermacentor marginatus

Pijak stepni Dermacentor marginatus, Obr. 1) patici do celedi Ixodidae je
jednim ze dvou druhpijaka Zijicich v Evrog. Je také rozEn ve stepnich oblastech Asie
a severni Ameriky. Jeho vyvoj je trojhostitelskfpe8ializuje se fedevSim na &tSi savce,

¢lovéka napada pouze ojedin.



D. marginatus pienasi bakteriRickettsia slovaca (Reh&ek et al., 1990; Beati
et al., 1993) zjisobujici horénaté onemoaini. Tato bakterie byla poprvé izolovana na
Slovensku roku 1968 (Sekeyowt al., 2012). Pijak je téz vektorem viru klg/é
encefalitidy, viru konzsko-hemoragické hékg, viru Bhanja, bakteriiB. burgdorferi,
Coxiella burnetii, Francisella tularensis, R. conorii, R. sibirica a prvoki rodu Babesia a
Nuttalia (Hubéalek, 2000).

Obrazek 1: Samice a samec Kii§Dermacentor marginatus.

http://www.ijon.de/zecken/images/zecke03.jpg; 2022

3.1.2. Sani kligat a jejich sliny

Klist¢ se zachycuje na hostiteli pomoci chelicer &ia Behem jejich
zatahovani vtléuje do Kize hostitele hypostom, jimZz nasava krev a vypodstirany své
sliny. Hostitel méa k dispoziciizné obranné mechanismy jako vazokonstrikci, sré@mei
(hemostatika), vyvolani imunitni odpé&i nebo lokélniho zatu. Aby se klist mohlo
Zivit krvi, musi jeho sliny obsahovat latky, kteg@akci hostitele potta.

V Kklistécich slinach se nachéazitgs 50 popsanych protéin— enzynii,
inhibitord enzymii, amin-vazajicich proteih homolodi cytokini, latek s anestetickym
Gcinkem, protizagtlivych a imunomodulénich ¢initela. Srazeni hostitelovy krve brani
antikoagulanty (Manset al., 2004) a inhibitory koagutaich kaskad — ndp Ixolaris
(Francischettiet al., 2002) a Salp14 (Narasimhanhal., 2002). Prostaglandiny a apyrazy
predchazeji vzniku srazenin tim, zéspbi proti shlukovani krevnich destk (Manset al.,
2004). K potlgeni alergické reakce hostitele slouzi histamin jézaroteiny (Paeseast
al., 1999). Ve slinach jeffiomen i hemlipoglykoprotein, ktery vaze hem (Guudaet al.,
2001; Maya-Montericet al., 2000) a ma pravgodobr i dalSi, zatim neznamé funkce
(Dupejovaet al., 2011).



3.1.3. Hemolymfa kliZat

Hemolymfaclenovai je obdobou krve u obratlouc zajif'uje tedy transport
nutri¢nich i hormonalnich latek, navic je oporou pro tk&klada se z plasmy a hemacyt

Plasma udrzuje stalost vimtho prostedi, tedy osmoticky tlak. Jsou v ni
rozpusény anorganické soli, sacharidy, aminokyseliny, dipi enzymy, hormony,
proteiny, pigmenty a dalSi latkyakkzité pro spravnou funkci organismu. Mezi vyznamné
plasmatické proteinyfadime viteliny a jejich prekurzory vitelogeniny, feeziny,
lysosymy, makroglobuliny, hemlipoglyko-transportpioteiny a lektiny. Tyto proteiny
hraji dilezitou roli v humordlni imunét (Sonenshine, 1991).

Vitelogeniny jsou produkovany hemolymfou a trarmspedny do oocyt, kde
zaji’uji tvorbu Zloutkovych protein pottebnych pro vyvoj vagka (Gudderraet al.,
2001). Tyto proteiny na sebe navazuji hem (Jam&diveer, 1997). Vitelogeniny byly
izolovany nap. z kliStte D. variabilis (Rosel a Coons, 1992), scapularis (James a
Oliver, 1997) neb®rnithodoros moubata (Taylor a Chinzei, 2001).

Defenziny brani organismus proti G+ bakteriingkteré jejich izoformy se
uplatni i proti G- bakteriim, houbam a prémk (Nakajimaet al., 2001; Nakajimaet al.,
2003, Tsujiet al., 2007).

Lysosymy s antimikrobiélni aktivitou byly potvraem kli&'at D. variabilis a
Amblyomma hebraeum (Johnset al., 1998; Laiet al., 2004).

a-2-makroglobulin inhibuje proteazy bezobratlychagiehu (Hoffmannet al.,
1999), vyskytuje se napu O. moubata (Kop&ek et al., 2000).

Hemlipoglyko-transportni proteiny (CP, carrier fg@ias) se Gastni traveni
krve - vazi, transportuji a skladuji hem (Maya-Maid et al., 2000; Gudderet al., 2001).

Lektiny rozpoznavaji povrchové molekuly erytragyinikroorganisni a burgk
traviciho traktu, vazi na sebe tiapyselinu sialovouN-acetyl-D-glukosamin (GIcNAc) a
volné i komplexni sacharidy (glykoproteiny, glykmlly, polysacharidy, monosacharidy)
(Pneumans a van Damme, 1995). Izolaci prvnichékiidt lektimi se zabyval tym prof.
Grubhoffera a potvrdil jejich vyskyt . papilipes, O. tartakovski a A. polonicus
(Grubhofferet al., 1991). Vyznamnou skupinu lekiirivori fibrinogenu podobné proteiny
(FReP), mezi & pati pravdpodobré i hemlipoglykoprotein (HLGP), ktery se nachazi
nejen v hemolyn# samic, samg nymf a larev, ale i v jejich slinnych Zlazach.

Hemocyty tvéi 50 — 60 % hemolymfy. U kif&t jsou znamy 3 zakladni typy
hemocyti: granulocyty, plasmatocyty a prohemocyty (Kuhnaugi, 1994).
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3.2. Imunitni systénilenoval

Na rozdil od vysSich organismmemaji bezobratli specifickou imunitu, ale
pouze nespecifickou neboli vrozenou. Specifickanitauvznika az po prvnim kontaktu
s antigenem, reakce probiha pomaleji, a to pedsictvim vysoce specializovanych
burgk, z nichZ gkteré maji schopnost dlouhodosi zapamatovat antigen, se kterym se uz
setkaly, zatimco nespecificka imunita reaguje naorodé &eso okamzi dvéma
zékladnimi mechanismy. Prvnim z nich je identifikapatogefi pomoci receptdr
rozpoznavajicich motivy (PRRs, pattern recognitieneptors), které rozliSuji molekuly
typické pro patogeny jako nap glykany, peptidoglykany,p-1,3-glukany nebo
liposacharidy. Po navazani lignych receptar na povrchové molekuly mikroorganiém
se spousti signalni kaskada vedouci k likvidaciogetu — koagulacici aktivaci
reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygencpg) (Mushegian a Medzhitov, 2001;
Taylor, 2006). Druhym typem je rozpoznavani vladinburgk inhibi¢nimi receptory.
Pokud se jedn&a o cizorodouitku, pak absence specifickych markeryvola imunitni
odpowd.

Vrozena imunita se sklada ze dvou slozek — humbealbugéné. Humoralni
imunita je zaloZzena na rozpoznavani povrchovychekdl patoge, tedy nap. glykan.
Bunéénou imunitu zajisuji hemocyty pomoci fagocytézy, nodulace nebo esltate. E
fagocytdze hemocyty nejprve rozpoznaji antigenrak&fagosom, do kterého je pohlceno
cizi €leso. Fagosom dozrava a&mi se v fagolysosom.dem nodulace migruji hemocyty
k mistu vyskytu patogenu, kde vytvoagregaty. Enkapsulace znamena oeal cizich
mikroorganisni v nékolika vrstvach bugk.

Nedilnou sotéasti obrany proti patogém jsou i fyzikalni bariéry — tedy
kutikula a epitel traviciho systémbDo téchto bariér pronikaji hiky imunitniho systému a
humoralni latky a napomdahaji je tak udrZzet neppsdu pro cizorodé organismy
(Mushegian a Medzhitov, 2001; Taylor, 2006).

3.2.1. Imunitni systém Klfat

Imunitni systém Kkligat se velmi podoba ostatnim bezobratlym &ietaim.
Zajistuje ochranu fed bakteriemi, viry a patogeny (Sonenshine, 1991).

U klistat byly prokazany 3 typy hemodyt granulocyty, plasmatocyty a
prohemocyty (Kuhn a Haug, 1994). V Kié&ovi D. marginatus byl navic objeveritvrty
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typ hemocyl podobajici se sferuloayin hmyzu (Borowkova a HypSa, 2005; Kado&h
al., 2003).

Po napadeni kli&e mikroorganismem se v hemocytech, tukovéitese a
strevnich bukach syntetizuji antimikrobialni proteiny a peptidyysozymy, defenziny,
lektiny. Jsou v malém mnozstvtifpmny v hemolym¥ stale, ale hem infekce se jejich
mnozstvi zvysi.

Lysozymy Stpi B-1,4 glykosidické vazby mezi kyselindltacetylmuramovou
a N-acetyl-glukosaminem a tim narusSuji peptidoglykannébnych sén bakterii
(Podboronov, 1990)

Lektiny maji schopnost aglutinace, rozpoznavanigwovych molekul saiich
burgk i mikroorganisni (glykokonjugat a glykosylovanych struktur bakterii, hub id)ira

umoziuji reverzibilni specifickou vazbu se sacharidygimans a van Damme, 1995).

3.3. Lektiny

Lektiny jsou glykoproteiny obsahujici alespedno vazebné misto umagici
specifickou reverzibilni vazbu se sacharidem (Prewsra van Damme, 1995). Vyskytu;ji
se ve v3ech eukaryotickych organismech, v mnohzichbakterii, hub a vir Ugastni se
piirozené imunity obratlovic i bezobratlych Zivéichd, intra- a interbu&né signalizace
apod. U kligat jsou zastoupeny v hemolywnfhemocytech, gw a slinnych zZlazach
(Grubhoffer a Kov 1998). Po navazani na sacharidovou slozkwdnénsetny bakterii
mohou aktivovat komplement (Grubhofteral., 2004).

Podle domén, které jsou schopny vazat sacharidyme lektiny na it
podskupiny. Merolektiny obsahuji pouze jednu doménalolektiny maji d¢ a vice
homolognich domén. Seéasti chimerolektiih neni pouze doména vazajici sacharid, ale
jest€ jedna se specifickou aktivitou (Pneumans a vanai995).

Lektiny dale dlime dle jejich struktury a funkce d@&kolika rodin, napiklad:
galektiny (S-lektiny), kolektiny, selektiny, pentray, C-lektiny, P-lektiny, R-lektiny nebo
fibrinogenu podobné proteiny (FReP, fibrinogentedia protein) (Dodd a Drickamer,
2001).



3.3.1._Fibrinogenu podobné proteiny (FReP)

Fibrinogenu podobné proteiny obsahuji v C-koncasdasti fibrinogenu
podobné domény (FReD, fibrinogen-related domaiteréjsou blizceifbouzné doménam
Tachylektinu 5A a 5B izolovanych z ostrorepachypleus tridentatus. Tachylektiny
rozpoznavajiN-acetylovou strukturu sachatica (tastni se aglutinace bakterii. Je tedy
pravdpodobné, Zze FReP kiEt také hraji roli v rozpoznavani geposu patogen(Kovar
et al., 2000; Reget al., 2005, 2006).

Prvnim purifikovanym a pkh charakterizovanym FReP se stal Dorin M o
velikosti 640 kDa z kligte O. moubata (Kovat et al., 2000; Maret al., 2008; Reget al.,
2005, 2006). Do rodiny FReP takt&dime Amblyomin A. americanum), Ixoderin A a B
(I. ricinus), Ixoderin A-like (. ricinus, |. scapularis), OMFREP Q. moubata) (Grubhoffer
et al., 2008).

3.3.1.1 Hemlipoglykoprotein (HLGP)

Hemlipoglykoprotein je protein o velikosti cca 2BDa patici prav@&podobr
do rodiny FReP. Sklada se ze dvou podjednotek @086 kDa). Byl identifikovan
v klistéti D. marginatus pomoci imunoblotu jako protein blizcéipuzny hemlipoglyko-
transportnimu proteinu (DvCP) @ variabilis. V nativnim stavu vyt komplex
(450 kDa) s dalSimi proteiny (Dupejova, 2010; Dopéjet al., 2011).

Po nasati kligte HLGP vaze a uskladje hem. Vyskytuje se v hemolyif
hemocytech, g a slinnych Zldzach kifat. Po nasati se jeho obsah v hemocytech zvysi.
Ackoli samci saji méhkrve nez samice, obsah HLGP v jejich hemokygef srovnatelny.
Je tedy #ejmé, Ze krom transportu hemu zastava v organismu i jiridezité funkce.
Pomoci rezonance povrchového plasmonu bylo prokazae vaze galaktézu. Vazba
sacharid je pravépodobré ovliviovana ionty C&. Ve slinnych Zlazach kifat se
vyskytuje ve dvou formach — glykosylované (290 k@apeglykosylované (250 kDa),
velikost N-glykanovych zbyik je tedy piblizné 40 kDa. MS spektra prokazal&tpmnost
vysoce manosylovanych struktur (HexNRiex,, HexNAGHex ) a komplexnich glykain
(HexNAgHex;, HexNAgHexg) (Dupejova, 2010; Dupejow al., 2011).



4. MATERIAL A METODY

4.1. SloZeni roztaoka pufi

Odebirani hemolymfy:

Fyziologicky roztok: 0,15 M NacCl v destilované wod

Gelova elektroforéza (SDS-PAGE):

30% akrylamid: 30% akrylamid v destilované ¥od

10% APS: 10% persiran amonny v destilované&vod

TEMED: tetramethylethylendiamin

separani pufr: 90,8 g Tris, 10 ml 10% SDS (dodecylsiradrsy), pH 8,8

zaostovaci pufr: 60,54 g Tris, 10 ml 10% SDS, pH 6,8

5xLB: 0,313 M Tris-HCI, 10% SDS, 0,05% bromfenolowad, 50% glycerol,

pH 6,8

4xLB: 0,25 M Tris-HCI, 8% SDS, 0,04% bromfenolovadiy 40% glycerol ,

400 mM DTT, pH 6,8

10x elektrodovy pufr (Running buffer): 75,75 g Fbase, 360 g glycin, 25 g SDS,
2,5 | destilované vody;ipd pouzitim ngedit 10x

Imunoblotting:

1x koncentrovany blotovaci pufr: 20% methanolp®4 Tris-base, 150 mM glycin
PBS: 14 mM NacCl, 0,15 mM K#PQO,, 1,8 mM NaHPQy, 0,27 mM KCI, pH 7,4
PBS-Tween 20: 0,05% Tween 20 v PBS

5% miléko: 5% oditnéné susené mléko v PBS

vyvijeci roztok: 18 ml destilované vody, 2 ml 1M idr(pH 7,2), 0,5 mg/ml

diaminobenzidinu

Elektroeluce:

1x koncentrovany elektroeaini pufr: 200 mM glycin, 25 mM Tris-HCI, 0,025% SDS,
pH 8,5



Refolding:

10x HEPES pufr: 11,915 g 100 mM HEPES pufr, 43,8,% M NaCl, 0,25 ml 0,05%

Tween 20, 0,5 | destilovana voda

Barveni stibrem:

Tab. 1: Riprava roztok pro barveni stbrem.

Gel fix | Gel fix | Sensiting| Staining | Developing| Stop
solution 1 | solution 2 | solution | solution | solution solution
ethanol 12,5 ml 15 mi
kys. octova 2,5 ml
Sensitiser concentrate 0,1 ml a5
Staining reagent 1ml
Developing reagent 2,5 mi
Stop reagent 2 mi
formaldehyd* 13,5l 6,75ul
destilovana voda 10 ml 35 ml 25 ml 25 ml 25 ml A3 m

* pridava se azsne pred pouzitim roztoku

4.2. Odebirani hemolymfy

K praci jsem pouzila hemolymfu z osmi samic kii§tD. marginatus z chovu
Parazitologického Ustavu Biologického centra Akagewed v Ceskych Budjovicich
nasatych na moatech.

Na skltku jsem smichala 5@l fyziologického roztoku s 0,5l inhibitory
proteaz(Halt Protease Inhibitor Cocktail, Thermo Sciew)ifiKlistatim jsem odsthla
koncovoucast kortetiny, hemolymfu jsem opaténvytlacila na skléko do gipraveného
roztoku. Takto ziskany roztok jsentepipetovala do mikrozkumavky a centrifugovala
jsem jej 10 minut (3000 ot/miny chlazené centrifuze o tepott °C. Tim se hemocyty
usadily na da zkumavky. Supernatant jsem centrifugovala 30 mptutl4 000 ot/min.
Timto jsem ziskala hemolymfu, kterou jsem dalgedda fyziologickym roztokem
v poeru 1:5. Takto fipraveny vzorek jsem po celou dobu nasledujici @radrzovala

v mrazeném stavu (- 20 °C) nehio 4 °C.
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4 3. Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-FAG

Polyakrylamidova gelova elektroforéza slouzi kesapi proteifi dle jejich

velikosti. Pracovala jsem s 10% gelefippavenym dle Tabulky 2.

Tabulka 2: Fiprava 10% polyakrylamidového gelu.

Separani gel Zaodbvaci gel

30% akrylamid 3,3ml 98@krylamid 330
separani pufr 2,5 ml zaosfaci pufr 500
destilovana voda 4,1ml  stdevana voda 1,15 ml
10% APS 140 10% APS 20
TEMED ut | TEMED up

Pro detekci HLGP imunoblotem jsem smichala dl2vzorku s 3 ul 5x
koncentrovaného neredukujiciho vzorkoveho pufrz €T — 5xLB), respektigr 11,25l
vzorku s 3,751l 4x koncentrovaného redukujiciho vzorkového py§lTT — 4xLB), vSe
jsem zvortexovala, denaturovala 3 mith @5 °C a 30 s centrifugovala. Do prvni jamky
gelu jsem nanesla markeru, do druhé gl vzorku s 5xLB, dofteti 4ul vzorku s 4xLB.

Pro elektroeluci jsem sitipravila jednojamkovy prepagai gel. Smichala jsem
50 ul hemolymfy fedné 1:5 s 12,511 5x koncentrovaného neredukujiciho vzorkového
pufru, vzorek jsem zvortexovala, centrifugovala enaturovala. Do gelu jsem nanaSela
15 ul vzorku a 4ul markeru.

Jako marker jsem pouzila nebarveny Unstained iaratsdder 10 — 250 kDa
(New England BioLabs Inc.).

Elektroforéza probihala 1,5 h ve stejnésmém elektrickém poli, nejprvetip
100 V, po pestupu proteit ze zaosbvaciho gelu do sepaisiho @i 120 V.

4.4. Imunoblotting

Imunoblot je technika pouzivana k detekci konkitén proteinu pomoci
specifickych protilatek.

Po ukoreni rozalovani proteii elektroforézou jsem gelignesla do 1x
koncentrovaného blotovaciho pufiVDF blotovaci membranu (Bio-Rad) jsem néiteo
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na 3 min do methanolu, poté jsem ji na 3 miengsla oft do 1x koncentrovaného
blotovaciho pufru. Sestavila jsem nasledujici hlath sendwi: blotovaci papir,
membrana, gel, blotovaci papir. Kazdou vrstvu jsgriadila sklesnou tyinkou, abych
odstranila bubliny. Blotovaci sendvjsem zalila 1x koncentrovanym blotovacim pufrem.
Blotovani probihalo 1 hip20 V.

Membranu jsem promyla v 1x koncentrovaném PB®oEphate Buffered
Saline) (pH 7,4) a inkubovala 1 h v 5% roztoku suSenéhékelv PBS. Poté jsem ji
promyvala 3 x 5 min v 10 ml PBS-Tweenu 20. Nasled@mvnkubace 1 h s primarnimi
mySimi protilatkami anti-HLGP igpravenymi J. Dupejovou (Balb/c 7 Ner) (Dupejova,
2010) fednymi v 5% mléce v poru 1:1000 a oftovné promyvani 3 x 5 min v PBS-
Tweenu 20. Poté jsem nechala membranu inkubovat sl amti-mySimi sekundarnimi
protilatkami, konjugovanymi s peroxidazou (Perosildabeled horse anti-mouse I1gG
H+L, Vector Laboratories) fadnymi stejnym zfisobem jako primarni. Membranu jsem
promyla 2 x 5 min v PBS-Tweenu 20 a 1 x 5 min\&PB

Pripravila jsem si vyvijeci roztok, ktery jsem 30 mimichala na vortexu a
tésre pred vyvolavanim jsemifmala 6ul H,O,. Do tohoto roztoku jsem vlozila membranu.
Jakmile byla dote viditelna reakce, zastavila jsem vyvijeni opladim membrany

destilovanou vodou.

4 5. Barveni polyakrylamidového gelu barvivem PBase

Polyakrylamidové gely jsem po elektroforéze prongva88 x 10 min
v destilované vo&l 1 h v PageBlue Protein Staining Solution (Theri8oientific)
obsahujicim barvivo Coomassie Brilliant Blue a gkt 3 x 10 min v destilované veéd

Gely jsem vyfotila gel-dokumenritsim systémem Bio-Imaging Systems (MiniLumi).

4.6. Elektroeluce

Elektroeluce je metodou extrakce proteinu z patylaknidového gelu.

Pomoci SDS-PAGE jsem rodida proteiny hemolymfy D. marginatus a
naslednym imunoblotem identifikovala HLGP. Skalpelgsem 2z jednojamkového
preparéniho gelu vyizla pruh obsahujici neredukovany HLGP a itital jej na 12¢asti.
Membranu dialyzéni zkumavky (Thermo Scientific) jsem navila deionizovanou vodou.
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Pripravila jsem si 0,7 | 1x koncentrovaného pufru petektroeluci. Do dialyzani
zkumavky jsem napipetovala 0,8 ml pufruiadpla prouzek obsahujici HLGP. Zkumavku
jsem vloZila do horizontalni aparatury na elektréfm a zalila pufrem tak, aby byly ®b
protilehlé membrany podieny a proud mohl prochazet skrz membrany. Elekiomel
probihala v chladici mistnosti (4 °C) 3 ki A00 V. Poté jsem na 30 s obratila &m
elektrického proudu, aby se protein eluovany z gefinil z membrany do roztoku.

Ze zkumavky jsem vyjmula gelovy prouzek, umisfjgdam ji do plovaku a
dialyzovala pes noc (8 h)§14 °C v 1| PBS (pH 7,4).

Poté jsem obsah dialy#d zkumavky pepipetovala do centrifugai
zkumavky a srdzela jej 1-6 h ve 4 ml ledového auwetG 20 °C). Roztok obsahujici
vysrazeny protein jsem centrifugovalé g °C 10 min 14 000 ot/min. Odebrala jsem
supernatant, pelet vysuSila ve vakuu, rozpustieO wl deionizované vody a z#tila
spektrofotometrem Nanophotometr (Implen) konceitrac

Prouzky gelu jsem uschovala pro pggdkontrolu @&innosti elektroeluce.

4.7. Refolding

Refolding jsem pouzila k tomu, abych denaturovamésfektroeluovanému
proteinu vratila jeho {vodni konformaci.

Smichala jsem vzorky 3 az 5 a o¢iteaje jako HLGP Al, a vzorky 6 az 8 jako
HLGP A2. Refolding jsem provéth dwma zmisoby. HLGP Al jsem dialyzovala 112 h
(aby celkova doba dialyzy byla shodna s délkouydiau HLGP A2) v 250 ml 1x konc.
HEPES pufru fi 4 °C, HLGP A2 jsem dialyzovala v 250 ml postuprostouci a nasledn
klesajici koncentraci ndoviny v 1x konc. HEPES pufru (Tab. 3), v kazdémto&a 8 h,
respekti¥ v 6M matoviné a 0,1% PBS 16 h.

Tabulka 3: Fiprava fiznych koncentraci roztdkmocoviny pro refolding.

koncentrace miviny v roztoku [M] 1 2 3 4 5 6

g masoviny / 250 ml 1x konc.
HEPES pufru 15,015 30,03 | 45,045| 60,06 | 75,075 90,09
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4 .8. Imunoprecipitace

Imunoprecipitace slouzi k zisk&ni nativniho pratei

10 ul magnetickych kuliek jsem smichala s 10l roztoku protilatek anti-
HLGP (Ab4-2) a 30 min michala. Zkumavku jsem Vazilo magnetického stojanku,
kulicky se giblizily ke s€né nejblize magnetu. Odebrala jsem roztok a ckuyli
rozsuspendovala v 500 PBS (pH 7,4). Toto promyvani jsem opakovdikrét. Poté
jsem ke kukkam gidala 20ul hemolymfyiedéné 1:5, 3ul 100x konc. inhibitoit proteaz a
277ul PBS. VSe jsem michala 1 ki g °C. V magnetickém stojanku jsem odebrala roztok
oznaila ho jako flow-through (FT) a kulky jsem rozpustila v 500l PBS. Po 5 minutach
mirného michani jsem &p odebrala roztok a ozdéida ho wash (W). Znovu jsem
rozmichala kuliky v 500ul PBS, tentokrat jsem vSak roztok neuschovavalakidgkam
jsem gidala 35ul Elution Buffer (Thermo Scientific), 15 min inkubala za neustalého
tiepani a supernatant ozila jako elution (EL). Tento krok jsem opakovaldtjejednou.
Zmétila jsem koncentrace protédiv jednotlivych frakcich.

Elektroforézou jsem @vovala v kterych frakcich (FT, W, EL) jefippomen
HLGP. Gel jsem barvila 8brem.

4.9. Barveni gtbrem

K barveni gelu stbrem jsem pouzila Silver Stain Kit (Thermo Sciéaji

Gel jsem promyvala 3 min v destilované ¥apoté jsme jej zdlvala 30 s v
roztoku Gel fix solution 1 v mikrovinné troebGel jsem nasledrnv tomto roztoku 10 min
houpala. Femistila jsem gel do Gel fix solution 2,&@wlozila na 30 s do mikrovinné troby
a 10 min houpala. Promyla jsem ho 2x 20 s v destilé vod, pak promyvala 1 min v
Sensitising solution a ép2x 20 s v destilované védStaining solution josobil 20 min,
nasledovalo dalSi promyti 2x 20 s v destilované&yvarkveloping solution jsem po 4 min
vyvijeni slila a barveni uka@ia Stop solution (5 min). Gel jsentgnesla do destilované

vody a vyfotila.
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4.10. Povrchova rezonance plasmonu (SPR, surfasenph resonance)

Povrchova rezonance plasmonu je optickd metoda, ip niz se mdti posun
rezonakniho Uhlu odrazu monochromatického reaé, které dopada na material
adsorbovany na kovové desi a které interaguje s delokalizovanymi elektrony
v povrchoveé vrst¥ kovu, proti kontrolnimu stlu (Pattanaik, 2005).

Byl pouZit ptistroj Surface Plasmon Resonance Instrument Biacore 3000. Zatizeni
vyuziva chipy s tenkou vrstvou zlata, na kterou jsou pevné navazané biomolekuly (v mém
pripad€ sacharidy). Tato vrstva prichazi do kontaktu s roztokem, ktery obsahuje zkoumanou
molekulu (HLGP). Pokud dojde k navazani molekuly z roztoku na pevné vazané ¢astice, zméni
se thel lomu svétla, ktery je zaznamenan detektorem (Obr. 2). Jakmile je dosazeno
rovnovazného stavu, zavadi se do pritokové komory pufr, ktery navazané molekuly uvolni.
Zmeéna indexu lomu je opét zaznamenana detektorem. Asocia¢ni a disocia¢ni mira molekularni
interakce popisuje kinetiku vazebné reakce a jejich kvocient je primym méritkem sily
interakce. Vystupem je graf zavislosti SPR odpovédi na ¢ase (E. Sundberg, Boston Biomedical
Research Institute, http://www.bbri.org/index.php/biacore_3000.htmi 32012).

Za pomoci doc. RNDr. M. Wimmerové, Ph.D. a Mgr. Malinovské, Ph.D.
z Narodniho centra pro vyzkum biomakromolekutif@lowdecka fakulta, Masarykova
univerzita, Brno) jsem touto metodou stanovovalzet@ou specifitu HLGP s galaktosou,

mannosou a fukosou.

priatokovi komora

8 tenka vrstva zlata

hranol \

-~

laser detektor

Obrazek 2: Princip gteni povrchové resonance plasmonu (Richens, 2009).
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4.11. Cirkularni dichroismus (CD, circular dichnmmis

Cirkularni dichroismus je pouzivan ke stanovenkuséarni struktury
biomakromolekul. Metoda je zaloZena na rozdilnéodi@nci levo- a pravotivého
polarizovaného sitla ve zkoumané latce. Pracovala jsem za asistdoce RNDr. M.
Wimmerové, Ph.D. a Mgr. P. Rozumové z Narodnihdragoro vyzkum biomakromolekul
(Prirodowdecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno) se speketrem JASCO J-815.
Pokud peviada strukturg skladany list, klesatkvka priblizné pti 240 nm pod Urove
nulové osy, vytvBl jedno minimum (215 — 220 nm) a vraci se nad muowladinu
(195 — 205 nm). #vazujicia helix tvai kiivku se déma minimy (222 a 208 nm), nad
osu 0 se dostavaiipl90 — 200 nm. Neuspaédané struktury se vyz&gi tim, Ze
jejich  kiivka klesd& pod nulovou hladinu pagd (220 - 210 nm)
(http://chemistry.rutgers.edu/grad/chem585/lectumadl, 1.11.2012).

VlozZila jsem vzorky HLGP do spektrometrucase § (t = 4 °C, néteni 1) a
t; =5 min (t = 4 °C, meni 2). Poté jsem &ila vzorek HLGP p laboratorni teplat
(t=20 °C, ngieni 3).

80 r

cerrg —a helix

modre —f skladany list
zelerg — neusptadana
struktura

elipticita

-50 L i | - -
190 210 230 250

vinova délka [nm]
Obrazek 3: Sekundarni struktura proteimcena pomoci cirkularniho dichroismu.

http://besley.chem.nottingham.ac.uk/research/rebgaospec.html, 7.5.2012
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5. VYSLEDKY

5.1. Polyakrylamidovéa gelové elektroforéza (SDS-FFAG

Proteiny hemolymfy kligte D. marginatus jsem smichala s neredukujicimi a
redukujicimi vzorkovymi pufry a elektroforetickyes je rozdlila ve stejnosmrném
elektrickém poli dle jejich molekulové hmotnostieldsem obarvila roztokem Page Blue.
Na Obrazku 4 je vigt elektroforeticky profil neredukovanych a redukoyeh proteiri
z plasmyD. marginatus.

Plasma je tedy twena smisi proteiri o rizné molekulové hmotnosti.
Redukujici prosedi naruSilo disulfidické istky v monomernich proteinech i proteinech
sloZzenych z vicero podjednotek, coz se projevilewenéném elektroforetickém profilu

vzorki.

M — molekulovy standard
Ner — neredukované proteiny hemolymfy
Red - redukované proteiny hemolymfy

Obrazek 4: SDS-PAGE neredukovanych a redukovanyafteipi hemolymfy D.
mar ginatus barvenych barvivem Page Blue.

Pro pozdjsi elektroeluci jsem siijpravila jednojamkovy prepatai gel, ze

kterého jsem po elektroforézefizla prouzek obsahujici pouze neredukovany HLGP, na
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Obrazku 5 ozngeny Sipkou. HLGP ma molekulovou hmotnost 290 kDameBci

imunoblotu jsem potvrdila, Ze se jedna opravdu @GIRL

Sipka oznauje HLGP

Obrazek 5: Jednojamkovy prepémna gel s neredukovanymi proteiny hemolymby.
mar ginatus barvenymi roztokem Page Blue.

5.2. Imunoblotting

Elektroforézou rozélené neredukované a redukované proteiny (Obr. e js
pieblotovala na membranu. Tu jsem pak inkubovala &mmyprimarnimi protilatkami
rozeznavajicimi. Ty byly zgany sekundarnimi protilatkami anti-mySimi, konjugaymi
s peroxidazou. Po ukdeni vyvijeni barevné reakce byl na memBr@atrny prouzek o
velikosti 290 kDa.

Pomoci imunoblotu jsem tedy &ila, Ze protein izolovany z hemolymfy
klistéte D. marginatus je skuténé hemlipogylokoprotein (Obr. 6).
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wa  m Ner Rea M — molekulovy standard
2% . Ner — neredukované proteiny hemolymfy
. Red - redukované proteiny hemolymfy
Sipka oznauje HLGP
. =4

25

Obrazek 6: Neredukované a redukované proteiny hanfglD. marginatus preblotované

na membranu.

5.3. Elektroeluce

Z jednojamkoveého prepataiho gelu s neredukovanymi proteiny z hemolymfy
D. marginatus barvenymi roztokem Page Blue (Obr. 5) jsentiizlg prouzek obsahuijici
HLGP a rozdlila ho na 12¢asti. Elektroeluci jsemipvedla protein z gelu do roztoku. Po
centrifugaci, vysrazeni a vysuSeni jsem vzorky vstfa v 50ul deionizované vody a

zmefila jsem koncentraci HLGP (Tab. 4).

Tabulka 4: Koncentrace HLGP ve vzorcich 1 - 12.

vzoreke. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12
koncentrace 204|110| 345|642| 768 | 376 | 646 | 486| 439 | 783 | 501 | 407
HLGP [ug/ml]

srazeni v ledovém1 1 6 6 5 5 5 5 5 5 5 5

acetonu [h]
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Uginnost elektroeluce jsem &fila elektroforézou gelovych prouikzbylych
po elektroeluci (Obr. 7).

1500== 1 2 2.4 5 & T & 9 10 11 12
100 .. -

80 oy

8

25

Obrazek 7: O¥teni Einnosti elektroeluce. Detekce HLGP zbylého v pracizgelu 1-12
po elektroeluci

Z Obrazku 7 je patrné, ze elektroeluce negintdbu rekterych prouzi uplrg.

U vzorki ¢. 7 a 8 byla nefinngjSi. Tomu také odpovidaly koncentrace v eluatech
(Tab. 4).

5.4. Refolding

Vzorky 3 az 5 ozngené jako HLGP Al jsem dialyzovala 112 h v 250 ml 1x
HEPES pufru, vzorky 6 az 8 — HLGP A2 v 250 ml pipse rostouci a nasledrklesajici

koncentraci méoviny v 1x HEPES pufr, celkavtaktéz 112 h. Zgftila jsem koncentraci
refoldovaného HLGP (Tab. 5).

Tabulka 5: Koncentrace refoldovaného HLGP.

vzorek HLGP Al HLGP A2
koncentrace HLGPulg/ml] 125 62,7
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5.5. Imunoprecipitace

Nativni HLGP jsem izolovala imunoprecipitacitino z hemolymfy D.
mar ginatus pomoci magnetickych kukek s navazanymi protilatkami anti-HLGP. Postipn
jsem odebralatitfrakce — flow-through (FT), wash (W) a elutionl(E, 2) a v nich zré&ila
koncentrace protein(Tab. 6).

Tabulka 6: Koncentrace protéin imunoprecipiténich frakcich.

frakce

FT

w

EL1

EL2

koncentrace protein[ug/ml]

564

266

141

15,7

Elektroforézou jsem @¥ila piitomnost HLGP v jednotlivych frakcich. Kir

nizké koncentraci HLGP ve vzorcich jsem gel obangtibrem (Obr. 8). Koncentrace

HLGP v EL1 a 2 je tak nizka, Ze proteirgzhto vzorki nebyl v gelu obarven.

Obrazek 8: Imunoprecipitai frakce barvené isbrem.

M — molekulovy standart

FT — flow through

W —wash
E1l, E2 — elution

K — magnetické kudky




5.6. Povrchova rezonance plasmonu

Pri méteni povrchové rezonance plasmonu nebyla zaznamerdamd vazba

HLGP s pouzitymi sacharidy. Tvatikek odpovida nulové vazb

RU
400 —+ cervert — galakt6za
350 - e —— zelert — fukbéza/manodza
: —ﬁj modre — mandza
300 razow - fukdza
250 - |
200
150 - 5
100 4 |
|
50 - &
0 - L e
-50 , i ' t— i ~ ; - a .'
-50 0 50 100 150 200 250

tas [s]

Obrazek 9: SPR zaznam vazebné specifity HLGP $@sdy.

5.7. Cirkularni dichroismus

Ze zaznamu cirkularniho dichroismu nelzéitusekundarni strukturu HLGP,
jelikozZ intenzita signalu jeifis slaba (Obr. 10, 11 a 12).ialodem je pravépodobré
precipitace proteinu. Precipitaci proteinu Ize egklvat pi porovnani kivek v case §
(Obr. 10) at; (Obr. 11), kdy se kvalita signalucase zhorSuje. Porovnanim zaznamu
meieni @i teplo€ 4 °C (Obr. 10) a ip laboratorni teplat (Obr. 12) Ize také vysledovat
precipitaci proteinu.
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Obrazek 10: Zaznam CDedteni 1 (vease §).
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Obréazek 11: Zdznam CDdireni 2 (v¢ase 1).

3
i
&

1 4 1 i 1 L 1 i

200 220 240 260 280 300
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Obréazek 12: Zzdznam CDdifeni 3 (i laboratorni teplat).
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6. DISKUSE

Proteiny hemolymfy kligte D. marginatus jsem elektroforeticky rozdila ve
stejnosmirném elektrickém poli dle jejich molekulové hmottio®roteiny se vSak timto
procesem denaturuji, proto je pro jejich dalSi pdwznékterych typech pokusnutné je
refoldovat, aby ot ziskaly svou sekundarni strukturu. Proteiny kefldovat v roztoku,
proto jsem je nejprve ipvedla elektroeluci z gelu do roztoku. Refoldingproteinu
v HEPES pufru byla ziskan vzorek o koncentraci HLGI pug/ml, u vzorku, u kterého
byl proveden refolding ve vistajici a opt klesajici koncentraci ndoviny, bylo dosazeno
koncentrace 62,7ug/ml. FestoZze na HLGP Al i A2 byly pouzity 3 gelové proyak
praimérné koncentraci HLGP 58pg/ml, respekti¢ 497 ug/ml, byl vygzek velmi maly.
Uginnost elektroeluce a nasledného refoldingu je Pd2espektiv 4,21 %. B pouZiti
této metody dochazi tedy k velkym ztratam. Neuglnelektroeluce byla prokazana

elektroforézou zbylych gelovych prouik

Primarni mysi anti-HLGP protilatky rozeznaly HLGReho velikost (290 kDa)
odpovida vysledkm J. Dupejové (Dupejova, 2010).

Nativni HLGP se ziskdva imunoprecipitaci. Koncaogr protein
v jednotlivych frakcich byla nizka, nejnizsi v etut 2 (15,7 ug/ml). Nejvice proteit
obsahuje flow-through (56gdg/ml). Kvili nizké koncentraci proteinu v eélnich frakcich

jsem jej nemohla detekovat po separaci pomoci SBEGH?

Metodou SPR nebyla prokdzana vazba HLGP s galakiémmndzou ani
fukdzou, @&koli HLGP obsahuje domény vazajici sacharidy (Dop&j 2010).PozdjSi
CD analyzou bylo zji$no, Ze protein v roztoku precipitoval, proto takémwohlo dojit
k navazani takového mnozstvi HLGP na sacharidy, lallg vyvolana odezvaipSPR
pokusech. Krom minimalniho mnozstvi proteinu (5 — 1ig) je pro analyzu SPR

nejdilezit¢jSi jehocistota a vysoka uroweaktivity (van der Merwe, 2001).

Pro uteni sekundarni struktury pomoci CD byla koncentrétteGP ve
vzorcich @ilis nizkd, protoze té#t ihned doslo precipitaci HLGP, coz dokazuje fezéna
kiivka. Z Obrazku 10 a 11 vyplyva, Ze s rostoucasovym intervalem dochazi kKtgi

precipitaci proteinu. HLGP je téZ vysoce teptotmestabilni (porovnejte Obr. 10 a 12).
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Proto je dlezité pracovat s HLGP velmi rychle a opétradrzovat jej i teplog do 4 °C.
Protein mohl byt poskozen i¢hem transportu €eskych Budjovic do Brna, kde
probihalo mgfeni, gevazela jsem jej 10 hodin na suchém ledu. Odezikulérniho
dichroismu mohla byt také ruSena pufrem,émié byly vzorky rozpughy (Zhu et al.,
2003). Bylo by tedy vhodné vzorky co nejvice zalarioovat. Optimalni koncentrace
vzorku pro CD analyzu je 0,2 — 1 mg/ml (Kelly, R%ic2000). Tyto informace budou

vyuZzity pii budoucich analyzéch.
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7. ZAVER

Cilem mé bakaidké prace bylo izolovat hemlipoglykoprotein z heynufly
nasatych samic kli&e D. marginatus a gipravit jej pro naslednou charakterizaci.

Elektroforézou jsem roztlla a denaturovala proteiny hemolymfy ké& D.
marginatus. Pomoci imunoblotu jsem &kila, Ze mnou izolovany protein o velikosti 290
kDa je skutén¢ hemlipogylokoprotein. Elektroeluci jsem extraheavdiLGP z gelu a
nasleds jej refoldovala.

Imunoprecipitaci jsem ziskala nativhi HLGRewazr ve frakcich flow-
through a wash. Koncentrace HLGP ve frakci elubgia velmi nizka.

Kromé pripravy proteinu jsem se podilela i na jeho dal&iyae pomoci SPR a
CD. HLGP je velmi nachylny ke z&Znam teplot, coz prokazal i cirkularni dichroismus.

Ke stanoveni sekundarni struktury HLGP a jehoifipké vazby se sacharidy
je nutné vzorky zakoncentrovat. ¢kéni se musi provét v co nejkratSiméasovém

intervalu, protoZe velmi rychle dochazi k precigitaroteinu.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APS — amonium persulfat

CP — carrier proteins, hemlipoglyko-transportniteiry

CD - cirkularni dichroismus

DTT —dithiotreitol

DvCP — hemlipoglyko-transportni protein

EL — elution

FReD - fibrinogen-related domain, fibrinogenu pasbloména
FReP — fibrinogen-related protein, fibrinogenu popprotein

FT —flow-through

GIcNAc — N-acetyl-D-glukosamin

HEPES —kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] etrarnfonova
HLGP — hemlipoglykoprotein

LB — loading buffer

MS — mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

PBS -phosphate buffered saline, fosfatovy pufr s chiemdsodnym
PRRs — pattern recognition receptors, receptonyanzavajici motivy
PVDF —polyvinylidenfluorid

ROS - reactive oxygen species, reaktivni formyikysl

SDS - sodium dodecyl sulfate, dodecylsiran sodny

SDS-PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza

SPR - surface plasmon resonance, povrchova plasfaseponance
TEMED - tetramethylethylendiamin

W — wash
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