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1. Abstrakt

Krevsajici ¢lenovci injikuji béhem sani krve obsah svych slinnych Zlaz do hostitele.
Sliny krevsajicich ¢lenovci obsahuji celé spektrum bioaktivnich makromolekul, jejichz hlavni
funkci je umoZnéni sani krve. Proti fad€ téchto molekul je ovSem namifena protilatkova
odpovéd’ hostitelského imunitniho systému. Detekce této protilatkové odpoveédi miize, diky
mezidruhovym odliSnostem v proteinovém slozeni slin, slouZit jako méfitko expozice
hostitele jednotlivym druhlim krevsajicich ¢lenovet. Molekulami vyvolavajicimi
protilatkovou odpovéd mohou byt proteiny nebo glykoproteiny. Glykoproteiny jsou proteiny,
na néz jsou glykosidicky vazany oligosacharidové fetézce. Za antigenni vlastnosti slinnych
glykoproteinii mohou byt zodpovédné obé jejich slozky, ¢i pouze cukernd nebo proteinova
cast. Tuto skutecnost je tieba zohlednit pti vybéru expresniho systému pro syntézu
rekombinantnich glykoproteint. Tato prace shrnuje poznatky o struktute, funkci a

vlastnostech slinnych glykoproteinii riiznych druhii krevsajicich ¢lenovct.
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antigeny, glykoproteiny, glykosylace, krevsajici ¢lenovci, protilatkova odpoveéd’, slinné zlazy,

sliny

1. Abstract

During obtaining their blood meal, bloodsucking arthropods salivate into their host.
Bloodsucking arthropods’ saliva contains wide array of bioactive macromolecules. Host
organism develops antibody response against many of these molecules. Due to interspecies
variability in salivary protein composition, detection of antibody response may serve as a
marker of the exposure to individual species of bloodsucking arthropods. Host antibody
response is mostly elicited by proteins or glycoproteins. Glycoproteins contain one or more
oligosaccharide chains attached to the protein. Glycoprotein’s antigenicity could be caused by
either both parts, or by only the protein, or the sugar part. This fact has to be taken into
consideration for choice of the expression system for recombinant glycoprotein synthesis.
This work summarizes current knowledge about structure, function and features of salivary

glycoproteins in various species of bloodsucking arthropods.
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2. Uvod

Krevsajici ¢lenovci jsou zodpovédni za pienos fady parazitl zpisobujicich zavazné
sledovanych Svétovou zdravotnickou organizaci (http://apps.who.int/tdr/svc/diseases) je
prenaseno krevsajicim hmyzem. Mezi protozodrni ptivodce 4 z téchto 7 onemocnéni patii
Trypanosoma cruzi prendSena plosticemi podceledi Triatominae, rizné druhy leishmanii
pfenasené flebotomy, Trypanosoma rhodesiense a Trypanosoma gambiense prenasené
glosinami a lidska plasmaddia, jejichZz vektorem jsou komaii rodu Anopheles. Komafti prenasi
také virus horecky dengue a filarie rodd Brugia a Wuchereria. Posledni z téchto 7
onemocnéni zptsobuje filarie Onchocerca volvulus a jejim vektorem jsou muchnicky.

Pro sniZeni rizika $ifeni patogent pfenasenych ¢lenovci je nutna kontrola jejich
vektorti. K potlaceni vyskytu parazitickych ¢lenovcu se pouziva mechanickych, chemickych,
¢1 biologickych metod. Mechanickym bojem se rozumi napf. likvidace pfirozenych hostiteld,
upravy vodnich toki a krajiny, ale 1 pouzivani moskytiér. V chemickém boji se pouziva
nejruznéjsich insekticidii a repelentli. Biologicky boj je zaloZeny na vyuZiti specifickych
patogent, parazitil, ¢i parazitoidi ¢lenovcl. Dal§i moznosti je 1 vypousténi sterilnich samct a
genetické modifikace parazitickych clenovci. Ke sledovani tspésSnosti vybranych opatieni
proti vektoriim lze vyuzit detekce protilatkové odpoveédi hostitele proti komponentiim slin
jednotlivych druhii krevsajicich ¢lenovct. K detekei protilatek 1ze pouzit bud’to homogenatu
celych slinnych Zlaz, samotnych slin, ¢i vybranych antigennich slinnych proteind nebo
glykoproteint. Jako nejvyhodné;si se jevi vyuZiti rekombinantnich proteinli nebo
glykoproteinli. Za antigenni vlastnosti glykoproteinti mohou byt zodpovédné obé jeho slozky,
¢i pouze proteinova nebo cukerna ¢ast. Cukerna slozka glykoproteinti syntetizovana
v riznych expresnich systémech se ovSem miize znacné odliSovat od nativni. Diky této
skutecnosti je Zadouci se pti vybéru vhodnych antigenti zaméftit také na glykosylaci proteinti.

Tato prace shrnuje poznatky o glykoproteinech izolovanych ze slinnych zlaz raznych
druhti krevsajicich ¢lenovci, vénuje se jejich struktute, predpokladané funkci a antigennim,
popf. imunomodulaénim vlastnostem. V neposledni fadé¢ také srovnava syntézu

rekombinantnich glykoproteinti v riznych expresnich systémech.



3. Glykoproteiny

Sacharidy mohou byt v bufice pfitomny samostatn¢, ¢i vadzany na proteiny nebo lipidy.
Podle velikosti cukerné slozky navdzané na protein rozliSujeme glykoproteiny a
proteoglykany. Cukerna ¢ast proteoglykant se sklada z opakujicich se disacharidovych
podjednotek a je relativné vétsi nez u glykoproteina. Oligosacharidové fetézce glykoproteinii
navic vétSinou opakujici se struktury neobsahuji.

Glykoproteiny jsou tedy proteiny s kovalentné vazanymi oligosacharidovymi fetézci.
K vazbé glykanu na protein dochdzi pti ko- a post-translaénich modifikacich proteinu.
RozliSujeme 2 zakladni typy vazby glykanu na protein. Pi1 N-glykosylaci se vaze redukujici
konec N-acetylglukosaminu (GlcNAc) k amidové skupiné asparaginu, zatimco pii O-
glykosylaci se termindlni redukéni cukry O-glykanti nej¢astéji vaZou na hydroxylové skupiny
threoninu a serinu, vzacnéji 1 hydroxylysinu ¢i hydroxyprolinu. Prokaryotni O-glykany
mohou byt navic vazany i na tyrosin (Brooks, 2004). Kromé téchto 2 nejbéznéjsich typt
glykosylaci existuje jesté nékolik dalSich zpiisobli vazby sacharida na protein, které jsou

popsany nize.

3.1. N-glykoproteiny

Zékladni strukturou vSech N-glykanti je tzv. trimanosylové jadro (Manal — 6(Manal
— 3)Manfp1 — 4GIcNAcB1 — 4GlcNAc — Asn). Podle slozeni oligosacharidovych fetézcii
navazanych na tuto zékladni strukturu rozdélujeme N-glykany na vysoce manosylované,
komplexni a hybridni (Obr. 1). U komplexniho typu N-glykant se k vn¢jSim manosam (Man)
jé&dra vaze N-acetyllaktosamin (GalB1 — 4GIcNAc), na ktery je dale navazéna kyselina
sialova (NeuNAc) nebo dalsi N-acetyllaktosaminy. K N-acetylglukosaminiim zakladni
struktury se navic muze vazat fukosa (Fuc), ¢i dalsi N-acetylglukosamin. Vysoce
manosylované N-glykany maji k vn&j$im manosam zakladni struktury navazéano dalsich 2-6
manos. N-glykany hybridniho typu vzniknou tak, Ze se k ¢aste¢né vytvorenému
oligosacharidu vysoce manosylovaného typu navazou dalsi cukerné zbytky. Hybridni typ tedy
obsahuje vice jak 3 manosy, ale zaroven i N-acetyllaktosaminovy bo¢ni fetézec ptipojeny na
al — 3 vazanou manosu (Kornfeld a Kornfeld, 1985).

Za velkou diverzitu N-glykanti jsou odpovédné zejména ty komplexniho typu. Velké
mnozstvi variant je dano rozdilnym poc¢tem a zptisobem vazby N-acetylglukosaminii na a-
manosy zakladni struktury. Podle poctu bo¢nich fetézcti navazanych na a-manosy zakladni
struktury rozliSujeme monoantenarni, biantenarni az pentaantenarni N-glykany. Nejcastéji se

vyskytuji biantenarni, triantendrni a tetraantenarni N-glykany (Kornfeld a Kornfeld, 1985).



Dal8im zdrojem diverzity komplexnich N-glykant je také variabilita v fetézcich vazanych na
terminalni manosy. Vedlejsi fetézce l1ze klasifikovat do 5 skupin. Obvyklym vedlejSim
fetézcem je samotny N-acetyllaktosamin. Druha skupina je tvofena N-acetyllaktosaminem, na
jehoz galaktosu je vazana kyselina sialova (Obr. 1) nebo fukosa. Kombinace kyseliny sialové
a fukosy nebo 2 kyselin sialovych charakterizuje tieti skupinu. Ctvrtou skupinu tvoii dlouhé
vedlejsi fetézce poly-N-acetyllaktosamint nebo polysialové fetézce vazané na N-
acetyllaktosamin. V paté skupiné se misto galaktosy vyskytuje N-acetylgalaktosamin

(Fukuda, 2000).
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Obr. 1: Struktura hlavnich typi N-glykanii. V obdélniku je znazornéno trimanosylové jadro.
GlcNAc= N-acetylglukosamin, Man= manosa, Fuc= fukosa, Asn= asparagin, k. sialovd=
kyselina sialova. Upraveno dle Kornfeld a Kornfeld (1985).

Syntéza N-glykanli za¢ina tvorbou prekurzorového oligosacharidu skladajiciho se ze 3
glukos, 9 manos a 2 N-acetylglukosaminti (GlcsMangGIcNAc;). Pti jeho formaci hraje roli
dolicholpyrofosfat, na ktery je vznikajici oligosacharid navazan. Tento membranoveé vazany
polyisoprenoid déle ukotvuje oligosacharid k membrané endoplasmatického retikula tak, Ze je
orientovan smérem do jeho lumen. Hotovy prekurzorovy oligosacharid je posléze pienesen
z dolicholu na asparaginovy zbytek v aminokyselinové sekvenci asparagin-X-serin/threonin,
kde X je pravdépodobné jakékoliv aminokyselina kromé prolinu a kyseliny asparagové (Obr.
2: reakce 1). VSechny typy N-glykani jsou syntetizovany z tohoto vysoce manosylovaného
prekurzoru. K preméné na komplexni typ oligosacharidu je zapottebi mnoha krokt
zahrnujicich adice a sesttihy. Zpracovani N-glykani je zahajovano odstranénim 3
glukosovych zbytkll glukosidazami lokalizovanymi v membrané endoplazmatického retikula
(Obr. 2: reakce 2-3). Po odstranéni jedné al — 2 vdzané manosy (Obr. 2: reakce 4) je

glykoprotein pfesunut do cis vacki Golgiho komplexu (Obr. 3). Nasleduje odstranéni dalSich



3 al — 2 vdzanych manos a-manosiddzou I (Obr. 3: reakce 1). V dal§im kroku dochézi

k adici N-acetylglukosaminu prostfednictvim enzymu N-acetylglukosaminyltransferazy I
(Obr. 3: reakce 2). Pokud k adici N-acetylglukosaminu nedojde, zistane N-glykan vysoce
manosylovaného typu. V dal§im kroku dochézi k odStépeni dalSich 2 manos prostfednictvim
a-manosidazy II (Obr. 3: reakce 3) za nédsledné adice dalSiho N-acetylglukosaminu N-
acetylglukosaminyltransferazou II. Bez odstépeni manos vzniknou N-glykany hybridniho
typu. Dalsi apravy komplexnich N-glykanta probihaji v mediannich a trans vaccich Golgiho
komplexu fadou navazujicich krok katalyzovanych glykosyltransferazami (Obr. 3: reakce 4-

7) (Kornfeld a Kornfeld, 1985; Fukuda, 2000).
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Obr. 2: Upravy N-glykanii v endoplazmatickém retikulu. Reakce 1-4 viz text. Dol= dolichol,
N-acetylglukosamin, manosa a glukosa.Upraveno dle Lodish a kol. (2000).
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Vyse popsanym zpusobem probihd syntéza N-glykant v sav¢ich buiikach.

Pocatek syntézy N-glykant probihajici v endoplazmatickém retikulu (Obr. 2) je shodny pro
vSechna eukaryota. U kvasinek je vytvoteny oligosacharid (MangGlcNAc,) dale manosylovan
tak, Ze vysledny N-glykan mtze obsahovat az 100 manos (Bobrowicz a kol, 2004; Brooks,
2004; Cregg a kol, 2000). Genetickymi manipulacemi byl ptesto ziskdn kmen kvasinky
Pichia pastoris (Pi. pastoris) schopny syntetizovat komplexni N-glykany obdobné sav¢im
(Brooks, 2004). Clenovci zfejmé maji vétsinu enzymil pro syntézu glykanii savéiho typu, ale
vyuzivaji je jen v urcitych fazich vyvoje, jelikoz za normalnich okolnosti pro né nejsou
ptitomny vhodné substraty (Brooks, 2004). Vysoce manosylované N-glykany se u hmyzu
vyskytuji pomérné Casto. Sav¢i a hmyzi draha syntézy komplexnich N-glykant je ovSem
ziejme totoznd jen po vznik GlcNAc,Man;GlcNAc, (Wilson, 2002a). N-acetylglukosamin,
ucastnici se N-glykosidické vazby, mize byt v dalSich krocich syntézy hmyzich N-glykant
dvakrat fukosylovan. Fukosa vazand al — 6 glykosidickou vazbou je nalézana i u sav¢ich N-
glykanti, zatimco u hmyzu pomérné ¢astd al — 3 fukosylace se u savcl nevyskytuje. Hmyzi
buiikky maji oproti savéim snizenou expresi N-acetylglukosaminyltransferazy II, takZe u nich
nedochazi ke vzniku rozvétvenych komplexnich N-glykant. Zaroven u nich hraje zna¢nou
roli N-acetylglukosaminidaza, odStépujici jiz nasyntetizovany terminalni N-acetylglukosamin.
Kyselina sialova 1 galaktosa jsou zfejmé v hmyzich bunikach pfitomny, ale je zde snizena
exprese enzymil zodpovédnych za ptenos téchto monosacharidli na vznikajici
oligosacharidovy fetézec. N-glykany hmyzu jsou €asto tvofeny pouze trimanosylovym
j&drem, které mize byt navic ochuzeno o 1-2 manosy (Altmann a kol., 1999; Tomiya a kol.,
2004; Wilson, 2002a).

U prokaryot dochdzi k syntéze N-glykanti na vnéjsi strané cytoplazmatické membrany.
Glykany prokaryot jsou tvofeny mnohem $ir§im spektrem monosacharidii, napf. N-
glykosidické vazby se u prokaryot u€astni glukosa, N-acetylgalaktosamin, ¢i rhamnosa
(Brooks, 2004). Prokaryoticka glykosylace proteini byla nalezena zejména u patogennich
bakterii (napt. Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori) a u nékterych archebakterii (Abu-
Qarn a kol., 2008).

Glykoprotein Casto obsahuje vice N-glykanil navazanych na rizné ¢asti
polypeptidového fetézce. BéZné se na jednu z pozic vaze vysoce manosylovany N-glykan,
zatimco na druh€ pozici je navdzany N-glykan komplexniho typu. To je mozZné diky tomu, Ze
odli$né pozice maturovaného proteinu jsou rizné dostupné pro oligosacharidy a piislusné

sacharidy zpracovavajici enzymy (Trimble a kol., 1983).



3.2. O-glykoproteiny

U této skupiny glykoproteina se redukujici terminalni sacharid vaze na hydroxylovou
skupinu aminokyselin polypeptidu. O-glykany se d¢li do nékolika podskupin podle
konkrétniho cukerného a aminokyselinového zbytku ucastniciho se O-glykosidické vazby.
Prvni podskupinu tvoii O-glykany mucinového typu, u kterych se O-glykosidické vazby
ucastni N-acetylgalaktosamin, vazajici se na serin nebo threonin. Nazev této podskupiny je
odvozen od mukdzni latky nazyvané mucin, ve které byly prvné nalezeny. O-glykosidické
vazby se mlze Ucastnit i N-acetylglukosamin vdzany také na serin nebo threonin. Tato
modifikace byla nalezena napi. u chromozomalnich proteint octomilky (Kelly a Hart, 1989).
Tteti typ se uplatiiuje u proteoglykant, u kterych se na serin nebo threonin vaze xylosa
(Lidholt a kol., 1988 a Wilson, 2002b). Tyto 3 skupiny jsou v zivo¢isnych butikach relativné
hojné, méné¢ Casté jsou nasledujici typy. V kolagenu a proteinech obsahujicich kolagenu
podobnou doménu, jako napt. u podjednotky C1q prvniho proteinu klasické cesty aktivace
komplementu, se nachazi galaktosa vdzana k hydroxylysinu (Reid, 1979). V EGF
(epidermalni ristovy faktor) podobné doméné n€kolika sraZecich faktort je xylosylglukosa
nebo glukosa vazana k serinu nebo threoninu (Nishimura a kol., 1989). Dalsi skupinu tvoii
fukosa, prvné nalezena vazana na konkrétni threonin EGF podobné domény tkanového
aktivatoru plasminogenu (Harris a kol., 1991). V rostlinach se vyskytuje arabinosa vdzana na
hydroxyprolin a galaktosa vdzand na serin (Allen a kol., 1978), u hub manosa vdzana na serin
nebo threonin (Trueheart a Fink, 1989). O-vazana manosa se vyskytuje v mensi mife i u
prokaryot, kde pravdépodobné zvysuje virulenci patogennich bakterii, dale v savéim mozku,
svalovém dystroglykanu a zifejmée 1 v dalSich tkénich zvitat (Lommel a Strahl, 2009).

K syntéze O-glykanli dochazi béhem priichodu glykoproteini Golgiho komplexem.
Monosacharidy jsou postupné piidavany k O-glykosylaénim mistiim proteinu, ¢i k rostoucimu
cukernému fetézci. Za tuto reakci jsou odpoveédné jednotlivé glykosyltransferazy, které se
vyskytuji v riznych ¢astech Golgiho komplexu a vykazuji v nich zaroven odliSnou aktivitu
(Piller a Piller, 1993).

V zivocisnych bunkach se nejcastéji vyskytuji O-glykany mucinového typu.
Glykoproteiny tohoto typu se vyskytuji v Sirokém spektru tkani, pficemz bézné jsou nalézany
v hlenu pokryvajicim povrch epitelidlnich bunék dychaciho a gastrointestindlniho systému.
Jsou produkovany nejspiSe riznymi typy bunék sliznice, ¢imz mlze byt ¢astecné dana jejich
velka rozmanitost. Ta je umoznéna jak heterogenitou zékladniho proteinu, tak i riiznorodosti
oligosacharidové ¢asti. Hlavni roli t€chto glykoproteinli je udrzovani hladké polopropustné

povrchové vrstvy na epitelech a tim jejich ochrana pted plisobenim travicich enzymt a pied
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napadenim patogeny. Diky tomu, Ze O-glykany se mohou vazat na vhodné proteiny ve
shlucich a byt tak koncentrovany ve vysoké¢ hustoté, je zajistén vysoce hydratovany povrch
epitelu, ktery vytvafi bariéru mezi t€lesnymi tekutinami a tkanémi. Komplexita téchto
glykanii také zajist'uje jejich vétsi odolnost proti riznym typim travicich enzymu. O-glykany
mucinového typu mohou téZ fungovat jako past na bakterie, které se na né navazou svymi
lektiny (Ribeiro a kol., 2010). Diky riznorodosti téchto oligosacharida se zvysSuje
pravdépodobnost, Ze se vétSina bakterii navaze na hlen a nebude tedy schopna infikovat
epitelové buiiky a pronikat dale do organismu (Fukuda, 2000).

U ¢lenovct nejcastéji nachdzime O-glykany tvofené pouze samotnym N-
acetylgalaktosaminem (tzv. Tn antigen), popfipad¢ miize byt k tomuto N-acetylgalaktosaminu

B1 — 3 vazbou navazana galaktosa (tzv. T antigen) (Mejia a kol., 2006).

3.3. C-glykoproteiny

C-glykosylace byla popsana u lidské RNazy 2. K C, atomu indolu tryptofanu, ktery se
nachazi na sedmé pozici peptidického fetézce RNazy 2, se piimo vaZze anomerni uhlik o-
manopyranosy (de Beer a kol., 1995). Manosa se vaze na prvni tryptofan ve specifické
sekvenci Trp-X-X-Trp. Protoze se tento motiv vyskytuje v fad¢ savc¢ich proteint, je mozné, ze
C-glykosylace miize byt ¢asteéjSim fenoménem (Krieg a kol., 1998). V praci Krieg a kol.
(1997) byla C-manosylace nalezena i v buitkach prasete, mysi, kiecka a kockodana, zatimco v
bakterii Escherichia coli (E. coli), rostlinnych a hmyzich bunikach nebyl tento zptisob vazby
glykanu nalezen. V pozd¢jsi praci Munte a kol. (2008) byla ale C-glykosidicky vazana
manosa popsana i u hmyzu. Vazba manosy na tryptofan je katalyzovana C-

manosyltransferazou za vyuziti dolicholfosfdtmanosy jako prekurzoru (Doucey, 1998).

3.4. Fosfoglykoproteiny

Tento typ glykoproteini je slozen ze sacharidové sloZky vazané na serin ¢i threonin
polypeptidového fetézce prostiednictvim fosfodiesterové vazby (Haynes, 1998). Tento zpiisob
vazby sacharidu na protein byl popséan v praci Gustafson a Milner (1980) studujici proteindzu
I hlenky Dictyostelium discoideum. Autofi v této praci prokazali vazbu N-acetylglukosamin-
1-fosfatu na hydroxylovou skupinu serinu. Dal$im ptikladem fosfoglykoproteinu je sekrecni
kysela fosfataza u Leishmania mexicana (1lg a kol., 1994). V tomto ptipad¢ dochazi k vazbé
mezi manoso-1-fosfitem a serinem. Experimentalni identifikace fosfoglykoproteinti je
zaloZena na odlisném Stépeni fosfodiesterové vazby oproti N- ¢i O-glykosidické vazbé.

Spolecnou vlastnosti fosfoglykoproteint je jejich vysokd imunogenicita (Haynes, 1998).
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3.5. S-glykoproteiny

Existence S-glykosylace byla prvné prokézéana v praci Stepper a kol. (2011) a
soub&zné s ni 1 v praci Oman a kol. (2011). Divodem pro vznik S-glykosidické vazby mtiZze
byt to, Ze je stabilnéjsi nez N- ¢i O-glykosidicka vazba a ziejmé 1 odolngj$i proti
deglykosyla¢nim enzymtim. Pti S-glykosylaci dochazi k vazbé monosacharidu na siru
v thiolové skupiné€ cysteinu. Tato modifikace byla nalezena u 2 bakteriocinti. Bakteriociny
jsou antimikrobidlni polypeptidy plisobici baktericidné, ¢i bakteriostaticky na cizi bakterie,
diky ¢emuz mohou byt vyuzivany jako pfirodni konzervanty (Venugopal a kol., 2011). Jeden
z S-glykosylovanych bakteriocind, glycocin F (Obr. 4), byl izolovan z bakterie Lactobacillus
plantarum (Stepper a kol., 2011). U glycocinu F byl nalezen N-acetylglukosamin védzany O-
glykosidicky na serin, ktery je zodpovédny za jeho bakteriostatickou funkei a S-glykosidicky
vazany N-acetylhexosamin, ktery byl v praci Venugopal a kol. (2011) identifikovan také jako
N-acetylglukosamin. S-glykosidicky vazany N-acetylglukosamin muze slouzit k zachyceni
glykopeptidu na bunécné stén¢ cizi bakterie. Druhy S-glykosylovany bakteriocin (sublancin
168) byl izolovan z bakterie Bacillus subtilis. Tento glykopeptid obsahuje S-vazanou glukosu,
pfi¢emz S-glykosylace je pro jeho antimikrobidlni aktivitu nezbytna (Oman a kol., 2011).

monosacharidi. Oznacen N a C konec peptidu, atomy siry znazornény zluté. N-
acetylgalaktosamin vézany na cystein se naléza na C konci, O-glykosidicky vazany N-
acetylgalaktosamin mezi helixy peptidu. Pfevzato z Venugopal a kol. (2011).
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4. Slinné Zlazy krevsajicich ¢lenovcu
4.1. Slinné Zlazy

Slinné zlazy ¢lenovct jsou tvofeny jednovrstevnym epitelem. RozliSuji se 2 typy
slinnych zlaz, tubulérni a alveolarni (Valenzuela, 2004). Tubuldrni Zlazy jsou tvofeny
centralnim kanalkem, ktery je obklopen vrstvou bun¢k obsahujicich sekre¢ni méchyiky. Sliny
jsou tedy u tohoto typu zl14z vylucovany do centralniho kanalku, kterym jsou odvadény
k ustnimu ustroji. Tubularni slinné Zlazy maji napt. komaroviti (Culicidae). Alveolarni zlazy
tvofi bunky obklopujici rozvétvené kanalky a lze je nalézt napft. u klist'at (Ixodida).

Vétsina krevsajicich ¢lenoveil ma jeden par slinnych zlaz. Blechy (Siphonaptera) mayji
4 hruskovité slinné zlazy, které se u dospélych samic plné dotvareji az se zacatkem séni krve a
vyvojem vaji¢ek (Gage, 2004). Slinné zlazy mohou byt ve tvaru jednoduchych vacka, jako

napf. u flebotomii (Obr. 5), nebo mohou byt lalokovité, jako napft. slinné zlazy komara, které

jsou tvofeny 2 lateralnimi a jednim mediannim lalokem (Obr. 6).

§ slinny kanalek
E

Obr. 5: Slinné Zlazy samice Phlebotomus papatasi. Upraveno dle Jobling a Lewis (1987).

4.2. Intersexualni rozdily

Nekteti krevsajici ¢lenovei, jako napft. zdketnice pod¢eledi Triatominae, Sténice
(Cimicidae), v§i (Anoplura) a klistaci (Argasidae) saji krev v prabehu celého Zivotniho cyklu.
U krevsajicitho hmyzu s proménou dokonalou (Holometabola), jako jsou napft. blechy

(Siphonaptera) nebo dvoukftidli (Diptera), saji krev pouze dospéli jedinci.
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U né&kterych krevsajicich ¢lenovctl jsou hematofagni pouze dospélé samice, které
potiebuji krev jako zdroj bilkovin pro vyvoj vaji¢ek. Hematofagii vyskytujici se pouze u
samic nalézame u fylogeneticky odvozenéjSich klistat (napt. rodu Ixodes) a dale u mnoha
skupin dvoukfiidlych. To plati o vSech parazitickych ¢eledi podiddu dlouhorohych
(Nematocera), zatimco z parazitickych kratkorohych (Brachycera) jen o ovadech (Tabanidae).
U ostatnich zastupct kratkorohych, jako jsou napft. glosiny (Glossinidae), saji krev dosp€lci
obou pohlavi.

Mezi dlouhorohé¢ patii 4 hematofagni celedi, tj. komaroviti (Culicidae), flebotomoviti
(Phlebotomidae), pakomarcoviti (Ceratopogonidae) a muchnickoviti (Simuliidae). Samici
slinné zlazy se u zastupcti téchto skupin Casto 1isi proteinovym sloZzenim i velikosti od
samcich zlaz. Sexualni dimorfismus mizeme nalézt napft. u slinnych zlaz tiplika Culicoides
variipennis. Sam¢i Z1azy jsou zna¢né mensi a jednodussi nez samic¢i. Morfologické rozdily
jsou pravdépodobné zpiisobeny specializaci samicCich zl4z k sekreci latek dulezitych pro
hematofagni zpiisob vyzivy (Pérez de Leon a kol., 1994). Také vackovité slinné zZlazy
flebotom1 jsou u samct vyrazné mens$i nez u samic. Samci zlazy Phlebotomus duboscqi (Ph.
duboscqi) obsahuji slinné proteiny v 30krat nizs§i koncentraci nez samici zlazy. Zarovei se lisi
elektroforeticky profil sam¢ich a samicich slinnych proteinti. U samic bylo na gelu
vizualizovano 8 hlavnich polypeptidii, zatimco u samct byl nalezen pouze jeden majoritni
polypeptid (Volf a kol., 2000).

Slinné zladzy samic komart jsou také vyrazné vétsi nez samci zlazy a miizeme u nich
rozlisit vice morfologickych podoblasti (Obr. 6). U samic jsou lateralni laloky tvoteny
proximalni, intermedidnni a distalni ¢asti. Medianni lalok je tvofen kratkym krékem a distalni
¢asti (Dhar a Kumar, 2003). Proteinovy profil proximalni ¢asti lateralniho laloku slinné Zlazy
samice komdara Anopheles gambiae (An. gambiae) odpovida proteinovému profilu sam¢i
zlazy. U samcii, narozdil od samic, nejsou pfitomny dominantni proteiny medianniho a
distalni ¢asti lateralniho laloku. V elektroforetickém profilu extraktu slinnych zlaz samic bylo
nalezeno minimaln¢ 6 hlavnich a né¢kolik méné zietelnych proteinovych prouzki, které
v samcich Zlazach patrné nebyly. Zaroven bylo detekovano 14 specificky samicich
glykoproteint slinnych 714z, pficemz kazda ¢ast samici Z1azy méla jiny glykosylacni vzor
(Andrews a kol., 1997). Proteiny, které se vyskytuji ve slinnych zldzach samcii i samic, jsou
nejcastéji zodpoveédné za zpracovani cukerné potravy (napt. maltaza), ¢i mohou mit
antimikrobialni nebo jinou funkci. V samicich slinnych zlazach koméara Aedes albopictus (Ae.
albopictus) je specificky prekladana vice nez polovina z 59 transkriptii kodujicich potencialné

sekretované proteiny. Tyto slinné proteiny jsou ziejmé zodpoveédné za funkce spojené se

14



sanim a zpracovanim krve. Ostatni proteiny jsou exprimovany bud’ ve slinnych Zlazach obou
pohlavi, a pravdépodobné se tcastni zpracovani cukerné potravy, nebo byly extrahovany ze
slinnych zl4z i zbytku téla komadra, a jsou ziejmé zodpoveédné za udrzovaci (“housekeeping*)

funkce (Arca a kol., 2007).

e Y

Lateralni lalok:
¢ proximdlni ¢ast

ﬂ Medianni lalok:

distalni ¢ast

£ . Medidnni lalok:
r’l‘;%i \ oblast kréku

Lateralni lalok:
distalni ¢ast

—~
./ Laterdlni lalok:
! intermedianni ¢ast

Obr. 6: Slinné Zlazy samice komara Anopheles stephensi. A) celé slinné zlazy, B-F) struktura
jednotlivych ¢asti slinnych zlaz. Upraveno dle Clements (2000).

4.3. Obsah a sténa slinné zZlazy
Autofi studii, zabyvajici se sledovanim ucinki slin krevsajicich ¢lenovcii na
obratlov¢iho hostitele at’ uz z hlediska vyvoje vakcin, sledovani expozice hostitele vektoram,

pienosu patogentl, ¢i z hlediska vytvoteni slinnych transkriptomt nebo proteomti, vyuzivaji
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vétsinou pii svych pokusech homogenatu celych slinnych zlaz. Pti sani ¢lenovce se ovSem do
hostitele dostanou jen sliny, ¢ili molekuly secernované do lumen slinné zlazy. Proto je
dualezité zjistit, nakolik se 1i8i proteinovy profil stény a obsahu slinnych zlaz. V praci Volf a
kol. (2000) se vSechny hlavni proteiny u Ph. duboscqi vyskytovaly v obsahu slinnych 714z, ale
elektroforeticky profil stény navic ukdzal nékolik minoritnich polypeptidii o molekulové
hmotnosti 53-54 kDa, 57 kDa a vétsi nez 62 kDa, které v obsahu nalezeny nebyly.

U nékterych ¢lenovct Ize k experimentim vyuzit 1 samotnych slin. Naptiklad u

zakernic lze zachytit vylucované kapicky slin do kapilary pfi drzeni plostice mezi prsty (Volf

ustroji imobilizovanych klist'at se umisti do usti sklenéné kapilary. K indukci slinéni se na
dorsalni stranu klistéte aplikuji 2 pl 3% roztoku pilokarpinu v etanolu. Po jedné hodin¢ se
sliny odeberou, zbavi se kontaminace pilokarpinem a zmé&fi se v nich koncentrace proteinti. U
drobnéjsiho hmyzu, napt. u komdrt, se pouziva podobny postup (Remoue a kol., 2006). Je
neZ pitva celych slinnych Z1az.

Ze srovnani proteomu slinnych 714z riznych krevsajicich ¢lenovcl vyplyva, ze
proteiny, u nichz se podle signalni sekvence pfedpoklada sekrece do slin, tvoii u jednotlivych
druhti rizné velké procento vSech proteini nalezenych ve slinnych zlazach. U blech
(Andersen a kol., 2007), komara (Calvo a kol., 2007; Arca a kol., 2007) a muchnicek
(Andersen a kol., 2009) tvoii vice nez 50% vsSech sekvenci kddujicich proteiny slinnych Z14z.
U roztoct podiadu Ixodida (Francischetti a kol., 2008a a 2008b; Chmelaft a kol., 2008;
Anatriello a kol., 2010) a glosin (Alves-Silva a kol., 2010) tvofi sekretované proteiny méné
nez 50% vSech proteinti slinnych Zlaz. U krevsajicich plostic (Francischetti a kol., 2010;
Assumpcao a kol., 2008; Kato a kol. 2010; Santos a kol., 2007) se podil sekretovanych
proteinti mezi druhy vyrazné 1i8il. Vzhledem ke zna¢né variabilité v podilech proteinii ve
slinach, oproti proteiniim stén, by bylo vhodné zvazit, zda pouzivani homogenatt celych

slinnych zl4z nepfinasi ve srovnani s pouzitim samotnych slin pon¢kud zkreslené vysledky.

4.4. Mezidruhové rozdily v proteinovém sloZeni slinnych Zlaz

Proteinové slozenti slin krevsajicich ¢lenovct se Casto 1i$i 1 na irovni druhti. Nékolik
odli$nych druhii a geograficky vzdalenych kolonii rodu Phlebotomus (Ph.) a druhu Lutzomyia
longipalpis (L. longipalpis) se 1isi elektroforetickym profilem proteint z extraktu slinnych
zlaz. Nejvetsi variabilita byla nalezena v 38-48 kDa oblasti, naproti tomu nejpodobné&;jsi

proteinovy profil byl u 2 kolonii Ph. papatasi (Volf a kol., 2000). Podobnost proteinového
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sloZeni slin odpovida fylogenetické vzdalenosti u druhti a geografické vzdalenosti u
jednotlivych kolonii. Podobnd zavislost byla nalezena i1 v praci zkoumajici druhové specifické
slinn¢ antigeny 3 druht flebotomt (Volf a Rohousova, 2001). U kazdého druhu reagovala
séra opakované pobodanych pokusnych zvitat se 4-9 specifickymi antigeny lyzatu slinnych
zlaz. Slaba zkitizena reaktivita byla nalezena jen mezi antigeny slinnych zlaz Ph. perniciosus a
sérem zvirat pobodanych Ph. halepensis, pticemz tyto druhy flebotomt jsou si fylogeneticky
blizké. Za zktizenou reaktivitu mezi nékterymi druhy flebotom mohou byt zodpovédné
nékteré konzervované proteiny rodu Phlebotomus. V praci Anderson a kol. (2006) byly jako
takové identifikovany “yellow-related* protein, apyrazy a “antigen S-related* proteiny,
zatimco vétSina ostatnich proteini se mezi druhy lisila.

Variabilita v elektroforetickém profilu byla nalezena 1 u 4 kment zéketnice Triatoma
infestans (T. infestans), u nichz byly kromé shodnych, nalezeny i proteinové prouzky lisici se
v intenzité a nékolik kmenovée specifickych proteinovych prouzka (Schwarz a kol., 2009a).
Druhova specificnost proteinového profilu slinnych zlaz maze slouzit k determinaci
jednotlivych druhi, jako je tomu u 5 morfologicky nerozliSitelnych sesterskych
druht komplexu Anopheles barbirostris v Thajsku (Jariyapan a kol., 2010), z nichz nékteré
jsou vektorem Plasmodium vivax. U kazdého z druhli byl nalezen alesponi jeden hlavni
specificky protein slinnych zlaz. Déle se druhy mezi sebou lisily i mobilitou nékterych
proteinil v SDS-polyakrylamidovém gelu.

S ptipadnou druhovou specificnosti slinnych proteinti je nutno pocitat pfi vybéru
antigenll za ucelem vyvoje vakcin i1 pro sledovéani expozice hostiteli krevsajicim ¢lenovcim.
Pti cileném vyzkumu jednoho druhu je jisté vyhodné pouzit specificky protein, ovSem pii
zkoumani expozice hostitelll na lokalité, kde se mlze vyskytovat vice druhii vektort, by

vyuziti takového proteinu vedlo ke znaénému zkresleni vysledka.

4.5. Protilatkova odpovéd’ pobodanych hostiteli

Sliny krevsajicich ¢lenovctl vyvolavaji u exponovanych hostitelt protilatkovou
odpovéd’. K detekcei protilatkové odpoveédi mohou slouzit homogenaty slinnych 714z, sliny, ¢i
vybrané imunogenni proteiny slin exprimované rekombinantné. Protildtkova odpovéd’ proti
slindm krevsajicich ¢lenovct mize slouzit jako indikator vystaveni hostitelské populace témto
¢lenovciim, dale mize byt vyuzita k vymezeni prostorové distribuce vektora v urcité populaci
hostitelt, popt. k identifikaci rezervoarovych hostiteltl. Detekce protilatek proti slindm
vektort také miiZe pomoci pii uplatiiovani programli zaméfenych na kontrolu vektorti i jimi

pfenaSenych onemocnéni (Teixeira a kol., 2010).
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Velké epidemiologické studie vyuZivajici homogenath slinnych Zlaz ¢lenovcet jsou
diky nutnosti pitev tisict slinnych zlaz ¢asové a technicky témét neproveditelné, proto je
snahou identifikovat vhodné imunogenni proteiny, které Ize nasledn¢ vyrabét rekombinantné.
Prvni praci, vyuzivajici rekombinantni protein ze slin k detekci protilatkové odpovédi
hostitele jako métitka expozice flebotomiim, je prace Barral a kol. (2000). V této praci byla
prokdzéana pozitivni korelace mezi protilatkovou (IgG) odpovéedi proti antigenu Leishmania a
IgG proti rekombinantnimu slinnému proteinu L. longipalpis, diky ¢emuz lze tento protein
vyuzit i pfi studiu epidemiologie leishmaniézy. Identifikace a exprese slinnych proteint L.
longipalpis (Teixeira a kol., 2010) rozeznavanych savéim hostitelem prohlubuje porozuméni
interakcim mezi hostitelem a vektorem a pomaha pii vyvoji epidemiologickych nastroja
spojujicich vystaveni hostitele vektoru s ndchylnosti ¢i imunitou k jim pfenaSené
leishmanio6ze. V praci Teixeira a kol. (2010) bylo exprimovano 9 rekombinantnich slinnych
proteint L. longipalpis z nichz 2 reagovaly s protildtkami v séru lidi a psti pokousanych
stejnym druhem a zaroven se na n¢ nevazaly protilatky lidi pokousanych sympatrickym
druhem Lutzomyia intermedia. Tyto 2 proteiny jsou tedy vhodnymi markery expozice
hostitele L. longipalpis v oblastech, kde se jiné druhy flebotomt vyskytuji v zanedbatelném
poctu. V navazujici praci (Souza a kol., 2010) bylo prokazéano, Ze detekce protilatkové
odpovédi kombinaci téchto 2 antigenti je schopné nahradit detekci pomoci celych slinnych
7laz.

Vyuzitim rekombinantniho slinného glykoproteinu 7. infestans jako métitka expozice
domacich kufat a morcat zastupcim podceledi Triatominae se zabyvaji prace Schwarz a kol.
(2009a, 2009b a 2010). Proti slinnym antigeniim 7. infestans se v hostiteli tvoti protilatkova
odpovéd. Tu lze detekovat jiz 2 dny po pobodani 5 zdkeinicemi. Titry protilatek IgG v séru
kurat a morcat opakované vystavovanym 5 7. infestans byly nizsi nez u skupiny zvitat
vystavovanych 25 zaketnicim, ¢ili je mozné odliSit méné a vice zamotené populace doméacich
zvitat. Ve slinach vSech 4 odlisSnych kmeni 7. infestans byly ptitomny jen 14 a 21 kDa
antigeny, pfi¢emz 14 kDa protein reagoval s protilatkami proti 4 dalSim druhtim krevsajicich
zakernic a nereagoval s protilatkami proti slindm komart. Zaroven byly 14 a 21 kDa proteiny
rozezndny i séry pochazejicimi z hostitelll infestovanych zakeinicemi v pfirozenych
podminkach (Schwarz a kol., 2009a). V nasledujici praci (Schwarz a kol, 2009b) byl 14,6 kDa
vysoce imunogenni glykoprotein vyroben rekombinantné a byla ovéfena jeho specifita.
Detekei IgG odpovedi pomoci tohoto glykoproteinu 1ze vyuzit jako epidemiologické méfitko
pro sledovani expozice hostitell jiz nizkym poctiim odliSnych druhi zdketnic. PotiZ je ov§em

s délkou pretrvani [gG odpovédi, kterd perzistuje v kutatech 4 a v morcatech dokonce az 6
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mésict. Moznym feSenim je kombinace protilatkové IgG a IgM odpovédi proti slinam 7.
infestans (Schwarz a kol, 2010). IgM odpovéd’ je méfitelnd jiz 24 hodin po expozici 5 7.
infestans a mizi po 18 dnech od expozice, jeji titry se ovSem na rozdil od IgG pii infestaci
vice plosticemi nezvysuji. Reakce IgM na rekombinantni antigen je nasobné€ vys$si nez na
sliny, coz mize dokazovat, Ze 14,6 kDa glykoprotein je hlavnim imunogennim proteinem
slin, ve kterych ovSem tvofi jen 8% vSech proteint. Sledovani IgG i1 IgM odpovédi hostitelti
muzZe slouZit jako kontrola ispéSnosti insekticidnich programl v endemickych lokalitach.
Detekce protilatkové odpovédi proti slindm jako méfitka expozice se samoziejmé
vyuziva i u jinych druht krevsajicich ¢lenovci, jako napf. u komart v souvislosti s rizikem
onemocnéni malarii (Remoue a kol., 2006), ¢i k vyhodnoceni ti¢innosti insekticidnich
opatteni (Drame a kol., 2010), a u klist’at v souvislosti s Lymeskou boreliézou (Schwartz a
kol., 1990 a 1991). Pfi studiu expozice hostiteltl krevsajicim ¢lenovcim je diilezité mit na
zfeteli jednak specificnost ale i moznou podobnost antigent slinnych zlaz jednotlivych druhii
1 kment ¢lenovct, jednak i rozdily v imunitnich reakcich jednotlivych hostitelt, kteti mohou

rozeznavat zcela odlisné slinné antigeny (Schwarz a kol., 2009a).
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5. Glykoproteiny ve slinach krevsajicich ¢lenovcu

5.1. Potencidlni glykoproteiny ve slinach krevsajicich ¢lenovci

Studie zaméfené na analyzu transkriptomu a proteomu slinnych 714z byly provedeny
pouze u né¢kolika druhii krevsajicich ¢lenovcu. Cilem bylo popsat jednotlivé skupiny slinnych
proteini, urcit jejich fylogenezi a pokud mozno i funkci. Autofi se ovSem vétSinou piilis
nevénovali otdzce post-translaénich modifikaci slinnych proteinti, mezi které patfi i jejich
glykosylace. Ve vétsin¢ praci byla zji§t'ovana pouze potencialni O-glykosylacni mista
proteini, a to pomoci programu NetOGlyc (Hansen a kol., 1998; Julenius a kol., 2005).

V télech Clenovct ale ziejmé pievazuji N-glykoproteiny (Grubhoffer a Dusbabek, 1991; Uhlit
a kol., 1994; Volf a kol., 2000), napt. u octomilky tvoti vétSinu glykosylovanych proteini
vysoce manosylované N-glykoproteiny (Seppo a Tiemeyer, 2000). JelikozZ i vétSina
glykoproteinti nalezenych ve slindch komara An. gambiae mé cukernou slozku tvofenou N-
glykany (Andrews a kol., 1997) a ve slinach zékeinice 7. infestans byly nalezeny dokonce
vyhradné N-glykoproteiny (Volf a kol., 1993), neni analyza pouze O-glykosyla¢nich mist
prilis vypovidajici o celkové §ifi glykoproteint ve slinnych Zlazach krevsajicich ¢lenovci.
Nejvice nalezenych O-glykoproteint Ize zatadit do skupiny mucinti. V praci Alves-Silva a
kol. (2010), vénujici se proteomu slinnych zlaz glosiny Glossina morsitans morsitans (G. m.
morsitans), jsou jako muciny charakterizovany proteiny bohaté na serin a threonin, které jsou
sekretovany do slin a obsahuji vice nez 10 potencidlnich O-glykosyla¢nich mist pro vazbu N-
acetylgalaktosaminu. Kromé& moznych dalSich funkci muciny pomahaji lubrikovat a chranit
slinné kandlky, ustni Gstroji a potravni kanal ¢lenovct. U glosiny bylo popsano 9 takovych
proteintl, z nichZ 3 obsahovaly vice nez 40 potencialnich glykosylacnich mist a jeden reagoval
s kralicim antisérem proti slindm G. m. morsitans.

Proteinovym slozenim slin krevsajicich dvouktidlych podiadu dlouhorohych
(Nematocera) se zabyvala prace Ribeiro a kol. (2010). Celkem u nich bylo nalezeno 106
mucint patficich do 12 rodin. V sialomu (tj. souboru proteinli a mRNA exprimovanych ve
slinnych zl4zach) samice komara Ae. albopictus byly nalezeny 4 muciny (Arca a kol., 2007).
Dva z nich byly mal¢ peptidy s molekulovou hmotnosti mensi nez 8 kDa, z nichz jeden byl
podobny mucinu popsanému u Aedes aegypti (Ae. aegypti). Zbylé¢ muciny byly podobné
jinym komaiim mucinim. Pfedpoklddanou funkci téchto glykoproteinii je udrzovani
hydratovaného povrchu ustniho Gstroji. U jednoho mucinu byla nalezena doména vézajici
chitin, z ¢ehoz se predpoklada jeho funkce v obaleni chitinové vystelky slinnych kanalka a

stomodea. VSechny 4 muciny byly nalezeny pouze ve slinnych zlazach. K mucintim Ae.
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albopictus lze zatadit také antimikrobialni protein s 19 potencialnimi glykosyla¢nimi misty.
Funkeci tohoto peptidu bohatého na histidin nalezeného u obou pohlavi mize byt vychytavani
zinecnatych a nikelnatych iontd nutnych pro bakterialni rist a tim branéni mnoZeni bakterii
v potravé. Podobné peptidy byly nalezeny i u komart Ae. aegypti a Culex pipiens
quinquefasciatus. Glykosyla¢ni mista mucinového typu obsahuje 1 pét 30 kDa alergenii 4e.
albopictus, pticemz tato proteinova rodina je exprimovana pouze ve slinnych zlazach samic
komart (Arca a kol., 2007). Podobny 30 kDa alergen byl nalezen i u Culex pipiens
quinquefasciatus (Ribeiro a kol., 2004). U tohoto druhu komara bylo popsano 6
pravdépodobnych mucinii s 5-78 predikovanymi O-glykosylacnimi misty. Muciny o
molekulové hmotnosti 8,3 kDa, 13,4 kDa a 56,5 kDa jsou podobné glykoproteinim
nalezenym u Ae. aegypti. Jeden z popsanych glykoproteinti obsahujici 78 potencidlnich O-
glykosyla¢nich mist je ze 45% tvofen pouze aminokyselinami serinem a threoninem.

U komara Anopheles funestus byly popsany 3 proteiny, jejichz aminokyselinova
sekvence obsahuje 10,5-35% serinu a threoninu a bylo u nich nalezeno 20-58 potencidlnich
glykosylaénich mist (Calvo a kol., 2007). Mezi sekretované proteiny nalezené jen u druhi
podceledi Anophelinae patii 8,2 kDa rodina. Proteiny této rodiny maji vysoky obsah serinu a
threoninu a bylo u nich nalezeno 9 moznych mist pro vazbu N-acetylgalaktosaminu. Tti
glykoproteiny s vice nez 10 potencialnimi misty pro O-glykosidickou vazbu N-
acetylgalaktosaminu byly nalezeny u koméara An. gambiae (Arca a kol., 2005). Jeden z nich
ma pravdépodobné doménu vazajici chitin, jiny obsahuje az 60 potencidlnich O-
glykosyla¢nich mist. Potencialni O-glykosyla¢ni mista byla nalezena také u jedné
metaloproteindzy, ktera hraje roli pti vyvoji slinnych zlaz dospélcti.

Sialom muchni¢ky Simulium vittatum byl studovan v praci Andersen a kol. (2009).
Byly nalezeny 2 proteinové fragmenty s vice nez 100 predikovanymi glykosylacnimi misty.
Jeden z téchto glykoproteinii patii mezi kyselé, na glutamin bohaté proteiny, jejichZ funkci by
mohla byt vazba na proteiny nebo receptory hostitelské extracelularni matrix. Celkem 5
glykoproteinti mucinového typu bylo nalezeno i u tiplika Culicoides sonorensis (Campbell a
kol., 2005). V praci Russell a kol. (2009) byla pfitomnost glykoproteinii v extraktu slinnych
zlaz tiplika Culicoides nubeculosus detekovana pomoci specifického barveni (ProQ Emerald
488™) elektroforeticky separovanych proteini. Cukernd sloZka byla nalezena u vétSiny
slinnych proteint o vysSich molekulovych hmotnostech a 1 u nékolika mensich proteind.

Analyzou slinnych transkriptl flebotoma Ph. arabicus se zabyva prace Hostomska a
kol. (2009). V této praci byla predikovana jak potencialni O-glykosylacni, tak N-glykosyla¢ni

mista slinnych proteinli. Potencialni N-glykosyla¢ni mista byla nalezena u 2 “D7-related*
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proteint. Tyto proteiny, s pfedpovézenou molekulovou hmotnosti 26-28 kDa, mohou hrét roli
v rozvoji lidské hypersenzitivity na pobodani flebotomy. Ve slinnych zlazach Ph. arabicus
byl také nalezen protein homologni s jednim z pravdépodobné sekretovanych mucinti
nalezenych u Ae. aegypti. Tento protein o piedpovézené molekulové hmotnosti 22,2 kDa
obsahuje 9 potencialnich O-glykosyla¢nich a 2 potencidlni N-glykosylaéni mista. Pti barveni
proteinii pomoci ProQ Emerald bylo detekovano 6 glykoproteinovych prouzkt. Ty
odpovidaly amyléaze, “yellow related* proteinu, 34 kDa proteiniim a dalSim blize
neidentifikovanym proteintim.

Dalsi skupinou hmyzu, u kterych byl sialom studovan, jsou plostice (Heteroptera).
Autofi prace zabyvajici se sialomem zéketnice 7. infestans sice v metodice uvadeji vyuziti
serveru NetOGlyc pro predikci O-glykosylacnich mist, ale v celé praci (Assumpgao a kol.,
2008) neni o glykoproteinech ani zminka. To mlze potvrzovat ptedpoklad Volf a kol. (1993),
ze se ve slinach 7. infestans O-glykoproteiny nevyskytuji. V sialomu Sténice Cimex
lectularius byl nalezen pouze jeden na serin bohaty protein s potencialnimi O-glykosyla¢nimi
misty pro vazbu N-acetylgalaktosaminu (Francischetti a kol., 2010). Diky chyb¢jici terminalni
sekvenci nelze urcit, zda je tento protein sekretovan do slin.

Také u blech (Siphonaptera) bylo nalezeno nékolik proteini fazenych mezi muciny. U
blechy morové (Xenopsylla cheopis) byly nalezeny 3 sekretované slinné peptidy o
molekulové hmotnosti 5,5-13 kDa obsahujici 6-12 potencialnich glykosylacnich mist
(Andersen a kol., 2007). Jejich pfedpokladanou funkci je opét lubrikace travicich cest.

Kromé sialomi fady hmyzich vektorl, byly analyzovany i slinné transkriptomy a
proteomy roztocu podiadu Ixodida (Metastigmata). Roztoc¢e podiadu Ixodida délime na 2
hlavni skupiny, klistaky (Argasidae) a klist'ata (Ixodidae). Sialom klist’at dosahuje vEtsi
komplexity nez u klist'dka, ziejmé diky delsimu kontaktu klistat s imunitnim systémem
hostitele (Francischetti a kol., 2008a). Sialomem klistéte Ixodes scapularis (1. scapularis) se
zabyva prace Ribeiro a kol. (2006). Autofi charakterizovali 5 predpokladanych glykoproteinii
patticich do skupiny proteint obsahujicich dvojitou Kunitz doménu. Tyto proteiny,
obsahujici na serin a threonin bohaty C konec, maji 15-23 potencialnich O-glykosyla¢nich
mist. Glykosidicky vdzand cukerna slozka téchto proteint pfitom miiZe bréanit jejich degradaci
karboxypeptidazami. Tyto potencidlni glykoproteiny mohou hrat roli jako inhibitory proteaz,
ucastnicich se srazeni krve. Také proteiny /1. scapularis, které piisobi proti nékterym slozkam
komplementové kaskady (Isac proteinova rodina), maji C konec bohaty na serin a threonin a
obsahuji 8-14 potencialnich O-glykosyla¢nich mist. Vice nez 4 potencialni O-glykosyla¢ni
mista byla nalezena u 12-16 kDa proteinti patficich do LPTS peptidové rodiny. Sialom /.
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scapularis obsahuje 1 n€kolik mucini se 14 a vice potencialnimi O-glykosyla¢nimi misty a 1-
2 proteiny popsané také jako muciny, které ovSem obsahuji jen 4 mozna O-glykosylacni mista
a chitin vazajici domény. Proteiny fazené k mucinlim byly nalezeny 1 u kliStéte Rhipicephalus
sanguineus (Anatriello a kol., 2010). Jeden z nich obsahuje 5 moznych O-glykosylacnich mist
a chitin vazajici doménu. Tento protein je piibuzny muciniim nalezenym i u jinych ¢lenovc.
Zbylé 2 proteiny obsahuji 11 potencidlnich O-glykosyla¢nich mist.

V sialomu klistaka Ornithodoros parkeri byly nalezeny 4 zasadité proteiny bohaté na
threonin, popf. na serin, s molekulovou hmotnosti 12,5-17,8 kDa (Francischetti a kol., 2008b).
Tyto proteiny obsahuji 13-34 potencidlnich O-glykosyla¢nich mist. Funkci téchto k mucinim
fazenych proteint je pravdépodobné zvlhcovani tstniho tstroji, kromé ¢ehoz mohou ziejmée
interagovat s hostitelskymi proteiny extracelularni matrix. U jiného druhu klist'dka
(Ornithodoros coriaceus) byla identifikovana jen jedna proteinova sekvence bohaté na serin a

glycin, kterd by mohla byt fazena k mucinlim (Francischetti a kol., 2008a).

5.2. Strukturni analyza a antigenni vlastnosti slinnych glykoproteini

K identifikaci glykoproteint lze pouzit i lektinii. Lektiny jsou proteiny nebo
glykoproteiny, které obsahuji minimalné 2 vazebna mista pro cukry (Goldstein a kol., 1980).
Lektiny specificky reaguji s konkrétnimi monosacharidy vyskytujicimi se volné, ¢i vazanymi
v cukrech, glykolipidech, ¢i glykoproteinech. Vazebna specifita vybranych lektint je
znazornéna v tabulce (Tab. 1). Pomoci komercné dostupnych lektind s izkou cukernou
specifitou lze zjistit nejen pfitomnost glykosylovanych proteind, ale také dale urcit strukturni

typ glykanti vazanych na tyto glykoproteiny.

Vazebna specifita pro:
Lektin  Zdroj Monosacharid Typ glykanu
ConA Canavalia ensiformis D-manosa vysoce manosylovany
D-glukosa komplexni, hybridni
PSA Pisum sativum D-manosa komplexni- biantenarni
D-glukosa komplexni- triantenarni
PNA Arachis hypogaea D-galaktosa komplexni- biantenarni
O-glykany
SBA Glycine max N-acetyl-D-galaktosamin ~ O-glykany
D-galaktosa (bez kyseliny sialové)
UEA Ulex europaeus L-fukosa komplexni
WGA Triticum aestivum N-acetyl-D-glukosamin hybridni
(kyselina sialova) (s terminalni k. sialovou)

Tab. 1: Vazebna specifita vybranych lektini. Upraveno dle Uhlif a kol. (1994).
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Identifikaci glykoproteini v homogenatu slinnych 714z 2 druhti flebotoma (Ph.
duboscqi a L. longipalpis) se zabyva prace Volf a kol. (2000). Glykoproteiny byly
identifikovany a analyzovany pomoci 5 lektint. N-glykany komplexniho typu byly nalezeny
ve 48 a 53-54 kDa glykoproteinech obou druht, dale u 57-60 kDa glykoproteinit Ph. duboscqi
au 65-67 kDa glykoproteinii L. longipalpis. Vysoce manosylované N-glykany byly soucasti
20 a 39 kDa glykoproteinti L. longipalpis a 40-42 kDa glykoproteint Ph. duboscgi. Cést
glykoproteinti byla obsazena v obsahu i sténé slinnych zlaz. U Ph. duboscqi byly pouze ve
stén¢ nalezeny 53-54 a 57 kDa glykoproteiny.

Glykoproteiny byly izolovany i v samcich a samicich slinnych zlazdch koméra An.
gambiae (Andrews a kol., 1997). Vyrazné vétsi mnozstvi glykoproteinti bylo detekovano
v samicich zlazach. Nejvice glykoproteinil reagovalo s ConA (vazebna specifita pro manosu a
glukosu) a DBA (vazebna specifita pro N-acetylgalaktosamin). Samici glykoproteiny o
molekulové hmotnosti 14, 19 a 24 kDa byly rozeznany pouze pomoci DBA, coZ ukazuje na
pritomnost O-glykani mucinového typu. Celkem bylo detekovano 14 specificky samicich
slinnych glykoproteint, z nichz 11 reagovalo s lektiny SBA a PNA. Deglykosylace
glykoproteint enzymem N-glykosidazou F, §t€picim N-glykosidickou vazbu, prokazala ve
slinnych zlazach An. gambiae vétSinovy podil N-glykant. Nekteré glykoproteiny obsahujici
N-glykany byly 1 po deglykosylaci N-glykosidazou F rozpoznévany prostfednictvim PNA.
Tento lektin mimo jiné rozeznava béznou strukturni jednotku O-glykanii mucinového typu
(Galp1l — 3GalNAc), coz ukazuje na moznou pfitomnost N- i O-glykanti u téchto
glykoproteind.

Popisem 4 slinnych glykoproteinti komara Anopheles albimanus (An. albimanus) se
zabyva prace Montero-Solis a kol. (2004). Tyto glykoproteiny o molekulové hmotnosti 65
kDa jsou do slin sekretovany buitkami medidnniho a distalni ¢asti lateralnich lalokd samicich
slinnych 714z a reaguji s monoklonalni protilatkou vybranou z mysich sérovych protilatek
produkovanych proti extraktu slinnych zl4z An. albimanus. Po oxidaci glykoproteinti
jodistanem sodnym je protilatka ptestala rozpozndvat, coz ukazuje na Gcast cukerné slozky
glykoproteint v jeji vazb&. Pomoci molekularni analyzy byla ziskana mRNA sekvence
jednoho z glykoproteinti (gp65-1), ze které byla predikovana ptitomnost 4 N-glykosylacnich
mist, coZ podporuje hypotézu, Ze se jedna o N-glykosylované proteiny. Z nukleotidové
sekvence byla také odhadnuta molekulovd hmotnost proteinové ¢asti gp65-1 na 43,4 kDa,

z ¢ehoz vyplyva, Ze post-translaéni modifikace tvoti 21,6 kDa vysledného glykoproteinu.

Autofi n¢kterych praci se primarné zajimali o strukturni analyzu téch glykoproteint,

které jsou schopny vyvolavat imunitni odpovéd’ hostitele. Hlavni antigenni glykoproteiny
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obsazené ve slinnych zlazach klistéte Ixodes ricinus (I. ricinus) byly popsany v praci Uhlif a
kol. (1994). Ve slinnych zlazach I. ricinus je ziejmé obsazeno Siroké spektrum N- 1 O-
glykosylovanych proteind, jelikoZ se k nim vazaly vSechny lektiny uvedené v tabulce (Tab.
1), kromé& UEA. S krali¢im sérem proti dospélym /. ricinus reagovaly glykoproteiny o
molekulové hmotnosti 35-40, 45, 56 a 81 kDa. Antigen o 45 kDa interagoval s ConA, PSA,
PNA 1 SBA, coz dokazuje, ze k tomuto proteinu jsou glykosidicky vazany N- 1 O-glykany.
Sacharidova slozka ostatnich identifikovanych glykoproteinii byla tvofena pouze
komplexnimi nebo vysoce manosylovanymi N-glykany. Jelikoz vétSina antigenii
rozeznavanych sérem kraliki exponovanych klistatliim patii mezi glykoproteiny, je mozné, ze
za jejich antigenni vlastnosti je odpovédna cukerna ¢ast glykoproteint. Analyza antigennich
glykoproteint byla provedena 1 u jiného roztoce, klistdka Argas polonicus (Grubhoffer a
Dusbabek, 1991). K analyze glykoproteinii byly vyuzity vSechny lektiny popsané v tabulce
(Tab. 1), krom& UEA. Antigenicita byla zjiStovana pomoci inkubace elektroforeticky
separovanych proteinli pienesenych na nitrocelulosovou membranu se sérem holubti
opakované pobodanych larvami klist'dkf. V homogenatu slinnych Zlaz byly nalezeny 3
dominantni antigeny o molekulové hmotnosti 19, 34 a 35 kDa. Mimo n¢ bylo nalezeno jesté
nékolik ménég antigennich proteinti. Antigeny o molekulové hmotnosti 19, 21, 23 a 27 kDa
byly rozpoznany prostfednictvim PSA a slabéji i ConA, coz naznacuje, Ze obsahuji N-glykany
komplexniho typu. Dominantni 34 kDa glykoprotein reagoval se v§emi lektiny, z cehoz 1ze
predpokladat N- i O-glykosylaci. Antigen o 35 kDa glykosylovéan nebyl. Slinny neantigenni
glykoprotein o molekulové hmotnosti 42 kDa véazal PNA a slab&ji i PSA, coz ukazuje na
pritomnost komplexnich N-glykant obsahujicich terminalni galaktosu. Neantigenni 305 kDa
glykoprotein, nalezeny prakticky ve vSech tkanich klistaka, reagoval s lektiny ConA, PSA a
WGA, takze se u néj predpoklada N-glykosylace.

Charakterizaci antigend slinnych z1az zéketnice 7. infestans se zabyva prace Volfa a
kol. (1993). V této praci byla poprvé popsana dynamika protilatkové (IgG) odpoveédi u
hostiteltl opakovang vystavovanych sani krevsajiciho hmyzu. Protilatky pobodanych mysi
rozeznévaly 6-7 proteind o molekulové hmotnosti 80-120 kDa. Jako hlavni proteinové
komponenty slinnych 714z T. infestans byly identifikovany 4 nizkomolekularni proteiny,
z nichZ minimaln¢ 3 byly glykosylovany. Slinné glykoproteiny byly identifikovany pomoci
inkubace se 4 lektiny (PNA, PSA, SBA a WGA), ptfi¢emZ PSA rozeznalo asi 10
glykoproteini mezi 18-80 kDa, zatimco ostatni lektiny poskytovaly jen nespecifické reakce.
S my$imi sérovymi protilatkami reagoval jen 80 kDa glykoprotein. Rozpoznani glykoproteint

pouze pomoci PSA ukazuje na pfevahu biantenarnich nebo triantenarnich N-glykani
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komplexniho typu. Tento typ glykant byl nalezen i u rekombinantniho slinného 14,6 kDa
glykoproteinu 7. infestans (rTiSP14,6), ktery je rozezndvan protilatkami ze séra opakované
pobodanych kutat (Schwarz a kol., 2009b). Podle proteinové sekvence obsahuje tento
glykoprotein 3 potencialni N-glykosyla¢ni a zddné O-glykosyla¢ni misto. Analyzou
r'TiSP14,6 byly identifikovany biantenarni a triantenarni N-glykany vdzané k asparaginu
jednoho z potencialnich N-glykosyla¢nich mist.

Slinné antigeny byly zkoumany 1 u glosiny Glossina palpalis palpalis (Matha a kol.,
1986). Pozitivni reakce s IgG protilatkami ziskanymi ze séra kralikli opakované pobodanych
glosinami byla zaznamenana celkem u 4 antigenii. Glykoproteiny byly z homogenatu slinnych
zl4z izolovany pomoci afinitni chromatografie s navazanym lektinem ConA. Bylo nalezeno 5
N-glykosylovanych proteintl, z nichz 2 byly zfejmé totozné s hlavnimi 55 a 60 kDa antigeny.

Izolaci antigenu, ktery pouzit jako vakcina indukuje ¢aste¢nou ochranu dobytka proti
infestaci klistaty Boophilus microplus se zabyva prace McKenna a kol. (1998). Autofi
izolovali 63 kDa membranove vazany glykoprotein (BMA7), vyskytujici se na povrchu
slinnych 714z, vaje€niki, stfeva (a ziejmé 1 dalSich tkani) kliStéte, a zjistili uréitou podobnost
tohoto glykoproteinu s obratlovéimi muciny. Sacharidova slozka BMA7 tvoti 36 kDa (57%
glykoproteinu) a je tvofena N- i O-glykany. Protilatkovou odpovéd’ vyvolava proteinova i
sacharidova Cast glykoproteinu, pri¢emz vétsi roli pravdépodobné hraje cukerna slozka.
Ziejmé se jednd o tzv. skryty antigen, protoZe pii sani na hostiteli nevyvolava Zadnou, nebo
jen velmi malou imunitni odpovéd’ (McKenna a kol., 1998).

Ve slinach hematofagnich ¢lenovct se vyskytuje fada latek ovliviiujicich hostitelsky
imunomodulacni latky. Funkci téchto latek je umoznit hematofagnimu ¢lenovci nasat se na
hostiteli a popt. napomoci uspésné nakaze hostitele patogeny prendSenymi ¢lenovci (Titus a
kol., 2006; Ribeiro a Francischetti, 2003).

Imunomodula¢nimi ucinky slin tiplika Culicoides sonorensis na mysi imunitni buiiky
se zabyva prace Bishop a kol. (2006). Homogenat slinnych zl4z inhiboval proliferaci
slezinnych T-lymfocyta aktivovanych mitogenem (ConA). Déle inhiboval polyklonalni
odpovéd mitogenem (lipopolysacharid- LPS) aktivovanych slezinnych B-lymfocyti a byl
odpové&dny za snizeni produkce oxidu dusnatého peritoneadlnimi makrofagy stimulovanymi
LPS. Tato suprese imunitnich reakci miize pomoci pfenaSenym patogenim infikovat hostitele.
Pomoci lektinové (ConA) afinitni chromatografie byla izolovana N-glykosylovana frakce
proteint slinnych z1az tiplika. Pfi fedéni v poméru 1:50 byla tato frakce schopna inhibovat

proliferaci slezinnych bunék ze 75%. V této frakci byl nalezen jeden hlavni 66 kDa
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glykoprotein, ktery je zfejmé zodpovédny alespon za n€které z vySe zminénych modifikaci
imunitnich reakci mysSich leukocyti.

Valenzuela a kol. (2000) se ve své praci zabyvali purifikaci a expresi rekombinantniho
slinného glykoproteinu klistéte 1. scapularis (Isac), pisobiciho proti alternativni cesté
aktivace komplementu hostitele. Komplement je slozkou nespecifické imunity. Je tvofen asi
30 proteiny, které¢ se postupné kaskadovité aktivuji. Hlavni funkci komplementu je oznaceni
mikrobidlnich bunék a jejich osmoticka lyza. Alternativni cesta aktivace komplementu slouzi
k obrané proti patogeniim a podili se také na imunitni reakci, ktera snizuje GspéSnost sani
klistat u opakované napadenych hostitelii. Nativni Isac protein inhibujici komplement byl
izolovan pomoci vysokotlaké kapalinové chromatogratie (HPLC) a rekombinantni Isac (r-
Isac) byl exprimovan v sav¢im expresnim systému (COS-7 bunky). Antikomplementova
aktivita Isac byla diagnostikovana podle schopnosti nativniho i rekombinantniho proteinu
inhibovat lyzu kréli¢ich erytrocytii lidskym sérem. Protein r-Isac byl také zodpovédny za
inhibici vazby molekuly C3b, coz je klicova molekula komplementu vazajici se na antigenni
povrch, na agarosu. Dale byl také zodpovédny za rozpad alternativni C3-konvertazy, ktera
S$tépi protein C3 na fragmenty C3a a C3b. Z nukleotidové sekvence byla molekulova
hmotnost Isac proteinu odhadnuta na 18,5 kDa. Podle chovani pfi chromatografii ale
molekulova hmotnost nativniho 1 rekombinantniho Isac proteinu odpovidala spise 65 kDa.
Tento rozdil miiZze byt zpisoben zvlaStnim chovanim nékterych proteini pii chromatografii,
nebo polymerizaci, ¢i glykosylaci Isac proteinu. V sekvenci Isac proteinu bylo nalezeno 7
potencialnich N-glykosyla¢nich mist (Valenzuela a kol., 2000). Zaroven ma tento protein C
konec bohaty na serin a threonin a obsahuje nékolik potencialnich O-glykosyla¢nich mist

(Ribeiro a kol., 2006). Je tedy pravdépodobné, ze se jedna o glykoprotein.

5.3. Exprese rekombinantnich glykoproteinii

Exprese rekombinantnich proteinti krevsajicich ¢lenoveit ma oproti pouziti
homogenatu celych slinnych zlaz fadu vyhod. Hlavnim pozitivem je to, Zze nevyzaduje obtizny
chov ¢lenovct v laboratofich a jejich ¢asovée i technicky naroc¢né pitvy. Vyhodou
rekombinantnich slinnych proteini je 1 lepsi reprodukovatelnost epidemiologickych studii nez
pti vyuziti celych slinnych 714z, jejichZ proteinovy profil se méni v zavislosti na nékolika
faktorech jako je vék (Volf a kol., 2000; Prates a kol., 2008), teplota (Volf a kol., 2000) a
doba mezi sanim krve a pitvou slinnych 714z (Prates a kol., 2008).

Hlavni nevyhodou rekombinantni vyroby proteint je neschopnost nékterych

expresnich systému post-translacné modifikovat proteiny. Takovou post-transla¢ni modifikaci
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je 1 glykosylace proteinti, pficemz cukernd slozka mize mimo jiné hrat roli v imunogenicité
vzniklého glykoproteinu. To znamena, ze pro rekombinantni vyrobu je vhodné bud’ vybrat
imunogenni protein, ktery neni glykosylovan, nebo takovy glykoprotein, u n&jz je za
imunogenni vlastnosti zodpovédna pouze bilkovinna ¢ast molekuly. Pfikladem takového
glykoproteinu je zfejmé& mucin exprimovany ve slinnych Z1azach glosiny G. m. morsitans
(Alves-Silva a kol., 2010). Tento mucin byl vyroben rekombinantné v bakterii E. coli, ktera
neni schopna glykosylovat proteiny. Pfesto rekombinantni mucin reagoval se sérem kralik,
kterym byly injikovany sliny glosin. Z toho lze odvodit, zZe za antigenni vlastnosti je
odpovédna proteinova cast tohoto glykoproteinu.

Jinou moZnosti, jak se vyrovnat s glykosylaci vybranych imunogennich proteint, je
vybrat expresni systém schopny stejné nebo alespon podobné glykosylace proteint jako
v nativnich podminkéch. Expresni systém bakterie E. coli a hmyzich bun¢k (DS-2) srovnava
Hofinger a kol. (2007) v praci zabyvajici se expresi lidské hyaluronidazy (Hyal-1). Hyal-1
exprimovana v E. coli méla molekulovou hmotnost 48 kDa, nebyla glykosylovana, $patn¢ se
skladala a jeji aktivita byla 80krat niz8i nez pii expresi v hmyzim systému. Vyhodou
prokaryotniho systému byla jeho jednoduchost, rychlost, relativné nizka cena a vysoky
vytézek. Exprese Hyal-1 v hmyzich buiikach byla diky jejich pomalému riistu ¢asové
s molekulovou hmotnosti 54 kDa a aktivitou odpovidajici nativni Hyal-1. Hyal-1 obsahuje 3
potencialni N-glykosyla¢ni mista a velikost jeji cukerné slozky odpovida 3-4 kDa. Po
deglykosylaci rekombinantni Hyal-1 doslo k podstatnému snizeni jeji enzymatické aktivity, za
kterou je tedy ziejmé ze znacné ¢asti odpovedna jeji N-glykanova slozka. Pro enzymatické
pokusy je tedy v tomto ptipad¢ vhodné€j$i pouzit hmyzi expresni systém. Obdobné srovnani
bylo provedeno i pro hyaluronidazu izolovanou z v¢eliho jedu (Soldatova a kol., 1998).
Hyaluronidaza exprimovana v hmyzich bunikach (Sf9) méla podobnou aktivitu jako nativni
hylauronidéza (nHya), zatimco rekombinantni hyaluronidéza z E. coli (EcHya) dosahovala
pouze 20-30% aktivity nHya. Zaroven se na EcHya vazalo méné protilatek IgE ze séra
pacientl alergickych na vceli bodnuti oproti nativni i rekombinantni hmyzi hyaluronidaze.
Hyaluronidaza ziskana z hmyzich bun¢k i nHya obsahovaly 4 N-acetylglukosaminy na
protein, zatimco EcHya glykosylovana nebyla. V obou systémech byl ptfitom obdobny
vytézek proteinu, takze v tomto ptipadé je vyhodnost hmyziho systému zcela zjevna.

V prokaryotnim 1 eukaryotnim systému byl exprimovan antihemostaticky plsobici
protein izolovany ze slinnych zl4z ovada rodu Chrysops (Reddy a kol., 2000). Tento protein,

nazyvany chrysoptin, je inhibitorem ADP indukovaného shlukovani krevnich destic¢ek.
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Nativni chrysoptin byl izolovén a purifikovan pomoci HPLC. Rekombinantni protein byl
exprimovan v hmyzich (Sf21) bunikach. Molekulova hmotnost nativniho 1 rekombinantniho
proteinu byla podle postaveni na elektroforetickém gelu 1 podle absorbance stanovena na 65
kDa. Z nukleotidové sekvence byla ale ocekavéana o 6 kDa mensi hmotnost proteinu. Za rozdil
v hmotnosti miize byt zodpovédna predpokladana N-glykosylace chrysoptinu. Pro ovéfeni
funkce 5 potencialnich N-glykosyla¢nich mist byl na misto jednotlivych asparaginti vnasen
alanin. Mutace jednoho asparaginu nemg¢la na aktivitu proteinu zadny vliv. Naproti tomu,
substituce ve vSech potencialnich N-glykosyla¢nich mistech najednou vedla ke ztraté aktivity
chrysoptinu. Z té€chto vysledki je pravdépodobné, Ze cukerna slozka tohoto glykoproteinu je
nezbytna pro jeho aktivitu. Tomu odpovida i to, Ze pokud byl chrysoptin exprimovan

v hmyzich bunikach, tak vykazoval aktivitu srovnatelnou s nativnim chrysoptinem, zatimco
expresi chrysoptinu v bakterii £. coli byl ziskan zcela neaktivni protein. To, ze

v prokaryotnim expresnim systému byl vyroben nefunkéni produkt mize byt ale dano i
chybnym sbalenim proteinu v bakterii. To mtize, ale také nemusi, byt zptisobeno chybéjici
glykosylaci. Rekombinantni chrysoptin exprimovany v hmyzich buikach je schopen
inhibovat agregaci trombocytli indukovanou ADP, kolagenem nebo trombinem. Chrysoptin
pravdépodobné interaguje s receptorem pro fibrinogen na krevnich desti¢kach a brani tak
vazbe¢ fibrinogenu. Skutecnost, ze antigeny vyrobené v eukaryotickém expresnim systému
odpovidaji ve svych vlastnostech nativnim proteiniim 1épe, byla popséna 1 u klistécich
proteinti. Rekombinantni glykoprotein klistéte Boophilus microplus, exprimovany v kvasince
Pi. pastoris, vyvolaval silnéj$i imunitni odpovéd’ neZ neglykosylovany protein (de la Fuente a
kol., 2006).

Neékteréd prokaryota jsou schopna syntetizovat glykany eukaryotického typu.
Glykosyla¢ni systém téchto bakterii mize byt prenesen do E. coli, jak bylo prvné prokazano
v praci Wacker a kol. (2002). Autofi ptenesli N-glykosyla¢ni systém patogenni bakterie
Campylobacter jejuni do E. coli, ktera diky tomu ziskala schopnost syntézy N-glykanti. Tento
vysledek naznacuje teoretickou moznost vyuziti expresniho systému transgenni E. coli
k vyrobé glykosylovanych proteind.

Eukaryotni expresni systémy zahrnuji bunééné linie izolované z riiznych druhi
zivocicht, rostlin a hub. Z niZSich eukaryot se k expresi rekombinantnich proteini nejcastéji
vyuziva kvasinek. Vyhodou je jejich jednoducha kultivace, relativné nizka cena, rychly rast a
vysoké vytézky. Na rozdil od bakterie E. coli jsou kvasinky schopny sekrece rekombinantnich
proteinti do média (Yin a kol., 2007). Kvasinky jsou také schopny post-translacnich

modifikaci proteint, a to v€etné glykosylace. N- 1 O-glykany kvasinek jsou ale na rozdil od
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vySSich eukaryot tvofeny pfedev§im manosou. Kvasinka navic mize O-glykosylovat i protein,
ktery v nativnich bunkéch glykosylovan neni, a jako O-glykosylacni mista mize rozeznavat
jiné threoniny a seriny nez ty, které jsou glykosylovany v nativnim proteinu (Cregg a kol.,
2000). Nejcastéji se vyuzivaji kvasinky Saccharomyces cerevisiae a Pi. pastoris. Z vy$Sich
eukaryot jsou hojn€ vyuzivany hmyzi a sav¢i buiiky. Expresni systém hmyzich bunék je
zalozen na infekci téchto bun¢k rekombinantnim bakulovirem. Vyhodou tohoto systému
oproti savcimu je jeho relativni jednoduchost, bezpecnost, rychlost a vysoka produktivita.
Nevyhodou oproti kvasinkovému a prokaryotnimu systému neni jen vyssi cena, ale i
nemoznost kontinuélni kultivace hmyzich bun¢k infikovanych bakulovirem. Nejcastéji se
vyuziva bun¢k S19 ziskanych z housenky motyla Spodoptera frugiperda (Altmann a kol.
technologie, je nejpomalejsi a nejdrazsi. Zaroven u tohoto systému hrozi nebezpeci
kontaminace exprimovanych proteinli zvifecimi viry. BéZné se pouZivaji sav¢i bunky
izolované z ledvin kockodana zelené¢ho (Chlorocebus sabaeus, COS buiiky) infikované
opi¢im virem SV40 (Yin a kol., 2007). Rekombinantni protein exprimovany sav€imi buitkami
ma Casto vétsi molekulovou hmotnost nez protein exprimovany v hmyzich buiikdch (Altmann
a kol., 1999). To miize byt mimo jiné zplisobeno i odlisSnou strukturou glykand. Ptikladem
muze byt exprese vySe zminéného rekombinantniho slinného glykoproteinu 7. infestans
(rTiSP14,6) v sav€im expresnim systému. V savc€ich buinikach ziejmé doslo k jiné glykosylaci
nez u nativniho proteinu. Molekulova hmotnost rTiSP14,6 odhadnuté podle jeho polohy

v elektroforetickém gelu totiz odpovida 28 kDa, zatimco nativni protein se pohybuje kolem
14 kDa. Po deglykosylaci rTiSP14,6 N-glykosidazou F byl ziskan protein o molekulové
hmotnosti odpovidajici nativnimu proteinu. JelikoZ antigenni vlastnosti rTiSp14,6 a nativniho
14 kDa proteinu si odpovidaji, je mozné, Ze za jejich imunogenicitu je v tomto piipadé
odpové&dna spise proteinova ¢ast molekuly (Schwarz a kol., 2009b).

Srovnanim vSech vySe popsanych expresnich systému se zabyva prace Morton a Potter
(2000). Exprimovanym glykoproteinem byla jaterni karboxylesterdza kralika. Protein
exprimovany v E. coli dosahoval malé nebo z4dné enzymatické aktivity, coz mize byt
zpiisobeno mimo jiné i tim, Ze byl exprimovan pfevazné v nerozpustné forme.
Karboxylesteraza exprimovand v Saccharomyces cerevisiae nebyla, na rozdil od Pi. pastoris,
enzymaticky aktivni. Exprese v Pi. pastoris byla ale malo produktivni, vznikly glykoprotein
by dostacoval pouze pro biochemické studie. Pro strukturni analyzu se ukazala jako vhodng&;si
exprese v hmyzich (Sf21) nebo savéich (COS7) bunkéch. Nejvétsich vytézkl bylo dosazeno

pfi pouziti hmyziho expresniho systému.
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6. Zavér

Ve své praci se zabyvam glykoproteiny identifikovanymi ve slinnych Zlazach
krevsajicich ¢lenovcti. Jejich ptitomnost byla detekovana pomoci specifického barveni
glykoproteinll separovanych na elektroforetickém gelu (ProQQ Emerald) nebo inkubaci
s komer¢né dostupnymi lektiny. Tteti pouzivanou moznosti byla detekce O- a N-
glykosyla¢nich mist (programy NetOGlyc a NetNGlyc) podle aminokyselinové sekvence
glykoproteinu. Tato glykosyla¢ni mista jsou ovSem pouze potencidlni, protein, ktery je
obsahuje, nemusi byt ve skutecnosti vitbec glykosylovan. Glykoproteiny byly nejcastéji
izolovany za vyuziti afinitni chromatografie a slozeni jejich cukerné slozky bylo
charakterizovano pomoci riznych kombinaci lektinti. Kromé zékladnich N- a O-glykosylaci
existuji jeSte dalsi typy vazby sacharidového fetézce na protein, a to véetné S-glykosylace,
ktera byla popséana teprve v roce 2011. V télech ¢lenovcti, a zfejmé 1 v obsahu jejich slinnych
zlaz, vSak ziejmée pievazuji N-glykoproteiny.

Vyznamnou ¢ast identifikovanych slinnych glykoproteinti clenovct tvoii muciny,
jejichz funkci je zfejmé lubrikace slinnych kandlk a Gstniho ustroji. Nékteré muciny mohou
interagovat s proteiny hostitelské extraceluldrni matrix nebo pisobit antimikrobialng. Nékolik
slinnych glykoproteinii krevsajicich ¢lenovci je schopno modulovat imunitni odpovéd’
hostitele nebo plisobit proti sraZzeni krve.

Rada slinnych glykoproteinii krevsajicich ¢lenovetl vyvolava u hostitelii protilatkovou
odpovéd’. Antigenni glykoproteiny se proto jevi jako makromolekuly vhodné ke sledovani
expozice hostiteld jednotlivym druhtim krevsajicich clenovct. K detekci protilatkove
odpovédi hostitelti je vhodné vyuzit rekombinantni glykoproteiny. Pii1 expresi
rekombinantnich glykoproteint je dalezité si uvédomit, Ze slozeni jejich cukerné slozky se 1isi
nejen mezi prokaryoty a eukaryoty, ale i v ramci eukarot. Vyrazné rozdily ve struktuie
glykanil 1ze nalézt napt. mezi niz§imi eukaryoty (jako jsou kvasinky) a hmyzem. Diky tomu
se lisi 1 aroven glykosylace v rtiznych expresnich systémech pro syntézu rekombinantnich
glykoproteint. Nevyhodou eukaryotnich expresnich systému je jejich vetsi asova narocnost i
finan¢ni nakladnost. V n¢kolika studiich ale bylo prok4zéano, Ze rekombinantni glykoprotein
syntetizovany v expresnich systémech odvozenych od bunéénych linii vysSich eukaryot
odpovidal ve svych vlastnostech 1épe nativnimu hmyzimu, ¢i savéimu proteinu, nez protein

exprimovany v systému odvozeném od prokaryotnich, ¢i kvasinkovych bungk.
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