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ABSTRAKT

Leishmaniodza je typické protozoarni onemocnéni, které se do hostitele pienasi pti sani
flebotoma. V priibéhu sani infikovaného flebotoma dochazi nejen k prenosu leishmanii, ale
1 sliny samotného flebotoma jsou pfi sani inokulovany do hostitele. Tyto sliny silné
ovlivituji odpovéd’ imunitniho systému. U hostiteli, ktefi se jeSté nesetkali se slinami
flebotomt je pribéh infekce vétSinou horsi. U kozni leishmanidzy se vyvijeji kozni 1éze
diiveji, byvaji destruktivnéjsi, zlstavaji déle a jejich vyléCeni neni vzdy podminkou. U
hostitel Zijicich v endemickych oblastech vyskytu leishmani6zy a jejich prenasect byvaji
hostitelé ¢asto vystaveni opakovanému sani neinfikovanych flebotomti. Na hostitele ptisobi
opakovanég inokulované sliny antigeny a indukuji tvorbu specifické bunééné a protilatkové
odpovédi. Bunééna a protilatkové odpovéd’ neni stejnd u vSech hostitelti. U mysi a psi,
ktefi patii mezi nejcastéj$i laboratorni modely, jsou podminky pro sledovanim vyvoje
leishmaniové infekce o poznani lepSi nez u lidi. U lidi jako hostiteld je téZké sledovat
vyvoj leishmaniové infekce po predchozi expozici, proto se u lidi predevSim sleduji
hladiny protilatek proti slindim flebotomti. Podle hladin specifickych protilatek miizeme u

hostitell ur¢it miru postipani flebotomy a riziko pfenosu leishmaniézy.

Klicova slova: protilatky, IgG, Phlebotomus, Lutzomyia



ABSTRACT

Leishmaniasis is protozoan diseases, which is transport into the host during the feeding of
sand fly. During the feeding of infected sand flies not only the leishmania but also the sand
fly saliva are inoculated into the hosts. Sand fly saliva can strongly affect the response of
the immune system. If the host hadn’t met sand fly saliva yet, the course of infection is
usually worse. In cutaneous leishmaniasis, the lesions developed early, being more
destructive and perstiting longer, if not healed. The hosts living in endemic areas of
leishmaniasis and the vector hosts are often exposed to feeding uninfected sand flies. To
hosts are repeatedly inoculated the sand fly saliva antigen and induced specific cellular
and antibody responses. Cellular and antibody responses are different for different hosts,
attempts were made most frequently in murine and canine models. In humans, as host sis it
difficult to monitor development leishamnia infectipon after previous exposure, that’s why
in humans mainly it is monitors the levels of antibodies, according to which we can
determine the extent of sand fly bited and the risk of transmission of leishmaniasis. The
specifity of immune responses against sand fly saliva is important for the testing new type

of controlling and healing programs against sand fly and leishamniansis.

Keywords: antibodies, IgG, Phlebotomus, Lutzomyia



Piehled castéji se opakujicich zkratek:

ADP adenosindifosfat (angl. adenosine diphosphate)

Ae. Aedes

Am. Amblyomma

AMP adenosinmonofosfat (angl. adenosine monophosphate)
An. Anopheles

ATP adenosintrifosfat (angl. adenosine triphosphate)

BALB/c  inbredni kmen my$i vnimavy k leishmaniové infekci
CBA inbredni kmen mysi rezistentni k leishmaniové infekci
Cu. Culex

C57BL/6  inbredni kmen mys$i rezistentni k leishmaniové infekci

De. Dermacentor

DTH precitlivélost oddaleného typu (angl. Delayed-type Hypersensitivity)
IFN-y interferon gamma

IgE imunoglobulin E

IgG imunoglobulin G

IgM imunoglobulin M

IL interleukin

Ix. Ixodes

Le. Leishmania

Lu. Lutzomyia

NO oxid dusnaty

NK pfirozeni zabijeci (angl. natural killer)

Pa. Panstrongylus

PBS fosfatovy pufr (angl. Phosphate Buffered Saline)
Ph. Phlebotomus

Rh. Rhodnius

Rhi. Rhipicephalus

Th pomocné T lymfocyty (angl. helper T lymfocyte)

Tr. Triatoma
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Uvod a cile

Leishmaniéza patii mezi vaznd protozoarni onemocnéni. Jejim pivodcem je prvok rodu
Leishmania. K ptenosu tohoto onemocnéni dochazi pti sani flebotomt, coz jsou krevsajici
¢lenovci z fadu Diptera. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) povazuje leishmanidzu

za jednu z deseti nejvyznamnéjSich infekci, co do poctu nakazenych osob.

Pfi sani flebotoma na sav¢cim hostiteli dochazi spolu s pfenosem leishmanii i k pfenosu slin
flebotoma. Tyto sliny vyrazné ovliviiuji dalsi vyvoj leishmaniové infekce. Ribeiro (1987)
popsal sliny flebotomii jako imunomodulaéni a antihemostatické. Pfi prvotnim styku
hostitele se slinami je hostitel v nevyhod¢, protoze u hostitele dochézi vlivem slin
k potlaceni piirozenych obrannych mechanismti. Specidlnim efektem slin flebotoma je
schopnost podpofit rozvoj infekce 1 pii velmi nizké infekéni ddvce leishmanii. Bez slin
flebotoma by k rozvoji leishmaniové infekce pii nizkych infekénich dévkach leishmanii
nedoslo. Tento jev je zndmy pod anglickym oznacenim ,,enhancing efekt®, a poprvé jej

popsal v roce 1987 Ribeiro (Ribeiro, 1987; Titus a Ribeiro; 1988).

Pii opakovaném séani flebotoma na hostiteli, dochazi k tvorbé protilatek specifickych proti
slinim daného flebotoma. Tato tvorba protilatek jiz byla prokdzédna u celé fady

laboratornich i voln¢ zijicich hostiteld (Gomes a Oliveira, 2012)
Cile diplomové prace:

1) Zjistit dynamiku protilatkové odpovédi proti slindm Phlebotomus papatasi u mysi
kmene C57BL/6, vcetné charakterizace hlavnich antigennich slozek slin Ph.
papatasi.

2) Stanovit specifitu protilatkové odpovédi proti slindm Ph. papatasi v porovnani se
slinami jinych krevsajicich ¢lenovct.

3) Zjistit vliv opakovaného sani Ph. duboscqi na vyvoj leishmaniové 1éze a produkci

protilatek proti slinam Ph. duboscqi u mySsi kmene BALB/c.
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2. Literarni prehled

2.1. Sliny krevsajicich ¢lenovei

Pii pfenosu nékterych onemocnéni se jako ucinny virulentni faktor uplatiiuji sliny
krevsajicich ¢lenovcl (Gillespie a kol.,, 2000; Andrade a kol., 2005). V nize uvedeném
ptehledu se vénuji pouze vybranym zéastupctim krevsajicich ¢lenovci, predev§im tém, se

kterymi jsem pfi svych pokusech pracovala.

Sliny jsou dilezit¢ uz ve fazi vyhledani idealniho mista bodnuti (Ribeiro, 1987).
V nésledné fazi sani se do mista bodnuti dostdvaji sliny, které v hostiteli potlacuji
pfirozené hemostatické a zanétlivé imunitni reakce (Ribeiro, 1995 A). Pfirozenou reakci
kazdého hostitele je zabranit velkym ztratdm krve pomoci vasokonstrikce, srdzeni a
agregace desticek (Ribeiro, 1995 A). Krevsajici ¢lenovci, kteti krev pottebuji pro svou
vyZzivu a tvorbu vajicek, maji ve svych slinach latky, které naopak sani krve usnadiuji a

podporuji (Ribeiro, 1987; Gillespie a kol., 2000).

V nize popsané kapitole zmifiuji vybrané proteinové a neproteinové slozky slin vybranych
krevsajicich ¢lenovcil, podrobné popisy proteinového obsahu slin jsou dostupné v cDNA
knihovnach Lutzomyia longipalpis (Charlab a kol. 1999; Valenzuela a kol., 2004),
Phlebotomus ariasi (Oliveira a kol.,, 2006), Ph. papatasi (Valenzuela a kol., 2001;
Abdeladhim a kol., 2012), Ph. arabicus (Hostomské a kol., 2009), Ph. duboscqi (Kato a
kol., 2006), Ph. argentipes (Anderson a kol., 2006), Ph. perniciosus (Anderson a kol.,
2006), Aedes aegypti (Ribeiro a kol., 2007), Culex quinquefasciatus (Ribeiro a kol., 2004),
Triatoma infestans (Assumpg¢do a kol., 2008), Ixodes ricinus (Chmelai a kol., 2008) a
v ptehledovych ¢lancich Ribeiro a Francischetti, 2003; Ribeiro a Arcé, 2009 a dalsi.

2.1.1. Sliny Phlebotominae

Ve slinach Lu. longipalpis byl objeven silny vazodilata¢ni peptid pojmenovany EIF
(erythema inducing factor)(Ribeiro a kol., 1989A), néasledné¢ piejmenovany na maxadilan
(Lerner a kol., 1991). U maxadilanu byla objevena pétsetkrat siln€jsi schopnost
vazodilatace nez u do té doby nejsiln€jsiho vazodilatatoru, neuropeptidu CGRP (calcitonin
gene-related protein)(Lerner a kol, 1991). Dalsi soucasti slin flebotomt jsou napfi. apyraza
nebo hyaluronidaza (Charlab a kol., 1999, Cerna a kol., 2002). Narozdil od maxadilanu
byly oba tyto enzymy ¢i jejich aktivity popsany ve slinach flebotomil rodu Lutzomyia i

Phlebotomus (Ribeiro a kol., 1986; Ribeiro, 1987; Ribeiro a kol., 1989 B; Cerna a kol.,
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2002, Volfova a kol., 2008). Zatimco apyraza potlacuje agregaci a degranulaci desti¢ek
v misté vpichu (Ribeiro a kol., 1986), hyaluronidaza §tépi v téle hostitele hyaluronan, ktery
je zasadni slozkou extracelularni matrix obratlovcll (Stern a kol., 2006 podle Volfova a
kol., 2008), ¢imz zlepSuje propustnost pro dalsi slozky slin vektora a mize tak napomahat
Sifeni parazita (Volfova a kol, 2008). U Ph. papatasi byly ve slindich popsany
antiagregacni latky jako adenosin a 5"AMP (Ribeiro a kol., 1999), kter¢ byly objeveny i ve
slinach Ph. argentipes (Ribeiro a Modi, 2001). Adenosin vSak nebyl nalezen ve slindch
flebotomt rodu Lutzomyia (Andrade a kol., 2005). U obou roda flebotomti byla déle
pospana skupina tzv. D7 proteini (Valenzuela a kol., 2002). Funkce téchto proteinii u
flebotomt neni dosud zcela zndma, avSak jelikoz jsou fazeny do skupiny tzv. Odour
binding proteind, tak se neptedpoklada jejich pfimy vliv na hemostazi hostitele (Ribeiro a
kol., 2010). Proteiny skupiny D7 maji ve slinach krevsajiciho dvouktidlého hmyzu Siroké
rozsifeni (Valenzuela a kol., 2002; Ribeiro a Arca, 2009; Ribeiro a kol., 2010).

Tabulka 1. Vybrané slozky slin ve slindch podceledi Phlebotominae

Nazev slozky slin Funkce Vyskyt Odkazy

Maxadilan vasodilatace Lutzomyia longipalpis Lerner a kol., 1991

Apyraza antiagregace Lutzomyia longipalpis, Ribeiro a kol., 1986,
Phlebotomus papatasi Ribeiro, 1987

Adenosin antiagregace Phlebotomus papatasi Ribeiro a kol., 1999

5'AMP antiagregace Phlebotomus papatasi, Ribeiro a kol., 1999,
Phlebotomus argentipes | Ribeiro a kol., 2001

Hyaluronidaza Stépi hyaluronan | Lutzomyia longipalpis, Charlab a kol., 1999,

Phlebotomus papatasi, Cernd a kol., 2002
Phlebotomus duboscqi,
Phlebotomus
halepensis,
Phlebotomus
perniciosus

Proteiny skupiny D7 | neni definovanad | rod Lutzomyia, Valenzuela a kol.,
rod Phlebotomus 2002

Obsah latek ve slinnych Zlazach flebotoml se rizni mezidruhové 1 mezi riznymi
koloniemi v ramci jednoho druhu, dale pak mezi pohlavimi a u rtizné starych jedinca
v ramci jednoho druhu (Volf a Rohousova, 2001). Ve slinnych Zlazach rtiznych kolonii
Lu. longipalpis byla prokazana velka riznorodost v aminokyselinové sekvenci maxadilanu
(Lanzaro a kol., 1999). Rlzny obsah latek je i ve slinach u laboratorné chovanych a v

ptirod¢ Zijicich kolonii flebotomit Ph. papatasi (Ahmed a kol., 2010). Geograficky zavisla
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odlisnost ve slozeni slinnych zl1az byla prokézéna u Lu. longipalpis (Warburg a kol., 1994)
a Ph. sergenti (RohouSova a kol.,, 2012). Vysoké variabilita proteini ve slindch byla
prokézana mezi koloniemi i mezi jednotlivci u tii druhit rodu Phlebotomus: Ph. sergenti,
Ph. perniciosus a Ph. papatasi (RohouSova a kol.,, 2012). Nejvyssi variabilita byla

pozorovana u skupiny tzv. Yellow-related proteinti (Rohousova a kol., 2012).

2.1.2. Sliny Culicidae

DalSimi zastupci krevsajicich ¢lenovct, ktefi maji ve svych slindch antihemostatické a
imunomodula¢ni latky, jsou komaii (Ribeiro, 1995 A; Ribeiro a Francischetti, 2003;

Andrade a kol., 2005).

U Aedes aegypti byla ve slindch prokadzana apyraza, pifitomnost apyrazy byla také
potvrzena ve slinach komarti rodu Anopheles (Arca a kol., 1999) a Culex (Nascimento a
kol., 2000). Apyraza Stipe ADP a tim zabraniuje agregaci desti¢ek (Champagne a kol.,
1995). Bylo prokazano, ze Ae. aegypti ma vyssi schopnost apyrdzové aktivity ve svych
slinach nez An. albimanus a Cu. quinquefasciatus (Ribeiro, 2000). U Cu. quinquefasciatus
byl ve slindch objeven enzym schopny inhibice faktoru PAF (platelet-aggregation factor),
ktery indukuje jednu z cest agregace desti¢ek (Ribeiro a Francischetti, 2001). Tento enzym
tak zfejm& nahrazuje nizky obsah apyrazy ve slinnych zlazach Cu. quinquefasciatus
(Ribeiro, 2000). U Ae. aegypti se zadny enzym schopny inhibice faktorub PAF nenasel
(Ribeiro a Francischetti, 2001). Anopheles stephensi, ptenase¢ lidské malarie, je schopny
inhibovat kolegenem indukovanou agregaci desti¢ek. V jeho slindch byl objeven protein
nazvany AAPP (anopheline antiplatelet protein), ktery se vaZe na kolagen a specificky tak
blokuje pfilnavost destiCek na kolagen s naslednou agregaci desti¢ek (Yoshida a kol.,
2008). Ve slinnych zlazach Cu. quinquefasciatus byla popsana vysokd hyaluroniddzova
aktivita, ale u Ae. aegypti a An. stephensi nebyla hyaluroniddzova aktivita detekovana

vibec (Volfova a kol., 2008).

Z antikoagulacnich latek byl ve slindch rodu Aedes popséan inhibitor faktoru Xa (Stark a
James, 1996). Tento inhibitor patii do rodiny serpind, inhibitorti serinovych proteaz (Stark
a James, 1998). U komara rodu Anopheles byly ve slindch nalezeny unikétni malé peptidy
neznamé funkce. Byly nazvany anopheliny a chovaji se jako inhibitory trombinu
(Francischetti a kol., 1999; Valenzuela a kol, 1999). Rozdily v protisrazlivé aktivité
nebyly vyrazné pti porovnani An. albimanus a Ae. aegypti, ale protisrazliva aktivita u

Cu. quinquefasciatus byla v porovnani s ptedchozimi druhy vyrazné nizsi (Ribeiro, 2000).
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NejvySsi vasodilata¢ni aktivita slin byla naméfena u An. albimanus, niz8§i pak u

cwwvr

U komarti Cu. quinquefasciatus, Ae. aegypti, An. gambiae, An. arabiensis, An. stephensi,
An. darlingi byla pospana podskupina tzv. D7 proteinli (Valenzuela a kol., 2002). U
jednoho ¢lena skupiny D7 proteinti ze slin An. gambiae konkrétné u proteinu s oznacenim
D7rl bylo prokazano, ze ma schopnost ovliviiovat aktivaci koagulacni kaskddy (Mans a

kol., 2007).

2.1.3. Sliny Ixodidae

Ve slinach klist'at byla potvrzena apyrdza, kterd ma srovnatelnou aktivitu hydrolyzy ATP 1
ADP (Ribeiro a kol., 1985). Hydrolyzou ADP na AMP dochézi k inhibici agregace
trombocytid (Ribeiro a kol., 1985). Ribeiro (1982) popsal v sekretu slin klistat aktivitu
blokujici t¢inky histaminu a serotoninu (Ribeiro, 1982). V obsahu slinnych zl4z klistat byl
nalezen kalretikulin, ktery mé schopnosti antiangiogeneze a tim narus$i obnovu tkéané
poskozené pii dlouhém sani klistat (Jaworski a kol., 1995; Pike a kol.,, 1998 oboji
podle Ribeiro a Francischetti, 2003). Mezi vazodilatatory ve slinnych zl1azach klist'at patii
velké mnozstvi prostaglandini (Ribeiro a Francischetti, 2003). Poznatky o slinnych
zlazadch Ixodes scapularis dokazuji, ze slinné Zlazy pulsobi jako inhibitor proliferace
endotelovych bun¢k a jako inhibitor angiogeneze, tim se vysvétluje, pro¢ jsou klist'ata
schopna sat na svém hostiteli n€kolik dni (Francischetti a kol., 2005). Ve slinnych zlazach
Ix. ricinus se vprubc¢hu sani objevuje protein zvany Iris (Ixodes ricinus
immunosuppressor)(Leboulle a kol., 2002). Uz podle ndzvu je patrné, Ze ma velmi silny
imunomodulaéni vliv na imunitni a hemostatickou odpovéd’ hostitele. Pozdé¢jsi proteinova
analyza tohoto proteinu prokazala jeho pfisluSnost ke skupiné serpinti, coz jsou inhibitory
serinovych protedz (Prevot a kol., 2006). Dalsi ze skupiny serpind, ktery byl nalezen ve
slinach Ix. ricinus je IRS-2 (Ixodes ricinus serpin-2)(Chmelaf a kol., 2011). Na kmeni mys$i
C57BL/6 bylo prokazano, Ze tento protein pusobi inhibici produkce katepsinu G a
chymadzy, ¢imz ptimo pisobi proti akutnimu zadnétu v misté sani. Pfi vysSich koncentracich
pusobi tento protein inhibici indukce trombinu, ¢imZ zase inhibuje agregaci krevnich

desticek (Chmelaft a kol., 2011).

Také u klistat byla zjiSténa molekularni variabilita v proteinech slinnych Zlaz mezi

jednotlivei stejného druhu (Wang a kol., 1999). Vyrazna odlisnost v proteinovém profilu
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slinnych zlaz klistat byla demonstrovana u druhtt Rhipicephalus appendiculatus,

Amblyomma variegatum a Ix. ricinus (Wang a kol., 1999).

2.1.4. Sliny Reduviidae

Velice rozsifenou soucasti slin krevsajicicho hmyzu je apyraza. Byla popsana ve slindch
flebotomt (Ribeiro a kol., 1986; Ribeiro, 1987), komart (Arca a kol., 1999; Nascimento a
kol. 2000) 1 klistat (Ribeiro a kol., 1985). Apyraza a jeji vazodilatacni ucinky byly také
popsany i u fadu Heteroptera, ¢eledi Reduviidae, u rodi Dipetalogaster, Panstrongylus,
Rhodnius a Triatoma (Ribeiro a kol., 1998; Champagne, 2005). Jednotlivé druhy se vSak
1i8i ve schopnosti hydrolyzy ADP a ATP. Rod Rhodnius mé vétsi schopnost hydrolyzy
ATP nez ADP a naopak u rodu Triatoma je vétsi schopnost hydrolyzy ADP nez ATP
(Ribeiro a kol., 1998). Ve slinach Rh. prolixus byly popsany proteiny nitroforiny, které
maji unikatni vazodilatacni uc€inky. Nitroforiny vyvazuji histamin, ¢imZ zabraiuji
svédivému pocitu v misté vpichu (Champagne a kol., 1995; Ribeiro a kol., 1995 B). Pii
zkoumani slinnych Zlaz Rh. prolixus byl nalezen protein RPAI-1 (Rhodnius prolixus
aggregation inhibitor 1), ktery inhibuje kolagenem indukovanou agregaci desticek
(Francischetti a kol.,, 2000). Stejnou funkci ma protein nalezeny ve slindch
Tr. pallidipennis, ktery byl pojmenovan pallidipin (Andrade a kol., 2005). V homogenatu
slinnych 7zldz vSech testovanych 24 druhli celedi Reduviidae byla detekovana
antikoagulacni aktivita (Ribeiro a kol., 1998). V ptipad¢ druhu 7r. infestans jsou to silné
inhibitory antikoagulac¢niho faktoru V a VIII (Pereira a kol., 1996). Ve slinach Rh. prolixus
nebyla potvrzena zadna hyaluroniddzova aktivita (Volfova a kol., 2008). Zajimavé jsou
molekuly, které neovliviiuji imunitni a hemostatické reakce hostitele a pfesto jsou pfi sani
dilezité. Jednd se o molekuly ze slin 7r. infestans, které piisobi jako lokalni anestetika.
Tyto latky inhibuji aktivitu sodikovych kandlii v nervové soustaveé, ¢imz dochazi
k pferuseni vedeni nervového vzruchu. V misté sani plostice 7r. infestans tedy dochazi ke

snizeni citlivosti (Dan a kol., 1999).

Rozdilné zastoupeni proteinti ve slinnych zldzach bylo popsano u brazilskych kolonii
Panstrongylus megistus (Barbosa a kol., 1999; Barbosa a kol., 2004). Vysoka variabilita v
proteinovém profil slinnych zldzach byl potvrzen mezi rliznymi kmeny a ridznymi

vyvojovymi stadii ploStice 7r. infestans (Doriidkova a kol., 2014).
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velikost 16zi v mm”>

2.2. Vliv slin

2.2.1. Vliv slin Phlebotominae na hostitele

Sliny flebotomli inokulované v pribéhu sani ovliviiuji imunitni reakci hostitele.
Vyznamnou funkei slin je schopnost vyvolat u hostitele enhancing efekt, ktery byl poprvé
popsan na modelu Leishmania major a Lutzomyia longipalpis a odhaluje schopnost slin
potlacit imunitni reakce hostitele, ¢imZ umoZzni uchyceni leishmanii a vyvolani infekce 1
pii velmi malé infekéni dédvce parazit (Titus a Ribeiro, 1988)(Obr.1). Kozni 1éze u mysi,
které byly infikovany samotnymi leishmaniemi byly pét az desetkrat mensi nez léze u
mysi, které byly infikovany leishmaniemi v kombinaci se slinami Lu. longipalpis. Tento
pokus také potvrdil, Ze v pfitomnosti slin flebotoml se uchyti i nizké infekéni davky

leishmanii (Titus a Ribeiro, 1988).
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Obr. 1: Enhancing efekt slin na modelu Lutzomyia longipalpis — Leishmania major
Mysi kmene CBA byly infikovany (A) 10', (B) 10% (C) 10°, (D) 10* promastigoty Le.
major v ptitomnosti (m) nebo bez (O0) lyzatu slinnych Zlaz Lu. longipalpis (pfevzato a
upraveno z Titus a Ribeiro, 1988).
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Dulezitad slozka slin Lu. longipalpis, protein zvany maxadilan, (Ribeiro a kol., 1989 A;
Lerner a kol., 1991) zhorSuje vyvoj leishmaniové infekce stejn€ jako homogenat celych
slinnych zl4z Lu. longipalpis (Morris a kol., 2001). ZhorSeni vyvoje 1ézi bylo potvrzeno i u
mySi kmene C57BL/6, kterym byla inokulovdna Le. major v kombinaci se slinami
Phlebotomus papatasi (Theodos a kol, 1991). Mysi kmene C57BL/6 jsou jinak
k leishmaniové infekci rezistentni a jsou schopné samovolné 1éze vyhojit (Sacks a Noben-
Trauth, 2002), ovSem pii infekci spolu se slinami flebotomli se leishmaniova infekce u
tohoto kmene mysi UspéSn¢ uchyti a 1éze maji destruktivnéjsi charakter (Theodos a kol.,
1991). Pii inokulaci samotnych leishmanii Le. braziliensis braziliensis do ucha mysi
kmene BALB/c se vyvijely malé a rychle se hojici 1éze, ale po inokulaci se slinami
Lu. longipalpis doslo k vyraznému zhorSeni pribéhu infekce (Samuelson a kol., 1991).
Doslo ke zvétseni 1ézi, které mély destruktivnéjsi charakter a obsahovaly velké mnozstvi
makrofagl plnych leishmaniovych amastigotdi, nez pfi inokulaci samotnych leishmanii
(Samuelson a kol., 1991). Byl prokdzan vliv slin Lu. whitmani na kozni 1éze
Le. braziliensis, po inokulaci Le. braziliensis spolu se slinami Lu. whitmani, doslo k vyvoji
rozsahlejsich 1ézi u mysi, kterym byly inokulovany leishmanie spolu se slinami flebotoma
(Bezerra a kol., 2001). U ktecka zlaté¢ho (Mesocriteus aureus) se enhancing efekt slin
flebotomi na prabeh leishmaniové infekce nepotvrdil (Melo a kol., 2001). Vyvoj
typickych koznich 1ézi byl sledovan také u kiecki, kteti byli infikovani slinnymi zlazami
Lu. longipalpis, ale pouze v kombinaci s nejvyssi podanou davkou Le. major, a sice
s davkou promastigott 107, U kiegka, kterym byly podany niz§i davky leishmanii se 1éze
nevyvijely (Melo a kol., 2001). Na modelu pes, Le. chagasi a Lu. longipalpis také nebyl
potvrzen zadny enhancing efekt slin na prib¢h intradermalni infekce. U pst infikovanych
samotnymi leishmaniemi a u psii infikovanych leishmaniemi v kombinaci se slinami
Lu. longipalpis nebyl Zadny rozdil v priib&hu infekce a hladiny namétenych leishmanii ve

slezin€ byly také srovnatelné a bez rozdilu (Paranhos-Silva a kol., 2003).

Za enhancing efekt slin flebotoml je zodpovédna predev§im ta imunomodulacni slozka,
kterd ovliviluje bunéfnou imunitu hostitele. Sliny Phlebotomus duboscqi plsobi jako
chemoatraktant, ktery do mista vpichu pfiladka makrofagy (Anjili a kol., 1995). Makrofagy
zde zac¢nou ihned pohlcovat se slinami inokulované leishmanie. Leishmanie se touto cestou
dostanou rychleji a snadnéji do své hostitelské buniky (Anjili a kol., 1995). Slinné¢ zlazy

Lu. longipalpis inhibuji schopnost makrofagl vystaveni leishmaniovych antigenti na svém
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povrchu a tim znemoznuji detekci leishmaniové infekce pro T-bunky (Theodos a Titus,

1993).

Imunomodula¢ni uc€inky slin flebotoml byly pozorovdny v homogenatu slinnych 714z
Lu. longipalpis byly nalezeny latky, které zvysi infiltraci makrofagh a eozinofili u mysi
kmene BALB/c, ale tento jev zvySené infiltrace makrofagli a eozinofili nebyl pozorovéan u
mysi kmene C57BL/6 (Texeira a kol., 2005). Homogenat slinnych zldz Lu. longipalpis
inhibuje expresi kostimulacnich molekul lidskych monocyti a makrofagt (Costa a kol.,
2004). Déale dochazi ke snizeni schopnosti dozrani dendritickych buné¢k (Costa a kol.,
2004). Bunécnd odpoveéd na sliny Ph. papatasi vede u lidi ke zvySeni IL-10 a je také
smétfovana k Th2 imunitni odpovédi (Abdeladhim a kol., 2011). Slinné zlazy Ph. papatasi
podané spolu s leishmaniemi v infek¢éni davee jsou schopné dramaticky zhorSit vyvoj a
pribéh kozni leishmaniové infekce u CBA mysi, které jsou v nepfitomnosti slinnych zlaz
flebotomt k leishmaniové infekci rezistentni. Toto zhorSeni priibéhu infekce souvisi
s inhibici produkce Thl cytokinti (IL-12 a IFN-y) a se zvySenim nékterych Th2 cytokinl
(IL-4). OvSem nebyl prokdzan vliv na zvySeni cytokint IL-10 a TGF-f (Mbow a kol.,
1998). Sliny flebotomt Ph. sergenti a Lu. longipalpis maji schopnost potlaceni produkce
IFN-y a IL-2 (RohouSova a kol., 2005 B). Sliny Ph. papatasi ptimo ovliviuji expresi IL-4
mRNA i u mysi, kterym byly inokulovany samotné sliny Ph. papatasi bez leishmanii
(Mbow a kol., 1998). Sliny Ph. papatasi jsou schopny utlumit produkci NO u makrofagt
s pohlcenymi leishmaniemi a tim vyrazné potla¢i schopnost hostitele eradikovat parazita

(Hall a Titus, 1995).

2.2.2.1. Protektivita proti leishmanioze

Po opakované imunizaci neinfikovanymi flebotomy rodd Phlebotomus a Lutzomyia
dochézi k navozeni ochrany proti leishmanidze (Belkaid a kol., 1998; Kamhawi a kol.,
2000; Silva a kol., 2005; Thiakaki a kol., 2005; Rohousova a kol., 2011). Prvni pokus,
ktery prokazal protektivitu proti koZzni leishmaniéze po opakované expozici
neinfikovanymi flebotomy, provedli a publikovali Belkaid a kol., (1998). Prokézalo se, ze
pfedchozi imunizace slinami navodila u mysi protektivitu a kozni 1éze byly mnohem mensi
(Obr. 2C) nez u mysi bez predchozi imunizace. Zaroven byl opét potvrzen enhancing efekt
slin. My$i bez ptedchozi imunizace Ph. papatasi, kterym byla podana infekéni davka
leishmanii se slinami, mély vétsi a destruktivngjsi 1éze (Obr. 2B) nez mysi, jejichz infekéni

davka obsahovala samotné leishmanie (Obr. 2A)(Belkaid a kol., 1998).

18



BALB/c C57BL/6

v

| ¥

Obr. 2: Kozni léze, vdesatém tydnu po infekci u mysi, které byly infikovany A)
samotnymi leishmaniemi B) leishmaniemi spolu se slinami Ph. papatasi C) leishmaniemi
spolu se slinami Ph. papatasi po ptedchozi imunizaci slinami Ph. papatasi (ptevzato a
upraveno z Belkaid a kol., 1998)

Protektivita ud€lend imunizaci slinami Ph. papatasi se projevila silnou DTH reakei
(delayed type hypersensitivity)(Kamhawi a kol., 2000). Mysi imunizované slinami
Ph. papatasi na dal$i imunizaci slinami Ph. papatasi odpovidaly zvySenym pratokem krve,
kterd sebou pfinasela monocyty a makrofagy. ZvySeny pritok krve byl nejvyrazngjsi 24
hodin po imunizaci (Belkaid a kol., 2000). Silnou infiltraci monocytii a makrofagti do
mista inokulace jsou schopné po opakovaném podani vyvolat i sliny Lu. longipalpis (Silva
a kol., 2005) a sliny Lu. intermedia (Moura a kol., 2010). Silnd buné¢na odpovéd s DTH
reakci probihala i u pstt opakované pobodanych Lu. longipalpis (Collin a kol., 2009).

Ve slindch nékterych druhii flebotom byly identifikovany konkrétni molekuly
zodpovédné za vyvolani DTH reakce. Ve slindch Lu. longipalpis byly detekovany dva
proteiny LJL143 (identifika¢ni c¢islo pro databdzi GenBank AY445936) a LIM17
(identifika¢ni Cislo pro databazi GenBank AF132518), které jsou u psli imunizovanych
neinfikovanymi Lu. longipalpis schopné indukovat silnou DTH odpovéd’ a naopak psi

imunizovani proteiny LJL143 a LIM17 odpovidaji na pobodani Lu. longipalpis velmi
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silnou DTH reakei v misté sani (Collin a kol., 2009). Protein s oznacenim LIJM17 ze slin
Lu. longipalpis patii do skupiny Yellow-related proteint (Valenzuela a kol. 2004; Gomes a
kol., 2008) a protein LJL143 ze slin Lu. longipalpis nema zadnou vyraznou piibuznost
s n€kterym ze znamych proteind , byl nalezen pouze u flebotoma (Valenzuela a kol., 2004)
Sekvence podobna proteinu LJL143 ze slin Lu. longipalpis nebyla nalezena ani u rodu
Drosophila nebo Anopheles (Valenzuela a kol., 2004). KieCci imunizovani proteinem
LIM19 ze slin Lu. longipalpis vytvétely po sani neinfikovanych Lu. longipalpis silnou
DTH reakci v misté sani, kterd byla nejsilnéj$i 48 hodin po sani (Gomes a kol., 2008). Ve
slinach Ph. papatasi byly detekovany proteiny PpSP15 (Valenzuela a kol., 2001), PpSP42
a PpSP44 (Oliveira a kol., 2008), které¢ jsou schopné u hostitele vyvolat silnou DTH reakci
(Valenzuela a kol., 2001; Oliveira a kol., 2008). Protein s oznatenim PpSP15 ze slin
Ph. papatasi dal nazev celé skupiné PpSP15-like proteinii (Valenzuela a kol.,, 2001).
Proteiny s oznacenim PpSP42 a PpSP44 ze slin Ph. papatasi patii do skupiny tzv. Yellow-
related proteint (Valenzuela a kol., 2001). Ve slindch Ph. ariasi byly detekovany proteiny,
které indukuji stejné silnou DTH odpovéd’ jako celé slinné Zzlazy Ph. ariasi. Jsou to

proteiny s oznacenim ParSP01, ParSP03 a ParSP25 (Oliveira a kol., 2006).

U lidi poprvé postipanych neinfekéni Lu. longipalpis dochéazi po séni k akutni kozni reakei,
ktera se projevuje tvorbou siln€ ohranicenych hemoragii v misté¢ sani, které ovSem do 24
hodin odezni. Po opakovaném sani Lu. longipalpis se v misté sani vytvaii slab&é znatelné

hemoragie bez ohrani¢eni s mnohem mensi intenzitou (Vinhas a kol., 2007).
2.2.2. Vliv slin Culicidae na hostitele

K urc¢ité imunomodulaci u hostitele dochdzi i po stfetu se slinami komarti. V kultufe
naivnich splenocyt byla prok4zdna schopnost slin Ae. aegypti potlacovat produkci Thl
cytokinil, IL-2 a IFN-y, sliny ovSem nemély zaddny vliv na produkci cytokinii IL-4 a IL-5
(Cross a kol., 1994). OvSsem pfi dalSich pokusech bylo zjiSténo, Ze sliny Ae. aegypti
vyrazné redukuji schopnost mysich splenocytli produkovat Thl i Th2 cytokiny (Wanasen a
kol., 2004). Tato schopnost ovlivnit produkci Thl a Th2 cytokinli u mySich splenocytii
nebyla prokazana u slin Cu. quinquefasciatus (Wanasen a kol., 2004). Wasserman a kol.
(2004) prokazaly, ze k inhibici cytokinli dochazi v zavislosti na davce slin. Sliny
Ae. aegypti jsou schopné snizovat produkci cytokini IL-2 a IFN-y i pfi velmi malém
mnozstvi, kdezto ke snizeni produkce IL-4 doSlo az pfi trojnasobné vyssi davce slin

Ae. aegypti. Nizké koncentrace extraktu slinnych 714z snizuji Thl cytokiny a ke sniZeni
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produkce Th2 cytokini je zapotfebi nékolika ndsobné vyssi koncentrace extraktu slinnych
zlaz Ae. aegypti (Wasserman a kol., 2004). Sliny Ae. aegypti utlumuji v hostiteli Thl a

vvvvvv

uchyceni arbovirti (Schneider a Higgs, 2008).
2.2.3. Vliv slin Ixodidae na hostitele

Ve slinach klistat byly prokazané latky, které u hostitele také vyvolavaji urcitou
iunomodulaci. Bylo prokazéno, Ze sliny Rhiphicephalus microplus potlacuji expresi
kostimulaéni molekuly makrofagli, ¢imZz mohou zabranit aktivaci vrozené imunity u
dobytka (Brake a Leon, 2012). Extrakt ze slinnych Zlaz Ix. ricinus ovlivituje pfirozenou
imunitu my$i kmene BALB/c utlumenim aktivity NK bun¢k a schopnosti makrofagh
produkovat NO (Kopecky a Kuthejlova, 1998). K potlaceni aktivity NK bun¢k dochazi i u
lidi a to prostiednictvim extraktu ze slinnych Zlaz Dermacentor reticulatus (Kubes a kol.,
1994). Dalsi pokusy, které ukazaly vliv slinnych zlaz Ix. ricinus na lidské bunky provedl
Kovar a kol. (2001). Ke zvySené produkei IL-10, IL-4 a IL-6 po stimulaci slinnymi
zlazami Ix. ricinus dochazi v kultufe lidskych bun¢k (PBMC) k nasmérovani imunitni
odpovédi smérem k Th2 odpovédi, dochéazi také ke sniZeni tvorby cytokinli IL-2 a IFN-y,
které by imunitni odpovéd’ smétovaly k Thl (Kovar a kol., 2001). Pro porovnani byl stejny
model pokusu proveden i na kultufe mySich splenocytii a po stimulaci slinnymi zldzami
Ix. ricinus doSlo k vyrazné polarizaci smérem k Th2 imunitni odpovédi (Kovat a kol,

2002).
2.2.4. Vliv slin Reduviidae na hostitele

Slinné zlazy Tr. braziliensis, Pa. megistus, Rhodnius prolixus jsou schopné blokovat
klasickou cestu aktivace komplementu (Cavalcante a kol., 2003). V pribéhu sani
Tr. infestans jsou sliny inokulované do mista vpichu schopné inhibovat aktivitu
sodikovych kanalt v nervech a tudiz plisobi antinociceptivné, coZ plostici umoziuje ziskat
veétsi mnozstvi krve v pribehu jednoho sani (Dan a kol., 1999). Sliny plostice Rh. prolixus
maji schopnost inhibovat bradykinin, ktery se uplatituje zejména pii zdnétech, edémech a
bolesti. Tim, Ze bradykinin sliny Rh. prolixus inhibuji, potla¢i vazodilataci a zabrani
stimulaci nociceptorii (Andrade a kol., 2005). DalSim ucinek slin RA. prolixus je potlacit,
jak spontanni tak mitogenem indukovanou proliferaci lymfocytl u mysi (Kalvachova a

kol.,1999).
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2.3. Protilatkova odpovéd’

Po opakovaném sani krevsajicich ¢lenovct (napt. flebotomi, komard, klistat a plosStic
celedi Reduviidae) se u hostiteli vytvaii specifické protilatky proti slozkam slin. Hladiny
téchto protilatek se vyuzivaji jako marker expozice (Schwartz a kol., 1991; Sanders a kol.,
1998 A; Barral a kol., 2000; Inokuma a kol., 2000; Gomes a kol., 2002; Rohousova a kol.,
2005 A; Hostomska a kol., 2008; Schwarz a kol., 2009 A; Drame a kol., 2010; Londono-
Renteria a kol., 2010; Doucoure a kol., 2012). Podle hladin protildtek miizeme predpovédet
pradvépodobnost pienosu piipadného onemocnéni. K testovani na hladiny protilatek
dochazi také pii ove€fovani uspéSnosti profylaktickych opatieni, jako jsou naptiklad
repelenty, insekticidy, acaricidy a sité proti hmyzu (David a kol., 2001; Mencke a kol.,
2003; Otranto a kol., 2007; Schwarz a kol., 2011).

2.3.1. Protilatkové odpovéd proti slindm Phlebotominae

Opakované vystaveni sani flebotmim rodu Lutzomyia a Phlebotomus v hostiteli vyvolava
tvorbu specifickych protlatek (Barral a kol., 2000; Valenzuela a kol., 2001; Volf a
Rohousova, 2001; RohouSova a kol., 2005 A; Silva a kol., 2005; Thiakaki a kol., 2005;
Oliveira a kol., 2006; de Moura a kol., 2007; Gomes a kol., 2007; Vinhas a kol., 2007;
Hostomska a kol., 2008; Clements a kol., 2010; Marzouki a kol., 2011; Vlkova a kol.,
2011; Vlkova a kol., 2012). Pfi testovani vzorkli sér jihoamreickych psovitych Selem
Maikong (Cerdocyon thous) z endemické oblasti vyskytu visceralni leihmanidzy, byly
detekovany vyrazné vyssi hladiny IgG protilatek proti slindm Lu. longipalpis nez u Selem
z neendemickych oblasti v Jizni Americe (Gomes a kol., 2007). Opakované pobodani psi
vytvareli vysoké hladiny specifickych IgG protilatek proti slindim flebotoma
Lu. longipalpis, jehoz séni byli opakované vystaveni (Hostomsk4a a kol, 2008). Pii
testovani lidskych sér ze stejnych endemickych a neendemickych oblasti vyskytu
visceralni leishmanidzy se potvrdily podobné vysledky, co se tyce hladin IgG protilatek
proti slindm Lu. longipalpis (Gomes a kol., 2007). Prvni pokusy s dobrovolniky, kteti byly
vystaveni sani flebotoma Lu. longipalpis, detekovaly anti-Lu.longipalpis 1gG protilatky,
zejména protilatky podtiidy IgG1 a IgG4. Tyto protilatky byly detekovatelné jesté¢ 60 dni
po prvni expozici samicim Lu. longipalpis (Vinhas a kol., 2007). Druhé expozici sani
Lu. longipalpis byli dobrovolnici vystaveni aZ rok po prvni expozici a potom naméfené
hladiny IgG1 a IgG4 protilatek dosahovaly vyssich hladin nez po prvni expozici (Vinhas a
kol., 2007).
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Opakovana expozice slindam Lu. longipalpis vyvolala u mySi kmene BALB/c tvorbu IgG
protilatek, jejichZ nejvétsi Cast byla zastoupena podtiidou protilatek IgG1 (Silva a kol.,
2005). U mysi opakované imunizovanych slinami Lu. intermedia byly detekovany vyssi
hladiny IgG protilatek nez u mysi imunizovanych fosfatovym pufrem (PBS)(Obr. 3A). Pii
blizsi charakteristice IgG protilatkové odpovédi na sliny Lu. intermedia bylo zjisténo, Ze
podtfida IgG1 protilatek byla vyrazné vy$§i u imunizovanych mysi nez u mysi
neimunizovanych, nebyl zjiStén zadny rozdil mezi imunizovanymi a neimunizovanymi

jedinci u podtiid protilatek IgG2a a IgG2b (Obr. 3B)(de Moura a kol., 2007).
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Obr. 3: (A) Hladiny protilatek IgG proti slindm Lu. intermedia v mysi imunizovanych
slinymi Zlazami Lu. intermedia (SGS - salivary gland sonicate) a myS$i kontrolnich
Limunizovanych® fosfatovy pufrem (PBS) (B) podtiidy protilatek IgG u mysi
imunizovanych slinymi zlazami Lu. intermedia (SGS - salivary gland sonicate) a mysi
kontrolnich ,,imunizovanych* fosfatovy pufrem (PBS), (pfevzato a upraveno z de Moura a
kol., 2007).

Jak je popsano v kapitole 2.1.1. Sliny Phlebotominae, je dilezitou molekulou obsazenou ve
slinach Lu. longipalpis peptid maxadilan (Ribeiro a kol., 1989 A; Lerner a kol., 1991). Po
opakované expozici slindm Lu. longipalpis se vytvateji IgG protilatky pfimo proti
maxadilanu (Milleron a kol., 2004). Bylo zjisténo, ze protilatky proti maxadilanu mohou
negativné ovlinit kondici a snizit snliSku vajec samice flebotoma, kterd tyto protilatky

nasaje spolu s krvi hostitele (Milleron a kol., 2004).

Pti testovani lidskych sér na protilatky proti slindim Ph. papatasi bylo zjiSténo ruzné
procentudlni zastoupeni podtiid IgG1, IgG2, 1gG3 a IgG4. Nejcastéji byla detekovana
podtiida protilatek IgG4, kterd se vyskytovala u lidi v 76%, déle pak nasledovaly podtiidy
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IgG2 s 50% zastoupenim, IgG1 a IgG3, oboji s 39% zastoupenim u lidi (Marzouki a kol.,
2011). U 44,6% lidi byli detekovany IgE protilatky proti slindim Ph. papatasi, ovSem
hladiny téchto protilatek nebyly tak vyrazné jako v ptipadé IgG protilatek proti slindm
Ph. papatasi (Marzouki a kol., 2011). U experimentalné pobodanych pst byly detekovany
protilatky tfidy IgG a podtiidy IgG1 a IgG2. Dynamiku vyvoje téchto protilatek uvadi obr.
4 (Vlkova a kol., 2011). U psi vystavenych nekontrolovanému sani Ph. pernicious
v ptirod¢ byly také detekovany IgG, IgG1 a IgG2 protilatky ovSem s rozli€énymi hladinami
v priabéhu kalendainiho roku, odrazejici sezénnost vyskytu flebotomt (Vlkova a kol,

2011).
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Obr. 4: Dynamika anti-Ph. perniciosus (A)lgG, (B) IgGl, (C) IgG2 protilatek u pst
experimentalné pokousanych (0) nizkym a (e) vysokym poctem samic Ph. perniciosus.
Sani probihalo v 1 -5 tydnu. (pfevzato a upraveno z Vlkova a kol., 2011)
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Byla také testovdna doba, po kterou jsou protilaitky IgG proti slindm flebotomu
detekovatelné a bylo zjisténo, Ze anti-Ph. argentipes 1gG protilatky maji polocas rozpadu
zhruba 166 dni (Clements a kol., 2010). U mysi kmene BALB/c a byly anti-Ph. papatasi
protilatky detekovatelné i 21. tyden od posledni imunizace Ph. papatasi (Vlkova a kol.,
2012). Primérna hladina IgG protilatek proti slinam koreluje s primérnym vyskytem
samic Ph. argentipes (Clements a kol., 2010). Hladiny protilatek IgG proti slindm
Lu. longipalpis ptimo odréazeji intenzitu expozice sani (Hostomska a kol., 2008). Pozitivni
korelaci mezi hladinou namétenych IgG protilatek s mirou pobodani Ph. papapasi se

potvrdila u mysi kmene BALB/c (Vlkova a kol., 2012).

Protilatky IgG z pfirozené imunizovanych jedinci flebotomem Lu. longipalpis
rozpoznavaly ve slinach Lu. longipalpis mnoho antigenil, nejsilnéji rozpoznavaly protein o
molekulové velikosti 45 kDa, dale pak proteiny o molekulovych velikostech 16 kDa, 17
kDa, 35 kDa, 43 kDa a 44 kDa (Gomes a kol., 2002). Séra pst opakované vystavenych
sani Lu. longipalpis detekovala 6 proteinii o pfiblizné molekulové velikosti 25 kDa, 34
kDa, 37 - 39 kDa, 45 kDa, 55 kDa a 66kDa (Hostomska a kol., 2008). Protilatky ze sér
dobrovolniki imunizovanych Lu. longipalpis které byly ziskany Sedesat dni po expozici,
rozpoznavaly s nejvyssi intenzitou protein o molekulové velikosti 45 kDa, dale pak
nasledovaly proteiny o molekulovych velikostech 17 kDa, 35 kDa, 43 kDa a 44 kDa
(Vinhas a kol., 2007). U pst pfirozené infikovanych Le. chagasi se protilatky proti slindm
ptenaseCe (Lu. longipalpis) vazaly na proteiny o molekulové velikosti 28,6 kDa a 47,3
kDa (Bahia a kol., 2007). Protein o molekulové hmotnosti 28,6 kDa byl identifikovan jako
LuLo-D7 (identifika¢ni Cislo pro databazi GenBank AF420274) patiici do skupiny D7
proteind, Siroce rozsitenych u krevsajiciho dvoukiidlého hmyzu (Valenzuela a kol., 2002).
Druhy protein o molekulové hmotnosti 47,3 kDa byl charakterizovan jako Lulo-Yellow
(identifikacni ¢islo pro databdzi GenBank AF1322518). Tento protein je podobny Yellow
proteinu u drosofily (Albert a kol., 1999, podle Bahia a kol., 2007). Specifické protilatky
IgG, vytvofené po opakovaném sani u mysSi kmene BALB/c rozpoznavaly ve slindch
Lu. longipalpis hlavn€ proteiny o molekulovych velikostech 16 kDa, 44 kDa a 45 kDa
(Silva a kol., 2005). Protilatky psovitych Selem Maikong z endemickych oblasti Jizni
Ameriky rozpoznavaly ve slindch Lu. longipalpis proteiny o molekulové velikosti 15 kDa,
32 kDa, 44 kDa a 45 kDa (Gomes a kol., 2007). Protilatky tfidy IgG proti slindm Ph.
papatasi u lidi rozpoznavaly ve slinach Ph. papatasi celkem 7 proteinli o molekulovych

velikostech 12 kDa, 15 kDa, 21 kDa, 28 kDa, 30 kDa, 36 kDa a 44 kDa (Marzouki a kol.,
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2011). Protilatky experimentalné pobodanych psii rozpoznévaly ve slinach Ph. perniciosus
12 proteinii v rozmezi molekulovych velikosti 14 — 75 kDa (Vlkova a kol., 2011).
Rekombinantné pfipravené proteiny vyvolavaji specifickou protilatkovou odpovéd’ a zdaji
se byt spolehlivym ukazatelem expozice a spolu sdaty a procentudlnim zastoupeni
infikovanych flebotomi mohou slouzit epidemiologiim pii odhadu pfenosu leishamniové
infekce. Nejvice proteinti bylo doposud pfipraveno a testovano ze slin Lu. longipalpis. U
pst  imunizovanych slinami Lu. longipalpis vyvolala inokulace rekombinantné
ptipravenych proteini ze slin Lu. longipalpis LJL143 (identifikacni ¢islo pro databazi
GenBank AY445936) a LIM17 (identifikacni Cislo pro databazi GenBank AF132518)
tvorbu silné protilatkové odpovédi (Collin a kol., 2009). Protein LIM17 patii do skupiny
tzv. Yellow-related proteinti, protein LJL143 zatim neni zafazen do urcité velké skupiny
proteintl, sekvence podobna tomuto proteinu nebyla nalezena u zZadného jiného krevsajiho
Clenovce  (Valenzuela a kol,, 2004). Rekombinantni proteiny pfipravené ze slin
Lu. longipalpis LJM11 (identifikacni Cislo pro databazi GenBank AY445935 ) a LIM17
(identifikacni ¢islo pro databazi GenBank AF132518), jsou velmi silné rozpoznavany
protilatkami pfirozené poStipanych lidi (Souza a kol., 2010; Teixeira a kol., 2010) a pst
(Teixeira a kol., 2010). U lidi bylo navic prokazana velice nizkd moZnost zkiiZzena rekace
rozpoznani rekombinantnich proteini LIMI11 a LJMI17 protilatkami proti slindm
Lu. intermedia (Souza a kol., 2010). Tyto poznatky nam dévaji moZnost zastupitelnosti
celych slinnych zlaz z daného flebotma vhodné vytipovanym rekombinantnim proteinem

ze slin daného flebotoma.

2.3.2. Protilatkova odpovéd’ proti slindm Culicidae

Protilatkovou odpovéd’ u hostitelli vyvolavaji i sliny komart Ae. vexans (Peng a kol.,
1996). Konkrétné¢ u lidi vyvolavaji tvorbu IgG a IgE protilatek. Obé ttidy protilatek
dosahovaly vysSich hladin u osob, u kterych se v misté sani objevila akutni kozni reakce
(Peng a kol., 1996). K vyrazné produkci IgE a IgG protilatek doSlo 1 u lidi po sani
Cu. quinquefasciatus a u kréalikii po sani Ae. aegypti (Peng a Simons, 1998). Pti zjistovani
schopnosti slin komara An. dirus vyvolat u lidi protilatkovou odpovéd’ v ptirodnich
podminkach v Thajsku byly odebrany vzorky sér od pacientli trpicich malariich, od
zdravych lidi a dale pak od lidi Zijici mimo malarickou oblast, avSak z Thajska
(Waitayakul a kol., 2006). Byly detekovany specifické IgG a IgM protilatky proti slindm
An. dirus. Nejvyssich hladin IgG a IgM protilatek proti slindm An. dirus dosahovaly séra

od lidi akutné trpicich malarii, kdezto séra od lidi z nemalarickych oblasti neméla témét
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zadné specifické protilatky (Waitayakul a kol., 2006). Anti-Ae. caspius 1gG protilatky u
lidi z ostrova Reunion jsou detekovatelné po dobu 4 mésicli od posledni expozice
(Fontaine a kol., 2011). U lidi jsou hlavnimi slozkami IgG protilatkové odpovédi na sani
komara podtiidy IgG1 a IgG4 (Peng a Simons, 2004). Protilatky tfidy IgG a IgE, stejné
jako zvySena proliferace lymfocytil, jsou zda se zapojeny do patogeneze alergické reakce
(Peng a Simons, 2004). Silnou tvorbu IgE protilatek u lidi alergickych, nez u lidi
nealergickych na komary, zptsobuji sliny de. aegypti, Ae. vexans a Ae. albopictus (Peng a
kol., 1998). U lidi zijicicch v oblasti Artibonite Valley na Haiti byly detekovany IgG a IgM
protilatky proti slindam An. albimanus, coz je hlavni pfenase¢ malarie v dané oblasti
(Londono-Renteira a kol., 2010). U lidi trpicich malarii byly naméfeny vyssi hladiny
protilatek nez u neinfikovanych lidi. Byla také potvrzena pozitivni korelace mezi anti-

An. albimanus 1gG a IgM protilatkami (Londono-Renteira a kol., 2010).

Pii ov€fovani ucinnosti insekticidy oSetfenych siti v Angole, v oblastech endemického
vyskytu malarie, se testovaly hladiny anti-An. gambiae 1gG protilatek a mira parazitémie
pted a po pouziti siti (Obr. 5)(Drame a kol., 2010). Po aplikaci siti doslo k vyraznému a
celkem rychlému poklesu hladin anti-An. gambiae 1gG protilatek, v porovnani oproti
stejnému mésici v minulém roce, kdy insekticidem oSetfené sité nebyly pouzity (Drame a
kol., 2010). U sér hostitelti vysoce imunizovanych slinami Ae. albopictus dochazelo k ¢asté
pozitivni reaktivité se slinami Ae. aegypti a naopak. Coz nasvédCuje tomu, Ze nckteré
antigeny ve slindch jsou v rdmci rodu Aedes shodné (Fontaine a kol., 2011; Doucoure a
kol., 2012). Hustota vyskytu komari ma vyrazny vliv na hladiny IgG protilatek proti
slindam u komara druhu An. gambiae (Drame a kol., 2010) a druhu Ae. caspius (Fontaine a
kol., 2011).
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Obr. 5: Hladiny anti-An.gambiae 1gG protilatek a mira parazitémie u lidi pfed a po pouziti
insekticidy oSetfenych siti (INTs)(pfevzato a upraveno z Drame a kol., 2010).

Domaci zvifata nemusi byt vnimava k plasmodiové infekci, ale zda se, ze mohou hrat
vyznamnou roli pro epidemiologii malarie u lidi tim, Ze pfitahuji koméry rodu An. gambiae
(Boulanger a kol., 2011). V oblastech okolo senegalskych vesnic byla testovana séra
ziskana od domacich zvifat na antigeny ze slin komart rodu An. gambiae a ptrekvapiveé
bylo zjisténo, ze skot, ovce ani kozy nerozponavaji zadny protein ve slindch An. gambiae.
Pouze tfi ze sedmi ziskanych sér od komt siln¢€ rozpoznédvala 72kDa protein (Boulanger a
kol.,, 2011). Specifické anti-An. dirus protilatky ze sér lidi trpicich akutni maldrii
v endemickych oblastech Thajska rozpoznavali ve slindch An. dirus antigeny o molekulové
hmotnosti 24, 28, 30, 30.5, 32, 33, 42, 44, 47, 54, 75 a 120 kDa (Waitayakul kol., 2006).
Séra mysi opakované vystavenych sani Cu. quinquefasciatus rozpozavala jen dva antigeny
ve slindch Cu. quinquefasciatus a sice o molekulové velikosti 35.7 a 28.3 kDa (Nascimento
a kol., 2000). Lidské IgE protilatky, které se vytvari po sani Ae. togoi rozpoznavaly stejné
proteiny ve slindch Ae. togoi jako mysi protilatky IgGl, které se vyvijeji také po sani
Ae. togoi, jedna se proteiny o molekulové velikosti 30.5 kDa, 33 kDa, 37 kDa, 57,5 kDa
(Jeon a kol., 2001).

Ve slinach An. gambiae byl nalezen maly specificky protein s oznacenim gSG6, ktery byl
vytipovan jako spolehlivy marker expozice sani An. gambiae. Pti testovani sér lidi
z hyperendemickych oblasti vyskytu malérie a jejiho ptenaseCe An. gambiae v Burkiné

Faso byly v sérech lidi pfimo detekovany anti-gSG6 protilatky (Rizzo a kol., 2011).
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2.3.3. Protilatkové odpovéd’ proti slindm Ixodidae

Hladiny protildtek proti slindm klistat oznacované zkratkou ATSA (Anti-tick saliva
antibody) byly testovany u lidi a byly oznafeny jako vhodny marker expozice sani, coz
predstavuje rizikovy faktor pro pienos lymské borelidzy, kterou klistata pienaseji
(Schwartz a kol., 1991). Pfi testovani sér lidi byly odhaleny protilatky proti rekombinatné
pfipravenému kalretukulinu ze slinnych zlaz Ambyloma americanum (Sanders a kol.,
1998B). Kalretikulin ktery jak je popsano vySe v kapitole 2.1.3 klitata ve svych slindch
produkuji az po tfech dnech séni (Jaworski a kol., 1995, podle Ribeiro a Francischetti,
2003). Hladiny protilitek ATSA indikuji obecné sani kliStat na hostiteli, zatimco
protilatky proti rekombinantné pfipravenému kalretikulinu ukazuji na to, Ze kliSt¢ na
hostitele sdlo minimaln¢ 3 dny (Sanders a kol., 1998 B). Pti pokusech na modelu pes —
kliste¢ byli psi dvakrat vystaveni sani Rhi. sanguineus, v prub¢hu bylo odebrano sérum a
zného zjiStovana dynamika antikliStécich protilatek. Anti-RhAi. sanguineus protilatky u
imunizovanych pst byly zvySené az od Sesté¢ho dne po druhém sani, toto zvySeni bylo
patrné do 18. dne po druhém sani a poté se hladina anti-Rhi.sanguines protilatek zacala
snizovat a 30. den po druhém sani byly protilatky na stejné hladin€ jako pted druhym
sanim Rhi. sanguines (Inokuma a kol., 2000). ZvySené hladiny protilatek ttidy I1gG proti
slinam Rhi. sanguineus byly prokazatelné 1 v sérech morcat, na kterych klistata
Rhi. sanguineus séla (Szabo a kol., 2003). Bylo prokédzano, Ze hladina IgG protilatek proti
slindm klistat u kraliki se zvySuje se zvySujicim se poctem klistat Am. americanum a

De. variabilis, které na kralicich saji (Sanders a kol., 1998 A).

2.3.4. Protilatkové odpovéd’ proti slindm Reduviidae

Protilatky proti slinam se vytvéfeji i po opakovaném sani plostic ¢ledi Reduviidae.
Vytvaieji se u riznych savéich hostiteld (Volf a kol., 1993; Nascimento a kol., 2001;
Barbosa a kol., 2004; Schwarz a kol., 2009 A). Vyrazné zvySeni hladin anti-77. infestans
IgG protilatek vyvolalo u mysi az druhé a tieti sani. Po sani nymfalnich stadii doslo
k rychlej$imu vyvoji anti-7r. infestans 1gG protilatek nez po sani dospélcti Tr. infestans.
Nicméné vyssi hladiny anti-7r. infestans 1gG protilatek byly detekovany ze sér my$i, na
kterych saly dospélei (Volf a kol, 1993). IgG protilatky byly detekovany i1 u osob zijicich
v mistech vyskytu 77. infestans (Nascimento a kol., 2001). IgG1 podtiida protilatek byla

nalezen ve vSech pozitivn¢ odpovidajicich sérech, ale podtiida protilaitek IgG4 byla

detekovana jen u osob s Chagasovou chorobou, jiz jsou Tr. infestans prenaSeCem
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(Nascimento a kol., 2001). Také dalsi druh z ¢eledi Reduviidae, Panstrongylus megistus,
vyvolava tvorbu protilatek a to vSechny testované populace. Nejvyssi nartst hladiny anti-
Pa. megistus specifickych protilatek tiidy IgG byl patrny az po 3. sani (Barbosa a kol.,
2004). U kufat i u morcat byla detekovana tvorba IgG protilatek proti slindm 77. infestans
jiz druhy den po prvnim sani (Schwarz a kol., 2009 A). U zvirat, ktera byla exponovéana
sani pouhych 5 triatom pfi jednom sani, byly hladiny namétenych protilatek v priitbéhu
celého pokusu vyrazné nizsi protilatky nez u zvifat exponovanych sani 25 triatom pii
jednom sani (Schwarz a kol., 2009 A). Byla tedy prokdzana pozitivni korelace mezi
hladinou naméfenych IgG protilatek a poctu plostic 7r. infestans, které na hostiteli saly

(Schwarz a kol., 2009 A).

Protilatky z myS$i opakované satych Tr. infestans rozpozavaly antigeny vysSich
molekulovych velikosti a sice 80, 100 a 120 kDa (Volf a kol., 1993). Séra kralikii
imunizovanych Pa. megistus rozpoznavaly rizné antigeny v zavisloti na typu populace,
jakou byly imunizovéany, ale celkov€ nejcastéji rozpoznavané antigeny byly v rozmezi
molekulové velikosti 17 - 29 kDa a 68 — 97,4 kDa (Barbosa a kol., 2004). Anti-Tr.infestans
protilatky z hostitelii opakované satych riznymi pocty Tr. infestans rozpoznavaly antigeny
ve slinadch v rozmezi 10 — 79 kDa v sérech kufat a v rozmezi 14 — 79 kDa v sérech morcat
s riiznou variabilitou v rdmci kment 77. infestans. Byla testovana i specifita rozpoznavani
antigenll z jinych kmeni,, nez kterym byly kufata a morcata imunizovany. Anti-
Tr. infestans protilatky vSech kufat rozpoznavaly 14 a 21 kDa protein ve slindch vSech
testovanych triatom. U morcéat byl rozpoznadvan pouze jediny protein o molekulové
velikosti 79 kDa (Schwarz a kol., 2009 A). Posledni studie ukazji, Ze ackoliv je silna
variabilita nejen v profilech slinnych Zlaz mezi riznymi kmeny 77. infestans tak 1 mezi
riznymi vyvojovymi stadii 7r. infestans, tak specifické protilatky, ze sér vSech hostiteld,
na kterych opakované sali rizné kmeny a rtizna vyvojova stadii 7r. infestans rozpoznavaji
ve slindch 77. infestans anitgen o molekulové velikosti 35 kDa (Doriidkova a kol., 2014).
Tento protein lze tedy pouZzit jako spolehlivy marker expozice sani Tr. infestans
v kampanich zaméfenych na monitorovani a tlumeni pfenosu Chagasovy choroby

(Dornékod a kol., 2014).

Pii testovani sér vykazujicich vysoké hladiny specifickych protilatek proti slindm
Tr. infestans s antigeny slin komart, flebotomli a klistat nebyla detekovana castécna
zkiizena reaktivita. Anti-Tr. infestans 1gG protilatky nerozpoznavaly zadné antigeny ze

slin Lu. longipalpis, Am. americanum, De. variabilis, Ix. scapularis u kufat ani u morcat.
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Navic protilatky u morcat nerozpozndvalay zadné antigeny ze slin Ph. duboscqi,
Ae. freeborni a Ae. aegypti. Anti-Tr. infestans 1gG protilatky z kutat rozpoznavaly nékolik
antigenu ze slin Ph. duboscqi, Cu. quinquefasciatus, Ae. freeborni a Ae. aegypti (Schwarz
a kol., 2009 A).

Ze slin Tr. infestans byl ptipraven rekombinantni protein rTiSP14.6 o molekulové velikosti
14,6 kDa vhodny jako marker expozice sani triatom 77. infestans. Anti-Tr. infestans 1gG
protilatky u malo imunizovanych zvifat tento protein rozpoznavaly dostatecné silné a
zaroveén tento protein neni rozpoznavan protilatkami proti slindim komarh a flebotomi.
Zaroven byl tento protein rozpoznan i IgG protilatkami ze zvifat, na kterych saly jiné
druhy triatom (Schwarz a kol., 2009 B). Tento protein se zda byt spolehlivy pro detekci
sani triatom a miZe velice pomoci pii testovani eliminace triatom z oblasti, kde se

vyskytuje Chagasova choroba, jiz jsou triatomy pfenaseCem (Schwarz a kol., 2009 B).

Dalsi tfidou protilatek, které byly po sani Tr. infestans detekovatelné v sérech kufrat je
pottida IgM protilatek. Nartst anti-77. infestans IgM protilatek u kufat byl jiz prvni den po
sani (Schwarz a kol., 2010). Tyto IgM protilatky rozné€z rozpoznavaly rekombinantni
protein rTiSP14.6 a nerozpoznavaly Z4dné antigeny ze slin An. freeborni, Ae. aegypti, Cu.
quinefasciatus, Lu. longipalpis (Schwarz a a kol., 2010). Pro vyss§i UspéSnost detekce
expozice sani by bylo vhodné pouzit kombinaci vySe zmiflovanych antigenil, které

protilatky hostiteli ve slindch 77. infestans rozpoznavaji.
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3. Material a metodika

3.1. Chov flebotomu

Péce o kolonii flebotomi byla provadéna tiikrat tydné za podminek popsanych v ¢lanku
Volfa Volfova (2011). Dospéli flebotomové byli vypousténi do monofilovych siti, které
byly nataZené na nerezovych konstrukcich o rozmérech 40 x 40 x 40 cm. NataZené sité
byly uchovavany v igelitovych pytlich s navlhcenou vatou pro lepsi regulaci vlhkosti, kterd
se tak pohybuje v rozmezi 70 — 95 %. Flebotomtiim byl v siti jako potrava podavéan 50%
cukerny roztok na smotku vaty, ktery byl 3x tydné¢ vyménovan. Do sité s 5 az 7 dni starymi
samicemi flebotomi byly umistény mysi uspané anestezii. Sani flebotomi probihalo ve
tmé po dobu 1 hod. Nasaté samice byly 5 — 7 dni po nasati, umistény do sadrou vylitého,
navlhéeného kelimku, uchovavaného v dobfte tésnici plastové nddobé s navlhéenym
piskem. Zakelimkovanym samicim byl k dispozici smotek vaty namoceny v cukerném
roztoku. Po vykladeni byla téla mrtvych samic z kelimku odstranéna. Larvy byly krmeny
mletou smési fermentovanych krali¢ich bobki a krali¢ich pelet. Cely vyvoj flebotomti, od
vajicek po vylétnuti dospélci, trva piiblizné 5 az 6 tydni. Klece s dospélci a nadoby s
vajicky a larvami jsou umistény v mistnosti pfi teplotach 25 — 28 °C a vlhkosti 60 — 70 %.

Flebotomé jsou chovani s fotoperiodou nastavenou na 14 hod svétla a 10 hod tma.

Pouzité roztoky:
Anastezie: 0,2% xylazinu (Rometar; Spofa), 0,8% ketaminu (Narketan; Vétoquinol), 150
mM sterilniho NaCl

3.2. Pitva slinnych Zlaz flebotomit

Pitva slinnych zlaz se provadi na lup¢ s podsvicenim a cernym pozadim. Pro pitvy slinnych
zlaz byly pouzity samice flebotomtl té€chto druhii flebotomd, kteti jsou chovani

v laboratornich chovech katedry Parazitologie, PfF UK v Praze: Phlebotomus papatasi
(ptivodem z Turecka), Phlebotomus duboscqi (pivodem ze Senegalu), Phlebotomus
argentipes (puvodem z Indie), Phlebotomus perniciosus (piivodem ze Spanélska). Samice
byly staré minimalné€ 4 az 5 dni. Pro znehybnéni byly samice uchovavany na ledu. Na

podlozni sklo do kapky TRIS-NaCl byla pfenesena znehybnénd samice flebotoma. Pomoci
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tzv. pitvatka, vyrobeného z minucie o priméru 0,15 mm zabodnuté do dievené Spejle, byla
samice pfidrZzena za abdomen a ostrou pinzetou chycena za hlavou. Pomalym a plynulym
tahem byla samici oddélena hlava od zbytku téla. Dv€é mlé¢né€ zbarvené slinné Zlazy, které
se objevily za hlavou, byly odfiznuty a pfeneseny pomoci pitvatka do Sroubovaci
mikrozkumavky s chlazenym TRIS-NaCl. Zlazy byly pitvany v poméru 1 zlaza na 1 pl
TRIS- NaCl do minimalniho objemu 10 pl TRIS-NaCl. Vzorky Z1az byly skladovany pii
teplote - 20 °C.

Pouzité roztoky:

TRIS-NaCl: 20 mM Tris (TRIZMA Base, Sigma T6066); 150 mM NaCl

3.3. Pitva slinnych Zlaz komart

Pitva slinnych 714z byla provadéna na lup€ s podsvicenim a ¢ernym pozadim. Pro pitvy
slinnych 714z byly pouzity 5 az 7 dni staré samice Culex quinquefasciatus (pivodem z
Indie), Aedes aegypti (ziskany z laboratornich chovii PaU BC AV CR). Komaii byli
znehybnéni na ledu a po celou dobu pitev na ledu uchovéavani. Do kapky TRIS-NaCl
(slozeni viz kapitola 3.2.) na podloZznim skle byl umistén komar, kterému byly odstranény
vSechny pary nohou. Komar byl pfidrZen pitvatkem na abdomenu a ostrou pinzetou chycen
za hlavou. Pomalym tahem byla oddélena hlava od zbytku téla. Timto pohybem byly z
hrudi vytazeny 2 slinné zlazy, kazda slozena ze 3 lobt. Slinné zlazy byly poté oddéleny od
slinnych vyvodu a pfeneseny do mikrozkumavky s chlazenym TRIS-NaCl (slozeni viz
kapitola 3.2.). Zlazy byly pitvany v poméru 1 zlaza na 1 pl TRIS-NaCl do minimalniho
objemu 20 pl TRIS-NaCl. Zlazy byly uchovavany pii teploté — 20 °C.

3.4. Imunizace mysi — Dynamika protilatkové odpovédi

Veskera manipulace se zvifaty v ramci této diplomové prace probihala pod dozorem osoby
vlastnici certifikat pro praci se zvitaty dle §17 zédkona €. 246/1992 sb. (Dr. Kolatova, ¢.:
CZU 934/05). Dvanact mysi kmene C57BL/6 bylo dodano do chovl Prirodovédecké
fakulty UK v Praze ve stafi 6 tydnt (AnLab). Mysi byly rozdéleny na dvé skupiny po 6
mysich a byl jim ponechén ¢as na aklimatizaci v novém prostiedi. Ve véku 8 tydnil byly

myS$i uspany (slozeni anestezie viz kapitola 3.1.), zvazeny, vystiihanim srsti oznaceny a z
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ocast jim byla odebrana krev (viz kapitola 3.5.). Ve v€ku 7 tydnli byly my$i poprvé
vystaveny sani flebotomi. Expozice flebotomiim probihala v monofilovych siti o
rozmérech 20 x 20 x 20 cm, do kterych bylo umisténo 35 samic Phlebotomus papatasi ve
stafi 5 - 7 dni. MySy byly uspany, umistény po jedné do siti s flebotomy a ve tmé
ponechany po dobu jedné hodiny. Poté byly mysi vyndany ze siti a nasaté samice
flebotomt byly spocitany. Expozice byla opakovana jednou tydné po dobu 5 po sobé
nasledujicich tydnd. MysSim byla odebirana krev podle nasledujiciho schématu: prvnich pét
tydnil vzdy den pted expozici, v tydnu 6 az 11 kazdy 7. den a od 12. do 26. tydne vzdy
jednou za 14 dni. Pokus byl proveden ve dvou nezavislych opakovanich. V nize
prezentovanych grafech 1 -5 (viz kapitola 4.1. Dynamika protilatkové odpovédi u mysi

postipanych Phlebotomus papatasi) jsou souhrnné vysledky méteni z obou pokusi.

3.5. Odbér krve z ocasu mysi

Odbér krve byl provadén z ocasni cévy odstfizenim $picky ocasu. V prubéhu odbéru byl
ocas mySim jemné masirovan. Od kazdé mysi byly nabrany 2 kapilary krve, kazda o
objemu 60ul (I¢katské kapilary bez protisrazlivé upravy typ 75/60, Merci s.r.o., kat. ¢.:
632263000533). Po odbéru byly kapilary na jedné strané zataveny a centrifugovany po
dobu 5 minut pti 6000 otackach (centrifuga MPV 310, rotor CM 304). Takto ziskané

sérum bylo pfeneseno do mikrozkumavek a uchovavéno pfi teploté - 20 °C.

3.6. Imunizace mysi - Zki'iZené reakce

Pro dalsi nas pokus jsme pouzili 4 mysi kmene C57BL/6 a 4 mySi kmene BALB/c, které¢
byly do chovt PiF UK dodéany ve véku 6 tydni (AnLab) a byly jim ponechany 2 tydny na
aklimatizaci. Néasledné byly mysi uspany (sloZeni anestezie viz kapitola 3.1.), zvazeny,
oznaceny a z ocasu jim byla odebrana krev (viz kapitola 3.5.). Ve véku 9 - 10 tydnt byly
myS$i uspany a kazdé jednotlivé po dobu 1 hodiny vystavena sani v priméru 30 samicim
Ph. papatasi. Toto sani se opakovalo kazdé dva tydny a celkem probéhlo 7 expozic. Poté
byly mysi hluboce uspany a z podkli¢kové tepny jim byla odebrana krev do mikro
zkumavek. Po odbéru byla krev centrifugovdna po dobu 5 minut pii 6000 otackach

(centrifuga Eppendorf MiniSpin). Ziskané sérum bylo uchovavano pii teploté - 20 °C.
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3.7. Imunizace mysi - Vliv délky imunizace na vyvoj leishmaniovych 1ézi

Celkem 24 mysi kmene BALB/c byly dovezeny do chovii PfF UK ve véku 6 tydnti
(AnLab). Po dvou tydnech aklimatizace byly mysi rozdéleny na 4 skupiny po Sesti,
oznaceny a byla jim z ocasu odebrana krev. Ve véku 8§ tydni byly mysi uspany (sloZeni
anesteze viz kapitola 3.1.) a kazda jednotlivé po dobu 1 hodiny vystavena sani samicim
Phlebotomus duboscgqi podle schématu 1. Skupina 2+0 byla vystavena sani Ph. duboscqi
po dobu dvou po sob¢ jdoucich tydnili a naslednych 15 tydnii pied infekci ponechana bez
imunizace, skupina 15 byla vystavena imunizaci Ph. duboscqi patnact po sobé jdoucich
tydnti tésn¢ pred infekci a skupina 2 byla vystavena imunizaci Ph. duboscqi po dobu dvou
po sobé& jdoucich tydnt tésné pied infekci. Tyden po poslednim imuniza¢nim sani byla

myS$im znovu odebrdna krev z ocasu a mysi byly nasledné infikovany (viz kapitola 3.8.).

Schéma 1: Rozpis imunizaci pro pokus; jednotlivé tydny pokusu jsou zndzornény Sipkou,

barevnost Sipek je uvedena v legendé a odpovida fazi pokusu

‘ Sani P. duboscygi ‘U'B ez sani ‘ Infekee Le major ‘ méfeni 1ézi

SISIRISISISIZISISIZIZISIZIIZIZIS 2 2 2 2 2 2 L

2 AIRISISISIZIZIZIZIZIZIZIZITIZIZ 2 2 2 2 2 2 SRR
2122 2222222222222222 222 2 QECHCISL

SIZISIRISIZIZIZIIZIZIZIAIAIZ 2 2 2 2 2 2 2 2 QIS
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3.8. Infekce mysi - Vliv délky imunizace na vyvoj leishmaniovych 1ézi

Pro infek¢ni pokusy byl pouzit kmen Leishmania major LV561 (MHOM/IL/67/LRC-L137
Jericho II). Po vymraZeni z kryobanky byla kultura leishmanii pfeo¢kovana do RPMI
média a kultivovana pfi teploté 23 °C v plochych kultivacnich lahvich o objemu 50 ml. Po
tydnu byly leishmanie steriln¢ pfeockovany do 10 ml nového kultivaéniho média, po
dal$im pfeockovani (pasaz 2) byly leishmanie pouzity pro infekce mysi BALB/c.
Leishmanie byly dvakrat promyty semisterilnim fyziologickym roztokem na centrifuze
JUAN BR4i po dobu 8 min pii 4000 otackach (rotor HiM S20) a 23 °C. Po poslednim
promyti byl sediment resuspendovan v 1 ml semisterilniho fyziologického roztoku,
spoctena koncentrace leishmanii v Burkerové komtrce. Mysi byly infikovany
intradermalné& do pravého ucha davkou 10* promastigoti Leishmania major v kombinaci s
homogenatem slinnych zlaz Ph. duboscqi odpovidajici 0,5 Zlaze. Objem infekéni davky

byl 5 pl.

V pribéhu pokusu byla mySim pravidelné¢ méfena velikost koznich leishmaniovych 1ézi
(Schéma 1). Léze byly méteny jednou tydné pomoci digitalniho posuvného métitka a ve
dvou na sebe kolmych rozmérech, z téchto rozméra byla pocitana velikost koznich 1¢zi, a
sice podle vzorce pro plochu elipsy ((a+b )*/4 * m). Devaty tyden po infekci byly mysi
hluboce uspéany a z podklickové tepny jim byla odebrana krev. Krev byla zcentrifugovana
po dobu 5 min pii 6 000 otackach (centrifuga Eppendorf MiniSpin). Oddélené sérum bylo

preneseno do ¢isté mikrozkumavky a uchovavano pti— 20 °C.

Pouzité roztoky:
Kultivaéni RPMI médium: RPMI 1640 s Hepes (Sigma), 10% fetalni bovinni sérum
(Gibco), 1% antibiotikum Amikin (Bristol-Myers Squibb), 1% BME vitaminy (Sigma),

0,5% sterilni mo¢

Fyziologicky roztok: 150 mM NaCl
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3.9. ELISA

Pro stanoveni hladin protilatek byla pouzita metoda ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay. Na 96 jamkovou desticku (Nunc Covalink NH) byly naneseny
zlazy krevsajicich ¢lenovctl roziedéné do navazovaciho roztoku v koncentraci podle
tabulky 2. Destic¢ka byla inkubovéana pies noc pfti teploté 4 °C. Poté byla desticka dvakrat
promyta roztokem PBS-Tw. Pro zablokovani neobsazenych mist na dné desticky bylo
pouzito 6% odtu¢néné mléko fedéné v PBS-Tw. Blokovani probihalo 45 min pii 37 °C.
Poté byla desticka tfikrat promyta roztokem PBS-Tw. Séra byla natedéna v poméru 1:200
do 2% nizkotu¢ného mléka v PBS-Tw a inkubovana pfi teploté a po dobu uvedenou v
tabulce 3. Desticka byla ¢tyfikrat promyta roztokem PBS-Tw. Sekundarni protilatka (AbD
Serotec) byla nafedéna do roztoku PBS-Tw podle rozpisu v tabulce 3 a inkubovana pfii
teploté a po dobu uvedenou v tabulce 3. Po inkubaci byla desticka Sestkrat promyta
roztokem PBS-Tw. Poté bylo do kazdé jamky naneseno 100 pl substratového roztoku a
vyvolani probihalo ve tmé pti pokojové teploté, po dobu 4 — 6 minut. Reakce byla
zastavena 10% H,SO4. Pro méteni vysledné absorbance pii vinové délce 492 nm byl pouzit

spektrofotometr Tecan Infinite M200.

Tabulka 2: Rozpis koncentraci slinnych zlaz krevsajiciho ¢lenovce pouzitych jako antigen

pro metodu ELISA

krevsajici ¢lenovec pocet ul slinné zlazy
k potazeni 100 jamek

Ph. papatasi 20,4 pl

Ph. duboscqi 2,0 ul

Ph. argentipes 79,0 ul

Ph. perniciosus 14,0 pl

Cu. quinquefasciatus 6,7 ul

Ae. aegypti 6,9 ul

Tr. infestans 1,9 ul

Ix. ricinus 49,0 ul
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Tabulka 3: Rozpis podminek inkubaci a fedéni séra a sekundarni protilatky pro ELISU

Detekovana Inkubace séra Redéni sekundarni protilatky | Inkubace sekundarni
protilatka (AbD Serotec)(kat. ¢.) protilatky

IgG 2 hodiny, 37°C 1:1000 (STAR 120P) 45 minut, 37°C
IgGl pfes noc, 4°C 1:9000 (STAR 132P) 45 minut, 37°C
IgG2b pfes noc, 4°C 1:200 (STAR 134P) 2 hodiny, 37°C
IgG2c pfes noc, 4°C 1:400 (STAR 134P) 2 hodiny, 37°C
IgG3 pies noc, 4°C 1:200 (STAR 136P) 2 hodiny, 37°C

Pouzité roztoky:

Navazovaci roztok (karbonat-bikarbonat): 20 mM Na,COs, 20 mM NaHCOs; pH 9,0 - 9,5
Fosfatovy pufr (PBS): 150 mM NaCl, 8§ mM Na,HPO,, 1 mM KH,PO4, 3 mM KCI; pH 7,2
Promyvaci roztok (PBS-Tw): PBS, 0,05 % Tween 20; pH 7,2 - 7,5

Substratovy roztok (Mcllwein fosfat-citrat ): 0,1 M Na,HPO,4.12H,0, 0,5 M CsHsO7; pH
5,5

3.10. SDS - PAGE Elektroforéza

Proteiny ze slinnych zZlaz byly na gelu rozdéleny v elektrickém poli na vertikalni
elektroforéze

(Mini-Protean III, BioRad). Elektroforéza probihala za neredukujicich podminek a

v ptitomnosti SDS pufru. Gely mély tloustku 0,75 mm. D¢lici gel obsahoval 12 %
akrylamidu a startovaci 4 %. Slinné zlazy flebotomi byly smichany se vzorkovym pufrem
v poméru 2 dily slin a 1 dil pufru a 3 minuty povareny. Poté byl standard a vzorky
naneseny na gel a byla spusténa elektroforéza pti limitnim napéti 200 V a maximalnim

proudu. Ta probihala po dobu 30 — 35 minut.

Pouzité roztoky:
Vzorkovy pufr — neredukujici: 60 mM TRIS-HCI (pH 6,8), 25% glycerol, 2% SDS, 0,1%
bromophenolova modi

Separacni gel (12%): 30 % roztoku A; 25 % roztoku B; 0,06 % TEMED

38




(N,N,N',N'- tetramethyl-ethylenediamine); 0,6% peroxodisiran amonny

Startovaci gel (4%): 10 % roztoku A; 25 % roztoku C; 0,12 %TEMED

(N,N,N',N'- tetramethyl-ethylenediamine); 1 % peroxodisiran amonny

Roztok A: 40 % akrylamid; bis-akrylamid (Biorad)

Roztok B: 60 % 2 M Tris-HCI (pH 8,8); 3,2 % SDS

Roztok C: 50 % 1 M Tris-HCI (pH 6,8); 4 % SDS

SDS pufr (Tris/Glycine/SDS pufr): 25 mM Tris ; 192 mM glycine; 0.1 % SDS; pH 8,3
(BioRad).

3.11. Western Blot

Elektroforeticky rozdélené proteiny byly pieblotovany na nitrocelul6zovou membranu na
ptistroji iBlotTM Invitrogen (materidl iBlotTM Gel Transfer Stack, Nitrocellulose, Mini,
kat. ¢. IB 3010-02, Invitrogen). Membrana byla po pieblotovani inkubovéna v PonceauS
po dobu 5 - 6 minut. Pfebyte¢né barvivo bylo odmyto destilovanou vodou (dH,O).
Nasledné byla membrana nafezéna na prouzky a dale pouZita pro imunoblot (viz kapitola

3.12)).

Pouzité roztoky:
TRIS-Tween (TRIS-Tw): 20mM Tris-NaCl; 0,05% Tween
Barvici roztok PonceauS: 0,2% Ponceau S (Sigma), 3% CcHzO~

Odbarvovaci roztok pro amidocern: 25% isopropanol, 10% CsHsO

3.12. Imunoblot

Volna mista na membrang byla zablokovédna v 5% nizkotu¢ném mléce fedéné¢ho do TRIS-
Tw pftes noc pii 4 °C. Poté byly prouzky promyty v TRIS-Tw. Promyvani probihala vzdy
ttikrat po dobu 5 minut. Membrana byla nasledné inkubovana se séry fedénymi do TRIS-
Tw v poméru 1:200 a inkubace probihala po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté na
titepacce. Po navazani protilatek z testovanych sér byla membrana promyta v TRIS-Tw.
Sekundarni protilatka fedéna do TRIS-Tw (tabulka 4) byla na membrané ponechana po
dobu 1 hodiny pti pokojové teploté. Poté byla membrana dvakrat promyta v TRIS-Tw a
poté jednou v TRIS-NaCl. Barevna reakce probihala v pfitomnosti Cerstvé pripraveného

substratového roztoku na ttepacce za pokojové teploty. Reakce byla zastavena dH,O a
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prouzky byly ususeny, zdokumentovany naskenovanim a uchovany.

Pouzité roztoky:

Substratovy roztok pro imunoblot: 20 ml TRIS-NaCl, 0,01 g diaminobenzidinu, 6uL. H,O,

NaCl - 150 mM NacCl

Tabulka 4: Rozpis podminek inkubaci sekundérni protilatky pro imunoblot

Detekovana protilatka

Redéni sekundarni protilatky
(AbD Serotec)(kat. ¢.)

Inkubace sekundarni
protilatky

IgG 1:1000 (STAR 120P) 1 hodina, 23°C
IgG1 1:3000 (STAR 132P) 1 hodina, 23°C
IgG2b 1:1000 (STAR 134P) 1 hodina, 23°C

3.13. Stribreni

Gel s rozd¢lenymi proteiny byl fixovéan ve fixaénim roztoku na tfepacce pies noc pii
pokojové teploté. Pro odmyti fixaéniho roztoku byl gel ponechan po dobu 2 hodin v dH,O
na tiepacce pii pokojové teploté. Poté bylo na gel nalito 50 ml 0,02 % Na,S,03 a po 1
minuté oplachnut v dH,O. Déle byl gel inkubovan s 50 ml erstvé pfipraveného roztoku
0,1 % dusi¢nanu stiibrného po dobu 10 min, ve tmé na tfepacce pii pokojové teploté.
Nasledovalo oplachnuti gelu v dH,0 a ve vyvijejicim roztoku. Poté byl gel inkubovan v 50
ml vyvijeciho roztoku pti pokojové teploté do objeveni barevné reakce. Reakce byla
zastavena piidanim 2,5 ml 2,3M kyseliny citronové; inkubace probihala po dobu 10 minut

na tiepacce. Gel byl potom pienesen do ¢irého euroobalu a naskenovan.

Pouzité roztoky:
Fixac¢ni roztok pro stfibfeni: 0,0185% CH,0, 40% CH3;OH
Vyvijejici roztok pro stiibfeni: 3 % Na,CO3, 0,08% Na,S,03, 0,0185% CH,0

3.14. Cipovzi elektroforéza

Ke stanoveni mnoZzstvi proteinli a molekulovych hmotnosti jednotlivych slozek slinnych

zlaz krevsajicich ¢lenovct byla pouZita ¢ipova elektroforéza (ExperionTM Pro 260
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Reagents and Supplies for 10 chips, kat.¢. 700-7152; ExperoinTM Pro 260 10 Chips, kat.c.
700-7151, oboji Bio-Rad). Pti méfeni jsme postupovali dle ndvodu vyrobce. Zmény oproti
navodu jsou uvedeny nize. Pti piiprave roztoki GS (gel s fluorescenéni barvickou) a G
(gel) byly tyto roztoky prefiltrovany pii 10 000 otackach (centrifuga Eppendorf 5415 D) po
dobu 10 min misto doporuc¢enych 5 min. Pfiprava vzorkového pufru probihala beze zmény.
Jako vzorky byly pouzity homogenizované slinné zlazy Phlebotomus papatasi,
Phlebotomus argentipes, Phlebotomus duboscqi, Phlebotomus perniciosus, Culex
quinquefasciatus, Aedes aegypti (pivod vzorku viz kapitoly 3.2., 3.3.). Dale byly pouzity
vzorky slinnych zZlaz Triatoma infestans (ptivodem z Chile), Ixodes ricinus (pivodem z
Ceské republiky). P¥i ptipravé vzorki jsme smichali 4 pl homogenatu zldzy a 2 ul
neredukujiciho vzorkového pufru, poté byly vzorky kratce rozmichdny a centrifugovany po
dobu 20 sekund pii 10 000 otackach (centrifuga Eppendorf 5415 D), nasledné byly
inkubovény na termoblocku (Thermomixer komfort, Eppendorf) pii teploté 98°C a
4000tackach po dobu 4 minut. Po kratkém vychladnuti pti pokojové teploté byly opét
kratce centrifugovany pii 10 000 otackach (centrifuga Eppendorf 5415 D) a poté byly
vzorky nafedény v poméru 1:1 dd H,O (Bio-Rad). Standard pro ¢ipovou elektroforézu byl
piipraven podle ndvodu. Po nataZeni gelu do kapilar Cipu na pfistroji Experion Priming
Station Bio-Rad byly naneseny vzorky. Poté byl ¢ip vloZen do analyzatoru (Bio-Rad,
Experion Automated Electrophoresis Station) a byla spusténa analyza shodné s ndvodem.
Pted a po elektroforéze byly elektrody analyzatoru o€istény v dd H,O (Bio-Rad). Ziskané
hodnoty byly analyzovany softwarem ExperionTM Software, verze 3.2 (Bio-Rad).

3.15. Statistika

Pti vyhodnocovani dat byl pouzit program NCSS 6.0. Pro vyhodnoceni vysledki z pokusu
"Dynamiky protilatek u mysi kmene C57BL/6 po opakovaném sani Ph. papatasi’ jsme
pouzili GLM ANOVA — Tukey-Kramer Multiple Comparision. A pro porovnani korelaci
mezi hladinami protilatek a mirou expozice sani Ph. papatasi jsme pouzili neparametricky
Spearman rank correlation matrix. Pro vyhodnoceni specifickych protilatek v

pokusu ‘Infekce mysi - Vliv délky imunizace na vyvoj leishmaniovych 1ézi" jsme

neparametricky Wilcoxon test.
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4. Vysledky

4.1. Dynamika protilatkové odpovédi u mysi posStipanych Phlebotomus papatasi

Pfi imunizacénich sénich se v priméru nasalo 26+2 (praimér=SD) z 35 samic Ph. papatasi
na jednu mys$ (tabulka 5). Hladina specifickych protilatek u imunizované skupiny byla
vyznamné¢ vysSi (p < 0,05) nez u skupiny mysi neimunizovanych pouze u podtiidy IgG1
(graf 2). U ostatnich testovanych podtiid protilatek se kinetika protilatek proti slindm Ph.
papatasi neliSila mezi skupinami (graf 1, 3, 4, 5), nicméné u IgG byly pozorovany

signifikantni rozdily v jednotlivych tydnech (graf 1).

Signifikantni rozdil v produkci anti-Ph. papatasi 1gG (graf 1) byl patrny jiz po tfetim sani,
tedy ve 4. tydnu a po vSechny nasledujici tydny, vyjma 24. tydne. U protilatek IgG vidime
v grafu 1 prudky narGst protilatek az do 8. tydne, kdy je hladina protilatek v rdmci celého
méteni nejvyssi (0,758+0,119) s mirnym poklesem v 7. tydnu. Nasleduje postupny pokles
s mirnym vykyvem, kdy doSlo ke zvySeni hladin IgG protilatek v 11. a 12. tydnu.
Protilatky byly signifikantné zvySené¢ az do 26. tydne, kdy byl pokus ukoncen.

V ptipadé¢ podtiidy IgG1 (graf 2) byly hladiny protilatek signifikantné zvysené od 4. tydne
a nejvyssi hladina byla naméfena v 6. tydnu (0,913+0,141), tedy tyden po posledni
imunizaci flebotomy. V 7. tydnu dochézi k poklesu a v 8. tydnu k opétovnému mirnému
zvySeni, od 8. tydne je patrnd stagnace hladiny protilatek az do 12. tydne, kdy zacina
pozvolny pokles hladin protilatek. Signifikantni rozdil mnozstvi protilatek mezi
imunizovanou a neimunizovanou skupinou mysi je patrny az do ukonceni pokusu ve 26.

tydnu.

I kdyZ neni u protilatek tiidy IgG a podttidy IgG1 v 2. a 3. tydnu potvrzen signifikantni
rozdil vici kontrole jiz zde byl patrny trend k nartistu hladin téchto protilatek. Protilatky
IgG a IgG1 byly detekovatelné a hladiny namétenych protilatek byly signifikantni po dobu
21. tydnl po ukonceni expozice Ph. papatasi (grafy 1 a 2).

U protilatek podtiid IgG2b (graf 3) a IgG2c (graf 4) se skupina imunizovanych a
neimunizovanych mysi nelisila ani v jednom ze sledovanych tydnt a prabeh kiivky v obou
grafech byl velice podobny s pouze nepatrnymi vykyvy u obou sledovanych skupin mysi.
U IgG3 podtiidy protilatek mély imunizované mysi signifikantné zvySené hladiny pouze

ve 20. tydnu (graf 5).
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OD (492 nm)

Tabulka 5: Pocty nasatych samic Ph. papatasi u jednotlivych mysi

tyden\my$ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 19 16 16 23 34 25 23 34 22 31
2 20 21 20 23 24 23 22 26 24 28
3 22 19 18 21 26 28 31 30 29 30
4 30 31 30 31 30 25 26 29 25 24
5 33 33 33 29 31 27 26 28 31 27
pramér/mys 25 24 23 25 29 26 26 29 26 28
SD 6,3 7,5 7,6 4,3 4,0 1,9 3,5 3,0 3,7 2,7
primér celkem 26
SD 2,0
Graf I: Hladiny protilatek IgG proti slindm Ph. papatasi

Signifikantni rozdil (p < 0,05) mezi skupinami v rdmci stejného tydne byl oznacen vétsi
velikosti bodl v grafu. Hodnoty jsou vyjadiené jako primér + smérodatna chyba.
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OD (492 nm)

Graf 2: Hladiny protilatek IgG1 proti slindm Ph. papatasi
Signifikantni rozdil (p < 0,05) mezi skupinami v rdmci stejného tydne byl oznacen vétsi
velikosti bodl v grafu. Hodnoty jsou vyjadiené jako primér + smérodatna chyba.
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Graf  3: Hladiny protilatek IgG2b proti slindm Ph. papatasi
Signifikantni rozdil (p < 0,05) mezi skupinami v rdmci stejného tydne byl oznacen vétsi
velikosti bodl v grafu. Hodnoty jsou vyjadiené jako primér + smérodatna chyba.
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Graf  4: Hladiny protilatek IgG2c proti slindm Ph. papatasi
Signifikantni rozdil (p < 0,05) mezi skupinami v rdmci stejného tydne byl oznacen vétsi
velikosti bodii v grafu. Hodnoty jsou vyjadfené jako primér =+ smérodatna

chyba.
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Graf S: Hladiny protilatek IgG3 proti slinam Ph. papatasi
Signifikantni rozdil (p < 0,05) mezi skupinami v rdmci stejného tydne byl oznacen vétsi
velikosti bodl v grafu. Hodnoty jsou vyjadiené jako primér + smérodatna chyba.
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Pocet nasatych samic flebotomt pozitivné koreloval s hladinou anti-Ph. papatasi 1gG (rs =
0,803; p <0,001)(graf 6) a hladinou IgG1 (rs = 0,858; p < 0,001)(graf 7). U podtiid IgG2b,
IgG2c a IgG3 protilatek nebyla zadna korelace s intenzitou imunizace zjiSténa.

Graf 6: Korelace poctu nasatych Ph. papatasi a hladiny protilatek IgG
1,4

OD (492 nm)

0 20 40 60 80 100 120 140 160

pocet nasatych samic

Graf 7: Korelace poctu nasatych Ph. papatasi a hladiny protilatek IgG1
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4.2. Charakterizace antigenii a proteini ve slinnych Zlazach Phlebotomus papatasi

Protilatky IgG a IgGl z mysi kmene C57BL/6, které byly po dobu 5-ti tydnii vystavené
sani samicim Ph. papatasi rozpoznavaly ve slinach Ph. papatasi stejné antigeny v rozmezi
25 - 113 kDa, avsak s riiznou intenzitou. Molekulové velikosti jednotlivych antigenti jsou

znazornény v obrazku 6.

Obrazek 6: Antigeny ve slinach Ph. papatasi rozpoznavané IgG a IgG1 protilatkami ze sér
my$i imunizovanych Ph. papatasi; neg. oznacuje sérum z neimunizované mysi

lgG neg. IgG1 neg.

kDa kDa

113 e 113 e (N -
103 103 = I8 .
01—

91_

4= 74 w—
45— A m—
32— 32
25 5 -

Proteinovy profil slinnych Zl14z Phlebotomus papatasi jsme ziskali na €ipové elektroforéze
(histogram 1). Celkem bylo ve slindch detekovdno 17 proteinii o molekulové velikosti v
rozmezi od 15,4 kDa do 171 kDa. Nejvice zastoupené byly proteiny 44,2 kDa (20,6 %),
48,7 kDa (16 %) a 23,3 kDa (16,6 %)(tabulka 6).
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Histogram  1:  Proteinovy  profil  slinnych  Zlaz  Phlebotomus
Vrcholy €. 1 a 23 o velikosti 1,2 a 260 kDa jsou dolni a horni hranici méfitelnosti a vrcholy

¢.2-5(2,6;5,8; 6,6; 8,4 kDa) jsou proteiny standardné ptitomné ve vzorkovém pufru
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Tabulka 6: Proteiny slinnych Zlaz Ph. papatasi

migracni c¢as | Mw %
€. piku (sec) (kDa) koncentrace poznamka
*1 16,30 1,20 dolni znacka
2 17,32 2,60 systémovy pik
3 19,65 5,81 systémovy pik
4 20,24 6,61 systémovy pik
5 21,50 8,35 systémovy pik
6 24,37 15,39 0,88
7 25,10 17,74 6,52
8 26,56 23,29 16,60
9 27,43 27,41 3,28
10 27,87 29,60 0,28
11 28,31 31,78 1,51
12 28,60 33,24 6,63
13 29,13 35,92 13,38
14 30,01 40,80 4,94
15 30,59 4417 20,61
16 31,37 48,67 15,96
17 32,05 53,12 7,28
18 33,65 64,27 0,55
19 34,77 72,03 0,74
20 37,54 95,92 0,52
21 39,05 110,61 0,17
22 44,54 170,99 0,16
* 23 51,30 260,00 horni znacka
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4.3. Specifita protilatkové odpovédi proti slinam Phlebotomus papatasi

Mysi kmene BALB/c a C57BL/6 byly 7 krat vzdy s dvoutydennim odstupem imunizovany

pramémé 28+2 Ph. papatasi (praimér+SD). Séra, ktera byla ziskdna z mys$i po ukonceni

imunizace, byla testovana na specifitu anti-Ph. papatasi 1gG protilatek viici antigenim

z jinych druht flebotomil (graf 8), z komart a z dalSich krevsajicich ¢lenovca (graf 9).

Anti-Ph. papatasi 1gG protilatky z imunizovanych mysi obou kment nejsilnéji odpovidali

na antigeny slin Ph. papatasi. Protilatky se nevazaly na sliny Ph. argentipes, Ph. duboscqi,

Ph. perniciosus (graf 8). Anti-Ph. papatasi 1gG protilatky se nevazaly ani na antigeny

ostatnich krevsajicich ¢lenovci (graf 9).

Graf 8: Anti-Ph. papatasi 1gG testované se slinami riznych druhii flebotomt

3.5

2.5

my$ BALB3/c

myé C57BL/6
Pozitivri k.

Ph. papatasi

Negativnik.

mys BALB/c

Ph. argentipes

Pozitivni k.
Negativnik.
my3s BALB3/c

mys C57BL/6

anti-Ph. papatasi 1gG

mys C57BL/6

Pozitivrik.

Ph. duboscqi

Negativnik.

my$ BALB/c
Pozitivri k.

my& C57B./6

Ph. perniciosus

Negativnik.

49




w7

a dal$ich krevsajicich ¢lenovct

o

N uAnedan

™ UANZod

9/19£5D sAw

2/37va sAw

Ix. ricinus

S IUAIEBSIN
3 JUAIZOd
9/18.5) sAw

2/97vg sAw

Tr. infestans

) IUAlREaN

] JUANIZOd

9/19£50 sAuw

2/97vg sAw

Ae. aegypti

S IUAIREIN

"} JUAI}IZOd

9/19/5) sAw

5/91%g AL

Cu. quinquefasci.

[ L i
—

3,5
2,5

Graf 9: Anti-Ph. papatasi 1gG testované se slinami koma

(wu Z6¥) dO

anti-Ph. papatasi 1gG

50



4.4. Specifita antigeni slinnych Zlaz Phlebotomus papatasi

Pii testovani pozitivnich sér od hostitelt, ktefi byli opakované posStipadni riznymi
krevsajicimi Clenovei (graf 10) se ukéazalo, Zze dochazi k ¢aste¢né zkiiZzené reakci
mezi antigeny ze slin Ph. papatasi a protilatkami ze sér hostiteld, kteti byli vystaveni sani
Ph. perniciosus, Ix. ricinus. K nejsiln€j$i pozitivni reakci s antigeny ze slin Ph. papatasi

doslo s anti-Ph. papatasi protilatkami.

Graf 10: Antigeny ze slin Ph. papatasi testované se séry zvifat imunizovanych riznymi
druhy krevsajicich ¢lenovcil (pozitivni kontrola je sérum ziskané z mysi kmene BALB/c,

ktera byla 32 krat vystavena sani Ph. papatasi)
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4.5. Vliv délky imunizace na vyvoj koZnich leishmaniovych 1ézi a na produkci
protilatek proti slinam Phlebotomus duboscqi

Mysi kmene BALB/c byly imunizovany samicemi Ph. duboscqi, podrobné schéma pokusu
je uvedeno v kapitole 3.8. U skupiny 2+0, kterd byla po dobu dvou po sobé jdoucich tydni
vystavena sani Ph. duboscqi a néslednych 15 tydnt do infekce ponechéna bez imunizace,
se prumérné nasalo 33+3 (pramér+SD) samic Ph. duboscqi, u skupiny 15, kterd byla
patnact po sob¢ jdoucich tydni pied infekci vystavena imunizaci Ph. duboscqi, se
primérné nasalo 27+1 samic Ph. duboscqi a u skupiny 2, ktera byla dva tydny tésné pred
infekci vystavena dvakrat imunizaci Ph. duboscqi, se primérné nasalo 23+2 samic Ph.
duboscqi . Velikost 1ézi byla méfena po dobu Sesti tydnit od infekce (graf 11). NarGst
velikosti 1ézi byl u kontrolni skupiny patrny jiz od 2. tydne s maximem v poslednim
méfeném tydnu, kdy plocha léze dosahovala 7,14+2,65 mm®. U ostatnich skupin, které
byly pted infekci imunizovany, probihal vyvoj 1ézi podobné, ale plocha léze byla vyrazné

mensi. V poslednim $estém tydnu dosahovala v priméru 3,88 — 4,19 mm?.

Graf 11: Velikost 1ézi po infekci Le. major
8 -

—o—kontroly
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V pribéhu pokusu bylo od mysi ziskdno sérum ve tfech terminech, ptfed zacatkem
imunizace (preimunni), po ukon¢eni imunizace a zaroven pied infekci (neinfek¢ni) a poté
6. tyden po infekci (postinfekeni). Tato séra byla testovana na anti-Ph. duboscqi protilatky
tiidy IgG (graf 12 a 13). Je patrné, ze vramci skupin 15 a 2+0 se signifikantné 1isi
preimunni sérum od séra preinfekéniho a preimunni sérum od séra postinfekéniho (graf
12). U obou skupin doslo k vyznamnému zvySeni anti-Ph. duboscqi 1gG protilatek vici
ptislusnému preimunnimu séru. U skupin 2 a kontrolni nedoslo k signifikantni nardstu
anti-Ph. duboscqi 1gG protilatek v pribéhu pokusu (graf 12). V grafu 10 mame namétené
hodnoty srovnany podle toho, v jaké fazi pokusu byly odebirdny. Vidime zde, Ze neni
zadny vyznamny rozdil mezi skupinami u preimunnich sér. U mysi po imunizaci je patrné,
ze naméfené hodnoty anti-Ph. duboscqi 1gG protilatek skupiny 2+0 se signifikantné 1i§i od
vSech ostatnich skupin. Jsou vyssi nez u skupiny 2 a kontrolni, ale nedosahuji hodnot
naméfenych u skupiny 15. Hladiny anti-Ph. duboscqi 1gG protilatek u skupiny 15 byly
vyznamné vyS$$i oproti vSem ostatnim méfenym skupindm. U postinfekéniho séra se
signifikantné li§ily hladiny naméfenych anti-Ph. duboscqi 1gG protilatek u skupiny 15 jiz

pouze viici skupiné kontrolni a skupiné 2 (graf 13).

Graf 12: Protilatky proti slindm Ph. duboscqi; (p < 0,05)
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Graf 13: Protilatky proti slindm Ph. duboscqi; (p < 0,05)
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Molekulové velikosti antigeni rozpoznavanych protilatkami IgG z mySi opakované
vystavenych sani samicim Ph. duboscqi jsou zobrazeny v obrazku 5. Skupina 2 a skupina
kontrolni rozpoznavaly jediny antigen ve slinach Ph. duboscqi o velikosti 42kDa. Skupina
2+0 a skupina 15 rozpoznavaly dalSich 8 — 10 antigentl, v rozmezi 15 — 46 kDa. Nejvice
antigenl rozpoznavala skupina 15. Z celkem 11 proteint byly proteiny o velikosti 18 kDa

a 21kDa rozpoznévany jen skupinou 15 (obrazek 7).

54



Obrazek 7: Antigeny ve slindch Ph. duboscqi rozpoznavané 1gG protilatkami ze sér mysi
kmene BALB/c

Kontrolni = neimunizovana skupina, ostatni skupiny (2+0, 2, 15) imunizovany sanim Ph.
duboscqi dle riznych schémat (detailnéji v kapitole 3.7). VSechny skupiny byly infikovany
Le. major v kombinaci s 0,5 zlazy Ph. duboscqi (viz kapitola 3.8.).
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5. Diskuze

5.1. Dynamika protilatkové odpovédi u mysi poStipanych Phlebotomus papatasi

Ribeiro (1987) svymi pokusy vyvratil domnénku, Ze flebotomové jsou ,injekéni
stiikacky®, které by pouze ptendSely leishamanie. Sliny flebotomi, které jsou v priitbéhu
sani inokulovany do hostitele, vyvolavaji imunitni odpovéd (Ribeiro, 1987). Pii
opakovaném sani flebotomi se v hostiteli vytvari bunécna a protilatkova odpoved’ na sliny
flebotomt (Baral a kol., 2000; Volf a Rohousova, 2001; Gomes a kol., 2002; Rohousova a
kol., 2005 A; Gomes a kol., 2007). ZvySené hladiny protilatek tfidy IgG proti slindm byly
namétfeny u mysi, které byly opakované vystavené sani Ph. papatasi (RohouSova a kol.,
2005 A; Vlkova a kol., 2012) a Ph. sergenti (Rohousova a kol., 2005 A).

Pti naSich pokusech se ukédzalo, Ze mysi kmene C57BL/6 produkuji po opakovaném sani
Ph. papatasi protilatky tfidy IgG. Hlavni produkovanou podtiidou byla podtfida protilatek
IgG1. Toto zjisténi koresponduje s poznatky, ze u kmene mysi BALB/c se po opakovaném
sani Ph. papatasi také vytvaii hladiny protilatek IgG. OvSem u kmene mysi BALB/c jsou
to hlavné protilatky podtridy IgGl a IgG2b (Vlkova a kol., 2012). Pfi opakovaném sani
Lu. longipalpis na mySich kmene BALB/c se také projevily zvySené hladiny protilatek IgG
a dokonce se prokazalo, ze doslo ke zvySeni hladiny podttidy protilatek IgG1 (Silva a kol.,
2005). Tato podtiida protilatek, tedy IgG1, byla také nejhojnéji zastoupena v sérech mysi
opakovan¢ vystavenych sani Lu. intermedia (de Moura a kol.,, 2007). VSechny tyto
poznatky nasvédcuji tomu, Ze hlavni produkovanou podtiidou protilaitek u mysi po

opakovaném sani Ph. papatasi je podtiida IgG1.

Pfi naSem testovani se u my$i kmene C57BL/6 vystavenych opakovanému sani
Ph. papatasi neprojevilo zadné zvyseni hladin protilatek podtiid IgG2b, IgG2c a IgG3.
Hladiny téchto protilatek se u mysi opakované vystavenych sani nelisily od hladin u mysi,
které Zadnému sani vystaveny nebyly. U protilatek proti slinam Ph. papatasi u mysi kmene
C57BL/6, na kterych se pét po sobé jdoucich tydnii nasilo v priméru 27 samic
Ph. papatasi doSlo ve 4. tydnu pokusu k signifikantnimu ndrGstu protildtek a poté se
hladiny protilatek IgG a podtfidy IgG1 drZela signifikantné zvySend po zbytek pokusu,
tedy do 27. tydne, kdy byl pokus ukoncen. Po celych 21. tydnli od posledni imunizace se
hladiny protilatek proti slinam Ph. papatasi u mys$i kmene C57BL/6 udrzely s lehkymi
vykyvy na stejné hladiné a byly signifikatné vys$si oproti hladiné protilatek neimunizované
skupiny mysi. Tento signifikatni rozdil v hladinach protilatek proti slindm Ph. papatasi u
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imunizované a neimunizované skupiny byl patrny po celou dobu 21. tydnt od posledni

imunizace u kmene mysi BALB/c (Vlkova a kol., 2012).

Vlkova a kol. (2012) provedli v zavéru pokusu jesté jednu imunizaci a vystavily v 26.
tydnu celého pokusu mysi kmene BALB/c sani Ph. papatasi a doslo k vyraznému zvySeni
hladin protilatek IgG, podtiid IgG1 a IgG2b (Vlkova a kol; 2012). To nasvédcuje, Ze se u
myS$i po dlouho dobu po poslednim sani zachovavaji pamétové bunky (Vlkova a kol;
2012). Tuto ¢ast pokusu, kdy by doslo po delsi dobé bez sani k opetovné expozici samicim
Ph. papatasi, jsme pii pokusu s mySmi kmene C57BL/6 neprovedli z diivodu nedostatku

samic Ph. papatasi.

Vysokou pravdépodobnost existence imunologické pameéti na sani flebotomt nasvédcuje 1
pokus, u lidi Zijici v oblastech vyskytu visceralni leishmanidzy, na kterych pfirozené saji
flebotomové Ph. argentipes (Clements a kol.,, 2010). Lidé byli béhem hospitalizace v
nemocnici umisténi pod ochranné sité, takze na nich v pribéhu 30-ti dni nesali zadny
flebotomové. Po propusSténi z nemocnice a opétovném styku se slinami Ph. argentipes
doslo k vyraznému zvySeni hladin specifickych protilatek (Clements a kol., 2010).
Podobné dynamika sniZeni a rapidniho zvyseni hladiny specifickych protilatek proti slindm
flebotomt u lidi Zijicich ve stejné oblasti byla prokazédna i u protilatek proti slindm
Ph. papatasi. Pti zamezeni styku sani flebotomt na lidech, dojde u lidi ke snizeni hladin
protilatek, avSak dojde-li k dal$i expozici slindm flebotomtl, narist protilatek je rychly a
vyrazny a mize dosahovat vyssich hladin nez pfed zamezenim styku flebotomt s lidmi
(Clements a kol., 2010). U lidi Zzijicich v mist¢ vyskytu Ph. papatasi byly detekovany
protilatky tfidy IgG, ovSem nejvic zastoupena byla podtiida protilatek 1gG4 (Marzouki a
kol.,, 2011). Specifické protilatky byly sledovany i1 u lidi opakované¢ pobodanych
Lu. longipalpis a pouha jedind expozice staCila k vyraznému zvySeni protilatek proti
slinam Lu. longipalpis (Vinhas a kol., 2007). Specifické protilatky proti slindm Lu.
longipalpis byly detekovatelné 1 135 dni po posledni expozici (Vinhas a kol., 2007). U lidi
se po opakovaném sani Lu. longipalpis také vytvaii protilatky tfidy IgE (Vinhas a kol.,
2007).

My jsme neprovadéli jsme zadnou detekci protilatky tfidy IgE z diivodu nedostatku séra
mysi kmene C57BL/6. U mysi kmene BALB/c nebyl zjistén vyznamny rozdil v hladinach
IgE mezi skupinami mysi, které byly vystaveny sani Ph. papatasi a které sani vystaveny

nebyly (Vlkova a kol., 2012).
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Dutlezitost sledovani specifickych protilatek proti slindm flebotomit u pst prokazala
Vlkova a kol. (2011), kdy specifické protilatky podtiidy IgG2 byly oznaceny jako hlavni
ukazatel miry expozice neinfekéniho sani Ph. perniciosus (Vlkova a kol., 2011). Prokéazalo
se totiz, ze u pst vyskytujicich se vendemické oblasti Leishmania infantum dochazi
k negativni korelaci mezi hladinou protilatek proti slindm Ph. perniciosus a hladinou
protilatek proti Le. infantum (Vlkova a kol., 2011). VSechny tyto poznatky mohou poméhat

pii eradika¢nich opatfenich proti leishmanioze.

Na modelu Lu. longipalpis — pes byla sledovana korelace mezi mnoZstvim flebotomul, kteti
na hostiteli sialy a hladinami specifickych protilatek, které hostitel vytvatel
(Hostomska a kol., 2008). Bylo prokazano, Ze hladiny IgG protilatek jsou vys$si u psi, kteti
byli vystaveni vétSimu poctim samic Lu. longipalpis pti jednom sani (Hostomska a kol.,
2008). Také v nasem pokusu se prokazala pozitivni korelace mezi poctem nasatych samic
Ph. papatasi a hladinou protilatek tfidy IgG a podtfidy IgG1 u mysi kmene C57BL/6.
Zavislost hladin protilatek proti slindm Ph. papatasi u lidi korelovala s hustotou vyskytu
tohoto flebotom v misté jeho vyskytu v oblasti Nepalu (Clements a kol., 2010). Pozitivni
korelace poctu nasatych samic Ph. perniciosus byla potvrzena na modelu pes — Ph.
perniciosus (Vlkova a kol., 2011). Také u flebotoma Ph. argentipes byla potvrzena
pozitivni korelace mezi hustotou vyskytu Ph. argentipes a hladinami protilatek u lidi
zijicich v misté vyskytu Ph. argentipes v oblastech Nepdlu a Indie (Clements a kol., 2010).
Pozitivni korelace mezi hladinou protilatek tfidy IgG a poctl nasatych kust byla prokazana
i na zcela odlisSném druhu clenovcd, a sice u plostic rodu 77r. infestans (Schwarz a kol.,
2009 A). K podobnému zavéru dosli i Sanders a kol., (1998 A) kdyz prokazali, ze se
zvySujicim se poctem klist'at Am. americanum a De. variabilis, které sali na kralicich, se u
kralik zvySuji hladiny protilatek IgG proti slindm kliStat (Sanders a kol., 1998 A). Tato
korelace nam umoziluje piedpovidat riziko ptenosu infekce, za predpokladu, ze budeme

schopni urc¢it miru nakazeni daného druhu krevsajiciho ¢lenovce v dané lokalité.
5.2. Charakterizace antigenti a proteintu ve slinnych zlazach Phlebotomus papatasi

Na histogramu z proteinového profilu slinnych 714z Ph. papatasi bylo detekovano celkem
17 proteinli o molekulové hmotnosti v rozmezi od 15,4 kDa do 171 kDa. Pfi¢emz ptes
50 % obsahu slinnych zldz Ph. papatasi tvotila trojice proteinli o molekulové velikosti

23,3 kDa, 48,7 kDa a 44,2 kDa. Nejhojnéji zastoupeny protein byl o molekulové velikosti
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44,2 kDa, jeho podil v obsahu slinnych Zlaz byl 20.6 % a porovnanim s proteomickou
analyzou se na zakladé¢ molekulové velikosti bude zfejmé jednat o tzv. Yellow-related

protein (Valenzuela kol., 2001; Abdeladhim a kol., 2012).

Specifické protilatky u mysi kmene CS57BL/6, které se vytvareli v prubchu pokusu
dynamiky protilatkové odpovédi proti slindm Ph. papatasi jsme otestovali na reaktivitu se
slinami Ph. papatasi. K tomuto testovani jsme pouzili séra z 6. tydne pokusu, tedy séra po
poslednim expozici Ph. papatasi. Tato séra méla naméfena nejvyssi hladiny protilatek IgG
1 podtiidy IgG1. Séra mysi kmene C57BL/6 rozpoznavaly v slindch Ph. papatasi proteiny
o molekulové velikosti v rozmezi 25 — 113 kDa. Mysi kmene BALB/c rozpoznéavaly ve
slindch Ph. papatasi proteiny o molekulové velikosti od 15 do 70 kDa (Vlkova a kol.,
2012). Témét shodny vysledek publikovala Rohousova a kol., (2005 A), kdy zjistily, ze
protilatky ze sér mysi kmene BALB/c, které byly opakované vystaveny sani Ph. papatasi
rozpoznavali ve slinach Ph. papatasi proteiny o molekulové velikosti od 12 do 70kDa
(Rohousova a kol., 2005 A). Na imunoblotu mysi kmene C57BL/6 bylo patrné, ze vyrazné
siln€ji rozpoznavaly antigeny ve slinach Ph. papatasi protilatky podtiidy IgGl. U mysi
kmene BALB/c rozpoznavali proteiny ve slindch Ph. papatasi protilatky tfidy IgG a
podtiidy IgG1 a IgG2b (Vlkova a kol., 2012). Nebyl ovSem pozorovan tak vyrazny rozdil
mezi tiidou IgG a podtfidou IgG1 jako to bylo patrné u mysi kmene C57BL/6.

Specifické protilatky proti slindm Lu. longipalpis vétSiny dobrovolnikii opakované
pobodanych Lu. longipalpis nejCastéji rozeznavaly proteiny ze slin Lu. longipalpis a
molekulové velikosti 45, 44, 43 a 35 kDa (Vinhas a kol., 2007). AvSak protilatky lidi
zijicich v oblasti vyskytu Lu. longipalpis rozpoznavali proteiny ze slin o molekulové
velikosti 15 — 65 kDa (Texeira a kol., 2010). Rozs4hlé¢ spektrum antigeni ve slindch
Tr. infestans rozpoznavaly 1 protilatky tfidy IgG, které byly ziskany od kufat a morcat, na
kterych opakované saly plostice 77. infestans (Schwarz a kol., 2009 A). Protilatky z kurat
rozpoznavaly antigeny o molekulové velikosti 10 — 79 kDa a protilatky z morc¢at antigeny
o molekulové velikosti 14 — 79 kDa (Schwarz a kol., 2009A). CoZ nahravd domnénce, Ze

pro kazdy druh ¢lenovce by se dal vytipovat specificky antigen, ktery je rozpozndvan

protilatkami hostitele a dal by se pouzit jako idedlni marker expozice sani.

K testovani protilatek proti slindm daného ¢lenovce by se nemuseli pouzivat celé slinné
zlazy, ale stacilo by pouzit laboratorné pfipraveny rekombinantni protein. To bylo ostatné

provedeno a odzkouSeno ve studii, kdy byl ve slindch An. gambiae nalezen specificky
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protein s oznacenim gSG6 (Rizzo a kol., 2011). Pfi testovani lidi Zijicich v Burkiné Faso,
v misté kde An. gambiae je jednim z prenasecli malarie, byly v sérech nalezeny pfimo anti-
gSG6 protilatky (Rizzo a kol., 2011). Ze slin 7r. infestans byl ptipraven rekombinantni
protein rTiSP14.6 o molekulové velikosti 14,6 kDa, ktery byl silné rozpozndvan
protilatkami tfidy IgG, které se u hostiteld vytvofili po opakovaném sani ploStice
Tr. infestans (Schwarz a kol.,, 2009 B). Tento rekombinantni protein ovSem nebyl
rozpozndvan protildtkami proti slindm komari nebo flebotomi, coz miize byt velice
vhodné pfi testovani eradikace triatom z oblasti, kde jsou triatomy pienasec¢em Chagasovy
choroby (Schwarz a kol., 2009 B). Ve slinach Tr. infestans byl nové objeven protein o
molekulové velikosti 35 kDa, ktery byl rozpoznavan protildtkami hostitelii, na kterych sali
rizné kolonie a rGznd vyvojova stddia Tr. infestans (Dorndkovd a kol, 2014).
Rekombinantni proteiny byly také pfipraveny ze slin Ph. papatasi, kdy tyto proteiny byly
testovany se séry od mysi kmene BALB/C, které byly opakované vystaveny sani Ph.
papatasi a které méli signifikantné vyssi hladiny protilatek, oproti kontrolnim mys$im, na
kterych samice Ph. papatasi nesdly (Vlkova a kol.,, 2012). Jednalo se celkem o 4
rekombinantni proteiny, pficemz dva znich rPpSP44 a rPpSP42 patii do skupiny tzv.
Yellow-related proteinii, a dal§i dva rPpSP30 a rPpSP28 do skupiny D7-related proteinti
(Valenzuela a kol., 2001). S nejvétsi intenzitou byl protilatkami proti slinam Ph. papatasi
rozpoznavan rekombinantni protein s oznacenim rPpSP30, ale k tomu rozpoznani nedoslo
u vSech mysich sér. Takze pokud by se hledal spolehlivy rekombinantni protein, ktery by
mél slouzit jako marker expozice sani Ph. papatasi, bylo by nejlépe vyuzit kombinaci vyse
zminovanych rekombinantnich proteinti (Vlkova a kol., 2012). Rekombinantné ptipravené
proteiny ze slin Ph. papatasi byly testovany také se séry ziskanych od déti, ktefi ziji
v Tunisku, v oblastech vyskytu kozni leishmanidézy a méli vysoké hladiny protilatek 1gG
proti slindm Ph. papatasi (Marzouki a kol., 2012). Zatimco rekombinantni protein
s ozna¢enim rPpSP30 bych rozpoznavan velice slabé€, druhy testovany protein s ozna¢enim
rPpSP32 byl silné rozpoznavan lidskymi séry. Tento protein se tedy jevi, jako vhodny
kandidat pro testovani expozice lidi slinam Ph. papatasi ve velkém métitku (Marzouki a
kol., 2012). Také u dalSiho rodu Phlebotomus, konkrétné u druhu Ph. perniciosus byly
piipraveny a otestovany rekombinantni proteiny pravé ze slin tohoto flebotoma, které byly
silné rozpoznavany specifickymi protilatkami, které se tvofili u mysi kmene SKH1 a u psti
rasy bigl, ktefi byly opakované vystaveni sani Ph. perniciosus (Drahota a kol., 2014).
Konkrétné se jedna o protein rSP03B, ktery patii mezi tzv. Yellow-related proteiny, a déle
pak o apyrazy s oznaenim rSPOIB a rSPOl. Zda se byt velice vhodné vyuZiti téchto
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proteinli pro proveéfovani psich sér v oblasti vyskytu viscerdlni leishmaniozy, kde by se
pomoci testovani ziskala mira expozice sani Ph. perniciosus a tim moznost pfenosu
Le. infantum na psy, pfipadné na lidi (Drahota a kol., 2014). Rekombinanti proteiny, které¢
by byly rozpoznavané specifickymi protildtkami u opakovan¢ imunizovanych hostitelii
byly nalezeny i u flebotoma Lu. longipalpis (Souza a kol., 2010; Teixeira a kol., 2010).
Konkrétné se jedna o rekombinantni proteiny s oznacenim LIM11 a LIM17 a daji se vyuzit
jako vhodny marker expozice sani Lu. longipalpis (Souza a kol., 2010; Teixeira a kol.,

2010).
5.3. Specifita protilatkové odpovédi proti slinam Phlebotomus papatasi

Po opakované expozici mysi kmene BALB/c a C57BL/6 sani pramérné 28 samicim Ph.
papatasi jsme na sérech ziskanych od téchto dvou skupin mysi, testovali schopnost
protilatek reagovat s antigeny jinych druhii flebotomi, komart, klistéte a plostice. Nebyla
nalezena 7zadnd zkiizend reaktivita ani vramci rodu Phlebotomus (Ph. argentipes,
Ph. duboscqi, Ph. perniciosus) ani se slinami komari (Cu. quinquefasciatus, Ae. aegypti),
klistéte (Ix. ricinus) a plostice (7r. infestans). Ke stejnému vysledku, kdy nebyla nalezena
zadna zkiiZzend reaktivita anti-Ph. papatasi protilatek s dal§imi rody Phlebotomus
publikoval jiz Volf a kol. (2001), kdy protilatky proti slindm Ph. papatasi ziskané
z opakované satych mysi nereagovaly s antigeny ze slinnych Z14z Ph. perniciosus ani Ph.
halepensis (Volf a kol., 2001). Zktizené reaktivité mezi slinami rznych druhd flebotomi
se vénoval také Drahota a kol. (2009), ktery popsal, ze protilatky ziskané od mys$i kmene
BALB/c po opakovaném sani Ph. sergenti plné rozpoznavali antigeny ve slindch
Ph. sergenti a Castecn€ rozpoznavali antigeny ve slindch Ph. papatasi, ale zadné antigeny
ve slinach Ph. arabicus (Drahota a kol., 2009). Druh Ph. papatasi patii k flebotomlim tzv.
Starého svéta a séra ziskand od lidi, ktefi ziji v misté¢ vyskytu tohoto druhu flebotoma, u
kterych je velice pravdépodobné, Ze byli opakované vystaveni sani Ph. papatasi
nereagovali se slinami Lu. longipalpis, ktery patii k flebotomim tzv. Nového svéta

(Rohousova a kol., 2005 A).
5.4. Specifita antigenu slinnych Zlaz Phlebotomus papatasi

Zktizenou reaktivitu antigenli ze slinnych Zlaz Ph. papatasi jsme testovali pomoci sér
ziskanych ze zvifat, na kterych opakované sali jednotlivé druhy flebotoma (Ph. papatasi,
Ph. argentipes, Ph. perniciosus, Ph. duboscqi), komari (Cu. quinquefasciatus,

Ae. aegypti), plostice (Tr. infestans) a klistéte (Ix. ricinus). Nejsilnéji antigeny ve slindch
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Ph. papatasi rozpoznavaly protilatky ziskané po opakovaném sani Ph. papatasi. Antigeny
ve slinach Ph. papatasi ovSem Castecné rozpoznavali i protilatky ze sér hostitelt, ktefi byli
opakované vystaveni sani Ph. perniciosus, Ix. ricinus. Pro vyssi validitu vysledkii by mél
byt pokus zopakovan, byl proveden pouze jednou. Urcitd zkiizena reaktivita je patrna
v rdmci rodu Phlebotomus u druh Ph. sergenti a Ph. papatasi (Drahota a kol., 2009) a
mezi druhy Ph. perniciosus a Ph. halepensis (Volf a Rohousova, 2001). Také u komarii
v ramci rodu Aedes je patrné, Ze nékteré antigeny ve slindch jsou shodné (Fontaine a kol.,
2011; Doucoure a kol., 2012). Protilatky proti slindm konkrétniho druht krevsajiciho
¢lenovce mohou zkiiZzené reagovat s antigeny, které jsou podobné u jiného krevsajiciho
¢lenovce. Mohou mit naptiklad podobnou imunomodula¢ni funkci pro hostitele, nebo patii
do stejné rodiny proteint. Proto je dualezité u kazdého druhu najit pouze antigen, na ktery

odpovidaji pouze protilatky proti stejnému druhu ¢lenovcee, z jakého byl antigen ziskén.

5.5. Vliv délky imunizace na vyvoj koZnich leishmaniovych 1ézi a na produkeci

protilatek proti slinam Phlebotomus dubosqi

Bylo prokazano, ze u hlodavci, ktefi byly opakované vystaveni sani neinfikovanych
flebotomt se vyvinula urcita slinami vyvolana buné¢na imunita, kterd hlodavce chrani pred
kozni nebo visceralni lesishmaniovou infekci (Belkaid a kol., 2000; Kamhawi a kol., 2000;
Morris a kol., 2001; Valenzuela a kol., 2001; Gomes a kol., 2008; Oliveira a kol., 2008;
Rohousova a kol., 2011; Tavares a kol., 2011).

V nasem pokusu jsme se snazili namodelovat rizné ptirodni podminky, jak mtze hostitel
ptijit do styku se slinami ptenaSece Le. major, se slinami Ph. duboscqi, a naslednou
leishmaniovou infekci. MysSi kmene BALB/c byly opakované vystaveny expozici sani
Ph. duboscqi s riznym ¢asovym dostupem, pied inokulaci leishmanii spolu se slinami.
Schéma pokusu je podrobné popsano v kapitole 3.7.. Vyvoj koznich 1ézi byl od doby
podani infekce sledovan po dobu 6. tydnli od infekce a na konci sledovani byly 1éze u
kontrolni skupiny my$i v priméru rozmérové dvojnasobné, oproti zbylym tiem skupinam,
které byly pted infekci vystavené imunizaci Ph. duboscgi. U téchto tfi skupin mysi byly
1éze na konci pokusu srovnatelné velké, lisila se ovSsem dynamika vyvoje 1ézi po infekci.
Kdy u skupiny 15, ktera byla patnact po sobé jdoucich tydnl pifed infekci vystavena
imunizaci Ph. duboscqi doslo jiz ve 2. tydnu po infekci k vyrazn€ vétSimu vyskytu 1€zi,
které jiz byly zfetelné a méftitelné. Pti naslednim méteni 1€zi ve tfetim tydnu po infekcei jiz

ale byly nejCastéji a nejrozsdhlejsi 1éze u kontrolni skupiny mysi. Tento trend, kdy
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kontrolni skupiny mysi méla léze v priméru nejvétsi, byl sledovan az do Sestého tydne
sledovani vyvoje koznich 1ézi. U skupin mysi, 2+0, 2 a 15, které byly opakované
vystaveny sani Ph. duboscqi jiz pted podanim infekce, se po podéani infekéni davky
leishmanii se slinami Ph. duboscqi vytvorili méné destruktivni a ploSné méné rozsahlé
kozni léze, nez u kontrolni skupiny mysi, kterd se nikdy pied poddnim infekéni davky se
slinami Ph. duboscqi nesetkala. K jasnéjsimu vysledku, jak ¢asto a jak dlouho pted infekci
by mél hostitel pfijit do kontaktu se slinami daného pfenasece, poskytnul pokus, ktery byl
testovan na stejném modelu, mySi kmene BALB/c — Ph. duboscqi — Le. major (Rohousova
a kol., 2011). Prokdzali, Ze nejucinnéjsi protektivita je hostiteli udélena, pokud se se
slinami pfenasSece setkd kratce pted infekci a s méné Castym opakovanim expozice sani
Ph. duboscqi (Rohousova a kol., 2011). Pfedchozi expozice sani Ph. papatasi ud€luje
protektivitu proti kozni leishmaniéze vyvolané Le. major u mysi kmene BALB/c 1 mysi
kmene C57BL/6 (Belkaid a kol., 1998; Belkaid a kol., 2000; Kamhawi a kol., 2000).
Vzhledem k tomu, Ze jsme nedostali jasny fenotyp odliSujici jednotlivé imunizované

skupiny, ned¢lali jsme podrobné;jsi testy typu kvantitativni PCR.

Jelikoz byly mysi opakované vystavené sani Ph. duboscqi, tak byla mySim v pribéhu
pokusu odebirana séra a tyto séra jsme testovali na miru hladiny protilatek proti slindm
Ph. duboscqi. U vSech preimnunnich sér byla namétena stejna velice nizk4 hodnota, kterou
lze vzhledem k tomu, Ze mysi se do zacatku imunizaci se slinami Ph. duboscqi nesetkali za
negativni hodnoty. U preinfek¢nich sér v porovnani s preimunnimi séry jiz byly naméfeny
vyrazné rozdily v hladinach IgG protilatek proti slindm Ph. duboscqi u skupiny 2+0 a
skupiny 15. U skupiny 15 byly naméteny v ramci vSech preinfekénich sér nejvyssi hladiny
specifickych protilatek proti slindam Ph. duboscqi. Tento fakt odpovidd poznatkiim o
pozitivni korelaci mezi namétenymi hladinami protilatek a mnoZstvim flebotoma, které na
hostiteli saly (Hostomska a kol., 2008; Clements a kol., 2010; Vlkové a kol., 2011; Vlkova
a kol.,, 2012). Na konci pokusu byla odebrana tfeti sada sér a opét byla testovana na
hladiny protilatek proti slindim Ph. duboscqi. U této sady sér mély skupina 2 a kontrolni
skupina v porovnani se sérem odebranym tésn¢ pied imunizaci hladiny protilatek lehce
zvysené, ale nebylo to néjaké rapidni zvysSeni. Divodem je pravdépodobné fakt, ze
kontrolni skupina se setkala se slinami Ph. duboscqi poprvé a skupina 2 teprve potieti, coz
jesté nevyvolalo signifikantni zvySeni. U mys$i kmene BALB/c dochézi k signifikantnimu
zvySeni hladin protilatek tfidy IgG proti slindm Ph. papatasi az po ¢tvrté imunizaci slinami

Ph. papatasi (Vlkova a kol, 2012). Ikdyz u psi opakované exponovanych sani
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Lu. longipalpis k signifikantnimu zvySeni hladin protilatek ttidy IgG dochézi jiz po treti
imunizaci (Hostomska a kol., 2008). U postinfek¢énich sér skupiny 2+0 a skupiny 15 je
viditelny rostouci trend hladiny protilatek v porovndni s hladinami protildtek u sér
preinfekénich, je pravdépodobné, ze pii infekci, kdy infekéni davka obsahovala sliny
Ph. duboscqi, vyvolala silnou reakci pamét'ovych bunck a doslo k dalSimu zvySeni hladin
protilatek tfidy IgG. Existenci pamétovych bunek predpovidaji pokusy, kdy po opakované
expozici slindm flebotoml, miZe jedind davka slin tohoto flebotoma vyvolat rapidni

zvySeni specifickych protilatek (Clements a kol., 2010; Vlkova a kol., 2012).

Z divodu nejvysSich dosazenych hladin protilatek, zejména u skupiny 15 a 2+0, jsme
postinfekéni séra, kterd jsme od mysi ziskali az po ukonc¢eni sledovani vyvoje koznich 1ézi,
otestovali na schopnost protilatek rozpoznavat antigeny ve slindch Ph. duboscqi. Protilatky
proti slindm Ph. duboscqi u mysi skupiny 2 a kontrolni skupiny rozpoznavaly ve slinach
jediny antigen o molekulové velikosti 42 kDa. V pokusu, ktery provedli Rohousova a kol.
(2011) protilatky skupin mys$i s oznacenim 2 a kontrolni skupiny nerozpoznavaly ve
slinach Ph. duboscqi zadné antigeny (RohouSova a kol., 2011). Protilatky mysi skupiny
2+0 v zavislosti na séru rozpoznavaly ve slinach Ph. duboscgi 8 - 10 antigeni o
molekulové velikosti od 15 do 46 kDa. Nejvice antigenti ve slinach Ph. duboscqi
rozpoznavaly protilatky mysi skupiny 15, celkem bylo rozpoznano 11 antigenli o
molekulové velikosti v rozmezi 15 — 46 kDa. Protilatky mysi skupiny 15 rozpoznavaly
jako jediné ve slinach Ph. duboscqi antigeny o molekulové velikosti 18 kDa a 21 kDa.
Nejvice antigentt ve slinach Ph. duboscqi rozpoznavaji protilatky mySi nejcastéji

imunizované skupiny (RohouSova a kol., 2011).
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6. Souhrn

V nasich pokusech jsme zjistili, Ze opakované sani Ph. papatasi na mysich kmene
C57BL/6 vyvolava torbu specifickych protilatek t¥idy IgG. Hlavni skupinou tfidy
IgG protilatek byly protilatky podtiidy IgG1. Nartst protilatek ttidy IgG a podttidy
IgG1 v porovnani s kontrolni skupinou mysi je signifikatni jiz po tfetim sani.
Specifické protilatky byly v sérech mysi detekovatelné 1 21 tydnii po posledni
imunizaci. Také jsme potvrdili pozitivni korelaci poctu nasatych Ph. papatasi a
hladin protilatek tiidy IgG a podtiidy IgG1. Specifické protilatky proti slindm Ph.
papatasi rozpoznévaly ve slinach Ph. papatasi shodnou $kélu antigenii a sice
antigeny o molekulové velikosti 25 - 113kDa, silnéji tyto antigeny rozpoznavaly

protilatky podtfidy IgGl1.

Pti testovani sér mysi kmene BALB/c a C57BL/6, ketré byly opakovan¢ vystaveny
sani Ph. papatasi s antigeny jinych druhl krevsajicich clenovcl se neprojevila
zadna zkiizena rekace. Anti-Ph. papatasi protilatky nereagovali se slinami Ph.
argentipes, Ph. duboscqi, Ph. perniciosus, Cu. quinquefasciatus, Ae. aegypti, Ix.
ricinus, Tr. infestans. K ¢astecné zktizené reakci doslo pii testovani pozitivnich sér

s protilatkami anit-Ph. perniciosus a anti-Ix. ricinus s antigeny Ph. papatasi.

Pii sledovani vlivu délky imunizace na vyvoj koZnich leishamniovych 1ézi se nam
nepodafilo zcela jasné urcit fenotyp odliSujici jednotlivé imunizované skupiny.
Ovsem velikost koznich 1ézi u imunizovanych skupin byly vyrazné¢ mensi nez u
neimunizované skupiny. V tomto pokusu jsme také sledovali vyvoj protilatek
protilatek proti slinam Ph. duboscqi u vSech skupin. Nejvyssi hladiny protilatek
ttidy IgG byly naméfené u nejcastéji imunizované skupiny. Specifické protilatky

této skupiny také rozpozndvali nejvice antigent ve slinach Ph. duboscqi.
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7. Prilohy

7.1. Proteinové profily slinnych Zlaz riznych druhi krevsajicich ¢lenovcii

Metodou cipové elektroforézy (viz kapitola 3.14.) jsme testovali vzorky slinnych Zlaz
riznych krevsajicich druht ¢lenovcl. Pro proteinové profily slinnych zldz byly pouzity
slinné zlazy uvedené v kapitole 3.14. a dale slinné Zlazy Aedes albopictus (ziskany z
laboratornich chovit PaU BC AV CR), Lutzomyia longipalpis (pivodcem z Brazilie),
Ctenocephalides felis (ziskany z laboratornich chovli firmy Bayer Health-Care AG,
Leverkusen, Némecko). U vzorkil slinnych zldz Pediculus humanus a Culicoides

nubeculosus se nam nepodafilo zjistit ptivod.

Tento pokus byl proveden pouze jednou. Pro dalsi opakovani by bylo vhodné napitvat si

cerstvé slinné zlazy krevsajicich Clenovcil.

Profily proteinti ve slinach krevsajicich ¢lenovci (obrazek 8). Na ¢ipové elektroforéze bylo
detekovano ve slinach flebotomi Phlebotomus papatasi 17 proteini v rozmezi 15 — 171
kDa, Phlebotomus argentipes 15 proteinll v rozmezi 15,43 — 238,45 kDa, Phlebotomus
duboscqi 18 proteinii v rozmezi 9,5 — 227,82 kDa, Phlebotomus perniciosus 20 proteinli
v rozmezi 9,83 — 239,59 kDa, Lutzomyia longipalpis 23 proteint v rozmezi 10,28 — 227,19
kDa, ve slinach komarti Culex quinquefasciatus 17 proteinli v rozmezi 10,88 — 198,02 kDa,
Aedes albopictus 17 proteinii v rozmezi 13,73 — 120,9 kDa, Aedes aegypti 20 proteinli
v rozmezi 9,39 — 226,47 kDa a ve slindch Triatoma infestans 24 proteind v rozmezi 9,11 —
24291 kDa, Ixodes ricinus 9 proteini vrozmezi 11,2 — 235,07 kDa, Culicoides
nubeculosus 7 proteinit v rozmezi 9,49 — 224,67 kDa, Ctenocephalides felis 5 proteinil

v rozmezi 10,94 — 142,7 kDa, Pediculus humanus 11 proteint v rozmezi 11,1 — 97,02 kDa.
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7.2. Bioinformaticka analyza aminokyselinovych sekvenci proteinii ze slinnych zZlaz

Phlebotomus papatasi

V databazi GenBank jsme si dne 19.6.2012 vyhledali aminokyselinové sekvence proteinti
ze slinnych zlaz Phlebotomus papatasi (kliCova slova: Phlebotomus papatasi AND
salivary). Sekvence jsme analyzovali pomoci vybranych aplikaci dostupnych na strankach
Centra pro analyzu biologickych sekvenci pii Danské Technické univerzité
(http://www.cbs.dtu.dk/ services): SignalP 4.0 pro vyhledani signalni sekvence (Petersen a
kol., 2011), BepiPred 1.0 pro vyhledani linearnich B-epitopii (Larsen a kol., 2006) a
NetNGlyc 1.0 pro vyhledani potencialnich mist pro N-glykosylaci (Gupta a kol., 2004).

V proteinech popsanych k datu 19.6.2012 slinnych zlaz Ph. papatasi byly s pouZzitim volné
dostupnych analytickych nastrojii detekovany pravdépodobné signalni sekvence, B-epitopy
a N-glykosylace (obrazek 9). B-epitopy byly nalezeny u vSech testovanych proteind, v
poctu od 4 po 19 B-epitopt na sekvenci. Délka B-epitopti se pohybovala v rozmezi od 1
aminokyseliny (apyrdza, 30 kDa, 28 kDa, 44 kDa, 42 kDa, 15 kDa, 14 kDa a 12 kDa
proteinu) az po 137 aminokyselin u 32kDa proteinu. Primérna délka B-epitopu je 9
aminokyselin. Pravdépodobnd glykosyla¢ni mista byla nalezena v apyraze (N17 a N209) a
v proteinech o molekulové velikosti 44kDa (N29 a N83), 12 kDa (N22 a N122), 15 kDa
(N22) a 29 kDa (N152). V proteinech o molekulové velikosti 30 kDa, 28 kDa, 42 kDa, 32
kDa, 14 kDa nebyla detekovana Zddnad moZzna mista N-glykosylace.

Obrazek 9: Bioinformatickd analyza proteinii ze slinnych zlaz Phlebotomus papatasi
Aminokyselinova sekvence je vzdy uvedena identifikacnim cislem (GenBank accession
number) a ndzvem proteinu. Pravdépodobné signélni sekvence jsou zvyraznény tucné,
podtrzenim jsou zvyraznény B-epitopy a Sedym zvyraznénim jsou oznaceny potencialni N-
glykosyla¢ni mista.

AAG1T63T - apyraza

MFLKFCIVAFAICLSINLSEGAPRSGTIYNFAIADLDKKSISPENDNNYKSIVKVGELIEVGDKY 66
SVEMKKEDHEIFTRY AYKGRGAELSEFLIYKWKLY TFDDKSGIVFRLKTNADLIPWVTLANGN 129
GDQTDGFRAEWATTKGDEKMYVGSTGISFTDEKTGKLNSNSLWIKEIDQDGKVQSLDWKEQYD 190
KIKSAMKIPNGFIWHEAVNWSKLENQWVFLPRKCSERPFDTKTEETIGCNKINIASENFEIKSIQ 256
IKGKSINRAAGFSSFKFLPDSDDQILLALKTIEKDDKTATYITVIDITGRVLMPEMQINSDKYEGIV 323
LLKSTEGFLKRSQ 336
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AAL11052 - 44 kDa protein

MKFFLSVIALASFQYVFCODDVERFYAWRNITFEDVKEGTYKPGDVIPTGVTHDAKTKKLYFGY 63
PREYSNIPYTLAEIDTRNYNRSEIRSPPFSKFNSQSGKEFTSIYQPVIDDCRRLWVLDVGQVD 126
YKKHGNEYPTKNPEIAFDLNQEGNPEVHRYKLEGDVARSPLGFGGFAVDVINPNGNCAKSD 188
ETYLYITNFIDNALIVYDMKNKNAWKFNDDSFKPEPGKSVFNHKGEQYSYIAGIFGITLGDRNK 252
DGHRPAYYIAGSSTKVYSVNTASLKEKGASLKPRLLGERGFKTEAIALAYDPKTKVIFFVESDS 316
RQVSAWNIQKELIPKNVGVIY TNAYFVFGTDIMVDADSTLWFMSNAHPPTELPKLDFDKRQIRL 380
MYVPTHRAIRNLPCEVRKPK 400

AAL11051 - 42 kDa protein

MMKLILCVLSFLSLQVALSDDVGRAYEWSEIKLVGVRPNAYDSGNIVPTGVAY DAASKMLFF 62
GIPRIYSRVPITFAQLSTRSYNSAEIPNPPLDKFSGKSKQPLTSVYQPVIDDCRRLWVLDVGIVE 127
NEAERKTYPIKKPSLIAFDLTKSNYPEIHRYELTGEAGKNPLGY GGFAVDVWNPKRCSDKNEK 190
TYIYIANFDENSLIVYDKKKGEAWSLKDDSFKPEGVTTFTLNGKEHKFKAGIFGIALGDRNKEGMN 255
RPAYYLAGSSTKLYRLDTKLLKKKGSKLEPKLIGDR GEKTEAIALAYDPETKVLFFAEADSRQVS 320
CWNIKHELKPENVGVIYANPNFNFGTDIMVDSKGFLWFMSNGQPPIDEKMEYDVPQIRLMKVK 383
TKRAIKGEKCQG 395

AAL11049 - 30 kDa protein

MKRYVQCLVFFSILGLGY SWRFPENGDQTYWAFNTCQRQTTDIESVKLWDQWLLPNMNAATH 61
CYIKCVFIHLGFYNEQEKAINIDAVKKQFKSRGLEIPKDIKSLSGRTDGSCKALYEKTIPFFKNNF - 127
QNLRIAFYGTREESDKWFAKHPEVKPKRTRVSEFCTAEKEKGETKNCRRACSLYYYRFVDED 189
YQPIYFRKLDIAGITDKQINDCRDKAREKKGCKVGDALYRCLRLINKQGLIATMERLDIESWKY 253

AAL11050 - 32 kDa protein

MSGHILTVGLIVVVAHCATLSSSASTIPIQSQGKDFPVPEVSEQTDDFYDDKFYPDISDDNIMEY 65
VEDNGRKGGDRGSKSTPSGKESHPTATQTSGRRPSQSPCGESRPSGSATSGRRPSAUSPRGE 126
SLPPATLAGRONSRQUDRRONKKAPDLSKY KNSPAKYIFTTGNVDSGKTPDEERIFRTNRAEY 189
VLATGGPYDNYVVEIIDGPNPNDISLKQSTTMGGDSKLILDNPNRNTIVGRIKTFKA 246

ABAS4266 - 29 kDa protein

MLKIKHLAVIVVLFVTVQSQTDYCDRELCKSGNGEVRPHIGCNNGGQLAGNCPSDTEIVVLT 62
EKQKNLFLKIHNRLRDRFARGAVKPFKPAAKMPMLKWNDELAKLAEFNVKTCKFAHDKCRA 123
TEICRYAGQNLGAMQSYPNFLDINVAIKNITREWFREYKDATQANTNKFTSGSNKGKQIGHFT 186
AFIHEKSDKVGCAVAKFTNDHSFKECLIACNYCY TNMMNEPIY TKGKPCSQCRKKQCGLVYK 248
NLCPEDEEVDTTPEVLKKHRRGGQ 272

AAL11048 - 28 kDa protein

MNAVITSLVFLSLVGLGYSWKYPRNADQTLWAFRTCQRRESDNMNILKKWYTWELPNDEKTHC 62
YVRKCVWIHLGLY SKNTKSLRVNKIEKQF TSRGVAIPSDLKSMEGETDGSCKAINDKTISFFNNNY - 127
ADLRTAFYGTIEESNEKWY AQNPDVKPKGTKISKFCKAKNRE QGESNCKHACSAYYYRLVDEDE 180
EPIHFRLLEIKGFSNEDIDECTKQTSGGAQGCARSDALYDCLKNEKSAALEAAL QILDDQSARTY 254

AAL11047 - 15 kDa protein

MKYLGLALISAVFLIG TCQAENPSKKCEEKFKNDASKMACIPHCKYQYYGFVAMDNNIAKPE! 63
RTFSNVLIKYNVVDKSLKADIRKIMHECAKKVKKQAREDSHWLNGRTTINYYRCILTDKRIGPQ 127
RFDRAIQEYDKTINI 142
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AAL11046 - 14 kDa protein

MKYLFAFVIIPLLYAEIAFGFEHPEAFCIKKHKDTDFECILHCKFKYYNFVDDKYNIKDYHIRNLA 66
DFLINYNVVPANKRRNVEAHLRSCVAKSIKKHRTPSCDSIFSYYTCITDEKLIYFNDYDNAIRRY 131
DQTLTVWWTRKN 142

AAL11045 - 12 kDa protein

MKYFVVALISAVFFIGICQALNPSRKCRLDYKDKVISESCILHCEYKAY GEANDKYDIKRKQIDQ 65

FVDVLINGKAVASDKRQKLENLLRGCANKARGKNPKLGCHTSIDYYRCIVADQKLINYSKFVGA 129
HAYDKKINLN 140
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