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ABSTRAKT 

 

Cílem této práce bylo zmapovat glykosylaci a antigenní vlastnosti slinných proteinů dvou 

druhů flebotomů, Phlebotomus perniciosus a P. orientalis, kteří jsou významnými vektory 

viscerální leishmaniózy. 

 Pomocí afinoblotu se značenými lektiny jsme prokázali, že řada slinných proteinů 

obou studovaných druhů flebotomů je N-glykosylována, přítomnost O-glykosylací nebylo 

možné potvrdit. Úroveň N-glykosylace většiny těchto proteinů je poměrně nízká, větší 

množství potenciálních N-glykosylačních míst bylo nalezeno pouze v aminokyselinových 

sekvencích hyaluronidázy P. orientalis a endonukleáz obou testovaných druhů. Pro expresi 

v bakteriálním expresním systému byly vybrány čtyři slinné antigenní proteiny 

P. perniciosus, z nichž dva proteiny (PpeSP01 a PpeSP01B) nebyly glykosylovány a 

úroveň glykosylace zbylých dvou proteinů (PpeSP03B a PpeSP07) byla nízká. 

 Antigenní vlastnosti čtyř vybraných rekombinantních proteinů P. perniciosus byly 

následně testovány prostřednictvím imunoblotu a ELISA testů. Během počátečních pokusů 

se séry experimentálně exponovaných psů se dva proteiny (rSP07 a rSP01B) ukázaly jako 

nevhodné a byly tudíž z dalších experimentů vyřazeny. Rekombinantní proteiny rSP03B a 

rSP01 byly rozeznávány stejnými IgG protilátkami jako nativní formy těchto proteinů ze 

slinných žláz P. perniciosus. Antigenní reaktivita těchto dvou proteinů byla dále testována 

se séry psů přirozeně exponovaných P. perniciosus. Protilátková odpověď psích sér proti 

yellow-related proteinu rSP03B a jeho kombinaci s 35,5 kDa apyrázou rSP01 pozitivně 

korelovala s protilátkovou odpovědí proti celým slinným žlázám P. perniciosus. Hodnoty 

korelačních koeficientů byly celkově vyšší pro samotný protein rSP03B, i dynamika 

protilátkové odpovědi proti samotnému yellow-related proteinu lépe odpovídala hodnotám 

očekávaným vzhledem k sezónním změnám v populaci flebotomů. Naše pokusy prokázaly, 

že yellow-related protein rSP03B lze využít ke stanovení expozice psů flebotomům 

P. perniciosus a že v imunologických studiích může plně nahradit celé slinné žlázy. 

 

Klí čová slova: Phlebotomus perniciosus, glykoprotein, afinoblot, IgG, ELISA, imunoblot, 

rekombinantní protein, yellow-related protein 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The goal of this study was to map the glycosylation pattern and antigenic properties of the 

salivary proteins of two closely related sand fly species, Phlebotomus perniciosus and 

P. orientalis. Affinity blotting with commercially available lectins revealed that many 

salivary proteins of these species are N-glycosylated, while the presence of  

O-glycosylation could not be confirmed. The level of N-glycosylation of most of these 

proteins is quite low, a larger number of potential N-glycosylation sites were found only in 

the amino acid sequences of P. orientalis hyaluronidase and endonucleases of both species 

tested. Four antigens from P. perniciosus salivary glands were selected for expression in a 

bacterial expression system; two of these proteins (PpeSP01 and PpeSP01B) were not 

glycosylated and the glycosylation level of the remaining two (PpeSP03B and PpeSP07) 

was low. 

The antigenic properties of the four chosen recombinant proteins were subsequently 

tested using immunoblot and ELISA. During the initial experiments with the sera of dogs 

experimentally bitten by P. perniciosus, two proteins (rSP07 and rSP01B) were proven 

unsuitable and they were excluded from further experiments. Recombinant proteins 

rSP03B and rSP01 were recognized by the same IgG antibodies as the native forms of 

these proteins from P. perniciosus salivary glands. Their antigenic reactivity was further 

tested with the sera of dogs naturally exposed to P. perniciosus bites. Antibody response of 

canine sera against yellow-related protein rSP03B and its combination with 35,5 kDa 

apyrase rSP01 positively correlated with antibody response against the whole salivary 

glands of P. perniciosus. The correlation values were however higher for the yellow-related 

protein itself; moreover, dynamic of the antibody response against the yellow-related 

protein itself agreed better with the values expected considering the seasonal changes in 

sand fly population. We proved that yellow-related protein rSP03B could serve as a good 

marker of canine exposure to P. perniciosus sand flies and can replace whole salivary 

glands in immunological tests. 

 

Key words: Phlebotomus perniciosus, glycoprotein, affinity blotting, IgG, ELISA, 

immunoblot, recombinant protein, yellow-related protein 
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1. ÚVOD 

 

Flebotomové jsou přenašeči řady onemocnění, z nichž nejvýznamnější jsou leishmaniózy. 

Viscerální leishmanióza se vyskytuje i v oblastech kam často míříme za rekreací. Takovou 

oblastí je např. jižní Itálie, kde došlo v posledních 25 letech k velkému nárůstu počtu 

případů jak u dětí, tak i u dospělých (Gramiccia a kol., 2013). V Jižní Evropě je 

přirozeným rezervoárem tohoto onemocnění nejčastěji pes, nejdůležitějším a nejvíce 

rozšířeným přenašečem v Itálii je Phlebotomus perniciosus (Gramiccia a kol., 2013). 

V naší práci jsme se proto zaměřili zejména na sledování protilátkové odpovědi psů proti 

rekombinantním slinným proteinům tohoto druhu flebotoma a následně jsme se věnovali 

možnosti využití této odpovědi ke stanovení, jak mnoho byli psi flebotomy pobodáni. 

Rekombinantní proteiny lze exprimovat v různých buněčných liniích prokaryotních 

nebo eukaryotních organismů, z nichž nejznámější je bakteriální expresní systém 

Escherichia coli. Z nižších eukaryotních organismů se nejčastěji využívají kvasinky Pichia 

pastoris nebo Saccharomyces cerevisiae. Z vyšších eukaryot se pro expresi 

rekombinantních proteinů nejčastěji využívá linií hmyzích buněk Sf9 pocházející z motýla 

Spodoptera frugiperda a savčích buněk získaných z ledvin opic, křečků či lidí. Tyto 

expresní systémy se mezi sebou odlišují nejen složitostí kultivace buněk, rychlostí, cenou a 

výtěžností výroby proteinů, ale i rozdílnou schopností glykosylovat exprimované proteiny 

(shrnuto v Schmidt & Hoffman, 2002; Brooks, 2004; Yin a kol., 2007). Zatímco E. coli 

není vůbec schopna glykosylovat proteiny, eukaryotní systémy tuto schopnost mají. 

Většina glykanů tvořená kvasinkami se značně liší od savčích či hmyzích glykanů, a je 

nejčastěji tvořena velkým množstvím manosových zbytků. Kvasinky navíc mohou 

glykosylovat i proteiny, které v nativním stavu glykosylovány nejsou (Cregg a kol., 2000). 

Také savčí a hmyzí glykany se od sebe v mnohém odlišují. Pro syntézu rekombinantních 

antigenů flebotomů je tedy vhodné vybrat buďto hmyzí expresní systém, kde je ale exprese 

velmi časově, technicky i finančně náročná, nebo použít prokaryotní systém E. coli a pro 

expresi vybrat pouze takové antigeny, které buďto nejsou glykosylovány, nebo kde je pro 

antigenní vlastnosti molekuly rozhodující proteinová část.  
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V návaznosti na výše zmíněné poznatky cílem této práce bylo: v prvé řadě zjistit úroveň 

glykosylace slinných proteinů P. perniciosus a P. orientalis a dále pak testovat 

antigenní vlastnosti vybraných rekombinantních proteinů ze slinných žláz 

P. perniciosus a možnost jejich využití v epidemiologických studiích jakožto adekvátní 

alternativy k celým slinným žlázám. Dále byla též testována podobnost antigenních 

vlastností těchto rekombinantních proteinů s jim odpovídajícími proteiny obsaženými 

ve slinných žlázách P. perniciosus a případná zkřížená reaktivita rekombinantních 

proteinů se séry myší exponovaných jiným druhům flebotomů.  
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2. LITERÁRNÍ PŘEHLED 

 

2.1. Slinné žlázy flebotomů a jejich proteiny 

Podčeleď flebotomovitých (Phlebotominae) systematicky řadíme do řádu dvoukřídlých 

(Diptera) a podřádu dlouhorohých (Nematocera). Nejvýznamnější jsou rody Phlebotomus 

(Starý svět) a Lutzomyia (Nový svět), jejichž krevsající samice mohou přenášet řadu 

onemocnění. Tato práce se zabývá dvěma druhy rodu Phlebotomus, a to P. perniciosus a 

P. orientalis. Oba druhy patří do podrodu Larroussius a jsou si tedy fylogeneticky velmi 

blízké. Phlebotomus perniciosus je rozšířen v oblastech západní a jižní Evropy, zejména ve 

Španělsku, Itálii a jižní Francii, ale byl nalezen i v západním Německu (Ready, 2008). Je 

přenašečem viscerální leishmaniózy (Leishmania infantum), jejímž hlavním 

rezervoárovým hostitelem jsou psi. Phlebotomus orientalis se vyskytuje ve východní 

Africe. Je považován za potvrzeného vektora viscerální leishmaniózy (Le. donovani) 

v Súdánu (Elnaiem & Osman, 1998) a pravděpodobně přenáší toto onemocnění též v Keni 

(Ngumbi a kol., 2010) a Etiopii (Hailu a kol., 1995).  

Flebotomové mají jeden pár slinných žláz ve tvaru jednoduchých váčků, uložených 

na ventrální straně přední části hrudi. Žlázy téhož páru mohou být stejné nebo i výrazně 

odlišné velikosti (Obr. 1), u P. patatasi dosahuje plně vyvinutá žláza velikosti až 

180 × 140 µm. Slinné žlázy flebotomů jsou, stejně jako i u ostatních členovců, tvořeny 

jednovrstevným epitelem. Buňky epitelu vytvářejí sekreční měchýřky vylučující sliny, 

které jsou následně odváděny centrálními kanálky do slinného kanálku a dále do ústního 

ústrojí (Adler & Theodor, 1926). Slinné žlázy samic jsou větší než u samců a obsahují 

výrazně více proteinů, např. u P. duboscqi je v samičích žlázách až 30krát vyšší 

koncentrace proteinů než v samčích (Volf a kol., 2000).  

 U flebotomů se pro pokusy nejčastěji využívá homogenátu celých samičích 

slinných žláz. Při sání flebotomů se ovšem do hostitele dostávají jen samotné sliny. 

Elektroforetický profil proteinů stěny slinných žláz však obsahuje oproti samotným slinám 

navíc jen několik velmi slabých proteinových proužků, a proto se jeví použití homogenátu 

celých žláz jako dostačující (Volf a kol., 2000).  

Proteinový profil slinných žláz flebotomů se může lišit na mezidruhové i na 

vnitrodruhové úrovni. Mezidruhovou variabilitou slinných antigenů flebotomů se poprvé 

zabývala práce Volf & Rohousova (2001). U každého ze tří druhů flebotomů patřících do 

různých podrodů bylo pomocí imunoblotu rozlišeno 4–9 druhově specifických antigenů. 

Tyto antigeny byly rozeznány protilátkami ze sér zvířat opakovaně exponovaných sání 
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flebotomů. Ke slabé zkřížené reaktivitě došlo pouze mezi antigeny slinných žláz 

P. perniciosus a sérem králíků a křečků exponovaných P. halepensis.  

Podle elektroforetického profilu slinných žláz bylo možné rozlišit nejen druhy 

flebotomů, ale dokonce i jejich jednotlivé kolonie pocházející z odlišných, od sebe 

vzdálených oblastí. Podobnost proteinových profilů přitom odpovídala fylogenetickým 

vzdálenostem mezi druhy flebotomů. K největší variabilitě docházelo u proteinů o velikosti 

38–48 kDa (Volf a kol., 2000). Někteří autoři naopak vysokou variabilitu slinných proteinů 

na úrovni kolonií nepotvrdili. Rozdíly nebyly nalezeny například mezi elektroforetickým 

profilem slinných žláz tří kolonií P. perniciosus pocházející z odlišných oblastí Španělska 

(Martín-Martín a kol., 2012). Analýzou cDNA knihoven slinných žláz dvou kolonií 

P. duboscqi, vzdálených svým původem více než 2000 km, byla také zjištěna velmi vysoká 

identita, u řady proteinů až 100 % (Kato a kol., 2006). 

Proteinový profil slinných žláz se liší i na individuální úrovni. Tato variabilita 

byla prvně ukázána v práci Rohoušová a kol. (2012a) u tří druhů flebotomů. U P. papatasi 

byla největší variabilita nalezena ve 42–46 kDa oblasti odpovídající ‚,yellow-related‘‘ 

proteinům (viz podkapitola 2.5.1). Za tuto variabilitu mohou být kromě fyziologického 

stavu jedinců odpovědné i post-translační modifikace, tj. fosforylace a glykosylace 

proteinů.  

   

 

Obr. 1: Slinné žlázy samice P. papatasi. Upraveno dle Jobling & Lewis, 1987. 
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2.2. Glykoproteiny 

Glykoproteiny jsou makromolekuly, na jejichž proteinovou část je kovalentně vázána 

sacharidová složka. K vazbě glykanu na protein a k jeho následným úpravám dochází 

během ko- a post-translačních úprav proteinu v endoplasmatickém retikulu a Golgiho 

komplexu. Dle typu glykosidické vazby rozlišujeme dva základní typy glykoproteinů. 

U N-glykoproteinů dochází nejčastěji k vazbě redukujícího konce N-acetylglukosaminu 

(GlcNAc) k amidové skupině asparaginu, který se nachází v aminokyselinové sekvenci 

asparagin-X-serin/treonin/cystein, kde X je jakákoliv aminokyselina kromě prolinu 

(Satomi a kol., 2004). O-glykany se k polypeptidovému řetězci vážou nejčastěji přes atom 

kyslíku hydroxylové skupiny treoninu nebo serinu (Lafite & Daniellou, 2012).  

 

2.2.1. N-glykoproteiny hmyzu 

N-glykoproteiny jsou v tělech členovců převažujícím typem glykoproteinů (Grubhoffer & 

Dusbábek, 1991; Uhlíř a kol., 1994; Volf a kol., 2000; Vandenborre a kol., 2011). 

Většinový podíl mají zřejmě i ve slinách krevsajícího hmyzu (Volf a kol., 1993; Andrews a 

kol., 1997). Cukerná složka N-glykoproteinů může hrát roli při skládání proteinů, ale může 

být zásadní i pro funkci (např. enzymatickou aktivitu), popř. antigenní vlastnosti proteinu 

(Katoh & Tiemeyer, 2013). 

Počáteční fáze biosyntézy N-glykoproteinů probíhající v endoplasmatickém 

retikulu jsou shodné pro všechny eukaryotické organismy. Savčí a hmyzí dráha syntézy   

N-glykanů komplexního typu je shodná až po vznik GlcNAc2Man3GlcNAc2 (Obr. 2). 

 

Obr. 2: Syntéza N-glykoproteinů komplexního typu v endoplasmatickém retikulu a 

Golgiho komplexu. Dol-P-P = dolicholpyrofosfát, CM = cytoplasmatická membrána,  

UDP = uridindifosfát, GDP = guanosindifosfát, CMP = cytidinfosfát,    GlcNAc,    manosa, 

   glukosa,    fukosa,    galaktosa a    kyselina sialová. Upraveno dle http://www.neb.com. 
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V hmyzích buňkách hraje významnou roli β-N-acetylglukosaminidáza, která odštěpuje oba 

terminální GlcNAc tak, že vznikají N-glykany tzv. paucimanosidického typu (Léonard a 

kol., 2006). Název těchto N-glykanů je odvozen od přítomnosti méně než 4 manos, do 

češtiny ho lze volně přeložit jakožto ‚,málomanosidický‘‘ typ. Paucimanosidické glykany 

(Obr. 3) patří mezi nejčastěji se vyskytující typy cukerné složky N-glykoproteinů u 

octomilky (Drosophila) (Katoh & Tiemeyer, 2013) i u buněk hmyzích linií používaných 

k expresi rekombinantních proteinů (Marchal a kol., 2001). N-acetylglukosamin účastnící 

se glykosidické vazby může být u tohoto typu glykanů jednou až dvakrát fukosylován 

(Obr. 3). Fukosu vázanou α1 → 6 vazbou nalézáme i u savčích N-glykanů, zatímco  

α1 → 3 vázaná fukosa je typická pro bezobratlé a rostliny (shrnuto v Schiller a kol., 2012). 

Dvojitá fukosylace oběma typy vazby byla poprvé pozorovány u včelí fosfolipázy 

(Staudacher a kol., 1992). K vnějším manosám základního pentasacharidu (GlcNAc2Man3) 

se podobně jako u savců může vázat dalších 2–6 manos za vzniku vysoce manosylovaných 

N-glykanů. U hmyzu jsou N-glykany tohoto typu často označovány také jako tzv. 

oligomanosidické glykany (Lopez a kol., 1997).  

 

 
Obr. 3: N-glykany u octomilky. Velikost zobrazených glykanů odpovídá jejich relativní 

četnosti ve tkáních octomilky. Legenda viz Obr. 2. Upraveno dle Katoh & Tiemeyer, 2013. 

 

paucimanosidické oligomanosidické 

komplexní 

hybridní 
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U hmyzu sice dominují N-glykany paucimanosidického a oligomanosidického 

typu, ale hmyzí buňky mají schopnost syntetizovat i N-glykany typově odpovídající 

komplexním a hybridním (Obr. 3).  

Komplexní N-glykany převládají v savčích buňkách. Jsou tvořeny základním 

pentasacharidem, na který jsou dále vázány GlcNAc, galaktosa, kyselina sialová a často i 

fukosa (Altmann a kol., 1999). Hybridní N-glykany jsou tvořeny jedním řetězcem 

komplexního typu a jedním řetězcem vysoce manosylovaného typu. Většina enzymů 

odpovědných za syntézu komplexních N-glykanů je zřejmě v hmyzích buňkách přítomna, 

ovšem využívány jsou pouze za specifických okolností, kdy jsou pro ně přítomny vhodné 

substráty (Brooks, 2004). Přítomnost terminálního GlcNAc je závislá zejména na míře 

aktivity β-N-acetylglukosaminidázy. U embrya octomilky bylo nalezeno několik N-

glykanů obsahujících 1–3 terminální GlcNAc vázané na manosy základního pentasacharidu 

a tvořících tak základ pro glykany komplexního nebo hybridního typu. Několik N-glykanů 

obsahovalo i galaktosu vázanou na jeden z terminálních GlcNAc (Aoki a kol., 2007).  

Řada studií zkoumala možnou existenci sialovaných N-glykanů v hmyzích 

buňkách. Aktivita sialyltransferáz a tudíž ani terminální kyselina sialová nebyla nalezena 

např. ve třech buněčných liniích odvozených od různých druhů motýlů (Sugyiama a kol., 

1993; Lopez a kol., 1999). Gen kódující sialyltransferázu byl nalezen u octomilky. 

Sialyltransferáza je zde však exprimována pouze během embryonálního vývoje a to 

zejména v buňkách centrálního nervového systému (Koles a kol., 2004). U embrya 

octomilky byly následně nalezeny dva N-glykany obsahující sialovaný řetězec. Jeden z 

nich byl podobný savčím biantenárním komplexním N-glykanům (obr. 3), druhý odpovídal 

hybridním N-glykanům. Z dalších monosacharidů, vyskytujících se častěji v savčích  

N-glykanech, u hmyzích N-glykoproteinů vzácně nacházíme N-acetylgalaktosamin 

(GalNAc) a kyselinu glukuronovou (Kubelka a kol., 1993; Aoki & Tiemeyer, 2010).  

U chorionové peroxidázy komára Aedes aegypti byl v nedávné době objeven nový 

typ N-glykosylace, kdy dochází k vazbě anomerického uhlíku manosy k N1 atomu indolu 

tryptofanu. N-manosylace peroxidázy by mohla hrát roli v její vysoké odolnosti 

k denaturujícím podmínkám (Li a kol., 2005). 

 

2.2.2. O-glykoproteiny hmyzu 

U hmyzu nacházíme O-glykoproteiny zejména mucinového typu, u kterých se  

O-glykosidické vazby účastní GalNAc. Muciny jsou sekretované glykoproteiny obsahující 

obvykle větší množství potenciálních O-glykosylačních míst. Slinné muciny chrání a 
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lubrikují slinné kanálky a ústní ústrojí hmyzu (Alves-Silva a kol., 2010). Kromě této 

funkce mohou ale mít i jiné role, např. jeden ze slinných mucinů octomilky je sekretován i 

imunitními buňkami a účastní se koagulace hemolymfy a zachytávání bakterií (Korayem a 

kol., 2004). 

Cukerná složka O-glykanů je u hmyzu často tvořena pouze jediným GalNAc (tzv. 

Tn antigen), na který může být navíc β1→3 vazbou vázána galaktosa (tzv. T antigen). Tn 

antigen je, mimo jiné, hojně exprimován třemi hmyzími buněčnými liniemi odvozenými 

od různých druhů motýlů, přičemž ve výrazně nižší míře u nich dochází i k expresi T 

antigenu (Lopez a kol., 1999). Naproti tomu ve tkáních octomilky je T antigen 

převažujícím typem O-glykanů (Obr. 4). U octomilky se dále vyskytuje i O-vázaný 

trisacharid tvořený T antigenem a kyselinou glukuronovou, která zde nahrazuje u savců 

běžnou kyselinu sialovou. Vzácně se vyskytuje také trisacharid tvořený T antigenem a 

GlcNAc (Aoki & Tiemeyer, 2010; Katoh & Tiemeyer, 2013).  
   

             

Obr. 4: O-glykany mucinového typu u octomilky. Velikost glykanů odpovídá jejich 

relativní četnosti ve tkáních octomilky. Převzato z Katoh & Tiemeyer, 2013.     GlcNAc,   

   galaktosa,     GalNAc,     kyselina glukuronová.  

 

Z dalších typů O-glykosylací se u hmyzích buněčných linií vyskytuje i O-GlcNAc 

(Ku & Omary, 1994). O-vázaný GlcNAc byl nalezen také u proteinů asociovaných 

s polyténními chromozomy octomilky (Kelly & Hart, 1989). V doméně Notch receptoru 

Tn antigen 

T antigen 
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octomilky podobné EGF (epidermální růstový faktor) byla nalezena i O-vázáná fukosa 

(Okajima a kol., 2003). O-vázáná manosa se vyskytuje u dystroglykanu octomilky 

(Nakamura a kol., 2010). Tyto modifikace jsou ovšem minoritní a vyskytují se pouze u 

specifických typů proteinů. 

 

2.2.3. C-glykoproteiny hmyzu 

Kromě základních N- a O-glykosylací, existuje také řada vzácných a neobvyklých typů 

vazeb glykanu na protein (shrnuto v Lafite & Daniellou, 2012). Z těchto se u hmyzu 

vyskytuje pouze C-manosylace. Jde o přímou vazbu anomerního uhlíku α-manopyranosy 

k C2 atomu indolu tryptofanu. Jako C-glykoprotein byl u hmyzu prvně popsán 

hypertrehalosemický hormon pakobylky indické Carausius morosus (Munte a kol., 2008). 

C-manosylace může být důležitá pro správné skládání a konformaci proteinu i pro jeho 

cílové umístění v buňce (Ihara a kol., 2011). 

 

2.2.4. Glykoproteiny ve slinných žlázách flebotomů 

V řadě prací zabývajících se sialomem (z řeckého sialon = sliny; soubor mRNA a proteinů 

exprimovaných ve slinných žlázách) krevsajících členovců bylo k detekci glykoproteinů 

použito volně dostupných serverů, sloužících ke zjištění potenciálních glykosylačních míst. 

Většinou byla zjišťována pouze přítomnost O-glykoproteinů a to pomocí programu 

NetOGlyc (Julenius a kol., 2004), popř. i přítomnost N-glykoproteinů pomocí programu 

NetNGlyc (Gupta a kol., nepublikováno).  

Glykosylací slinných proteinů flebotomů se, byť jen okrajově, zabývalo poměrně 

málo autorů. U různých druhů flebotomů bylo celkem popsáno 16 slinných mucinů 

patřících do tří rodin (Ribeiro a kol., 2010). Muciny patří ke skupinám proteinů, které jsou 

často nalézány v sialomech krevsajícího hmyzu, a to zejména proto, že mohou být 

asociovány s chitinózní výstelkou slinných kanálků. Muciny popsané u flebotomů 

obsahovaly 4–31 potenciálních O-glykosylačních míst (Ribeiro a kol., 2010). Jeden 

z mucinů, 22 kDa protein P. arabicus obsahuje kromě devíti O-glykosylačních míst také 

dvě N-glykosylační místa, u ostatních mucinů nebyla přítomnost N-glykosylací studována 

(Hostomská a kol., 2009). Na potenciální O-glykosylační místa je, kromě mucinů, u 

flebotomů bohatá i rodina 41,9 kDa proteinů. Proteiny P. arabicus a P. duboscqi patřící do 

této rodiny obsahují každý osm potenciálních O-glykosylačních míst. Mimo     

O-glykosylačních obsahují proteiny náležící do 41,9 kDa rodiny také řadu  

N-glykosylačních míst. Na N-glykosylační místa jsou bohaté také hyaluronidázy  
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(viz podkapitola 2.5.6.) různých druhů flebotomů (Ribeiro a kol., 2010; Rohoušová a kol., 

2012b). 

U P. arabicus byla přítomnost glykoproteinů ve slinných žlázách zjišťována také 

pomocí specifického barvení (ProQ Emerald). Barvením elektroforeticky separovaných 

slinných proteinů bylo detekováno celkem šest glykoproteinových proužků. Z těchto bylo 

možné identifikovat yellow-related protein, amylázu a dva 34 kDa proteiny (Hostomská a 

kol., 2009). Oba 34 kDa proteiny byly následně zařazeny do rodiny 33 kDa proteinů, která 

je specifická pro flebotomy. Proteiny této rodiny obsahují větší množství potenciálních  

N-glykosylačních míst. Na přítomnost post-translačních modifikací u 33 kDa proteinů 

ukazuje také to, že u dvou z nich (PsSP49 a PtSP66) byla při proteomické analýze 

naměřena větší než předpokládaná molekulová hmotnost (Rohoušová a kol., 2012b). 

Barvením ProQ Emerald byl také detekován proužek o molekulové hmotnosti 97 kDa, 

který zřejmě může reprezentovat hyaluronidázu (Hostomská a kol., 2009). Její sekvence u 

P. arabicus obsahuje 10 potenciálních N-glykosylačních míst (Rohoušová a kol., 2012b). 

Další technikou sloužící k identifikaci glykoproteinů je afinoblot s lektiny. Lektiny 

jsou neimunní proteiny nebo glykoproteiny obsahující minimálně dvě místa pro vazbu 

sacharidů (Goldstein a kol., 1980). Jednotlivé lektiny se liší svojí afinitou k různým typům 

sacharidům, čehož lze využít jednak pro identifikaci, ale i pro další analýzu cukerné složky 

glykoproteinů. Nejznámější jsou lektiny pocházející ze semen různých druhů rostlin. 

Vazebná specificita komerčně dostupných lektinů důležitých pro tuto práci je popsána 

v tabulce (Tab. 2). Pro detekci N-glykanů se využívá zejména lektin ConA. U P. tobbi 

většina proteinů obsažených ve slinných žlázách specificky reagovala s ConA, a je tudíž 

N-glykosylována. Nejintenzivnější reakce byla pozorována u proteinu s vysokou 

molekulovou hmotností, který by mohl odpovídat hyaluronidáze, a dále s proteiny 

odpovídajícími svými molekulovými hmotnostmi yellow-related proteinu a apyrázám. 

Reaktivita lektinu ConA poměrně dobře odpovídala výsledkům získaných z predikčního 

serveru (Rohoušová a kol., 2012b).  

Glykoproteiny obsažené ve slinných žlázách P. duboscqi a Lu. longipalpis byly 

identifikovány pomocí afinoblotu s pěti lektiny. Lektiny ConA a WGA specificky 

reagovaly s 48 a 53–54 kDa polypeptidy vyskytujícími se u obou druhů flebotomů. Oba 

lektiny se také specificky vázaly na 58–60 kDa polypeptid P. duboscqi a 65–67 kDa 

polypeptid Lu. longipalpis. Vazba lektinů ConA a WGA ukazuje podle autorů u těchto 

glykoproteinů na přítomnost N-glykanů komplexního nebo hybridního typu. Specifická 

reakce pouze samotného ConA byla zaznamenána u 20 a 39 kDa polypeptidů 
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Lu. longipalpis a 40–42 kDa polypeptidů P. duboscqi. To ukazuje na přítomnost vysoce 

manosylovaných N-glykanů u těchto glykoproteinů (Volf a kol., 2000). Dle současné 

terminologie lze hmyzí N-glykany rozeznávané pouze lektinem ConA popsat spíše jako 

oligomanosidické nebo paucimanosidické (např. Rendić a kol., 2008). 

 

2.3. Imunitní odpověď hostitele na pobodání flebotomy 

Sliny flebotomů vyvolávají u hostitele humorální i buněčnou imunitní odpověď. Reakce 

hostitele na bodnutí flebotomem se liší podle imunitního pozadí daného hostitelského 

druhu. Většina prací se zabývala studiem imunitních reakcí myší, psů nebo lidí opakovaně 

exponovaných flebotomům.  

Buněčná odpověď u hostitelů opakovaně pobodaných flebotomy je 

charakterizována akumulací leukocytů, zčervenáním a otokem v místě bodnutí. K této 

typické odpovědi zpravidla dochází až po uplynutí několika hodin po poštípání 

flebotomem, reakce kulminuje zpravidla po 24–48 hodinách. Jedná se o tzv. 

hypersensitivní reakci oddáleného typu (DTH) (Belkaid a kol., 2000; Collin a kol., 2009).  

U myší (kmen C57BL/6) exponovaných P. papatasi dochází v místě sání k 

akumulaci monocytů, makrofágů, eozinofilů, neutrofilů, dendritických buněk a CD4+  

T-lymfocytů. Efektorovými buňkami silné DTH reakce jsou u myší zejména CD4+  

T-lymfocyty. V místě DTH reakce dochází také k vazodilataci, která flebotomům 

usnadňuje opakované sání (Belkaid a kol., 2000). U psů exponovaných Lu. longipalpis je 

buněčný infiltrát v místě sání složen z lymfocytů, makrofágů a eozinofilů a DTH reakce se 

rozvíjí zpravidla až po 48 hodinách (Collin a kol., 2009).  

Buněčná imunitní odpověď proti slinám P. papatasi je u exponovaných lidí 

zprostředkována zejména CD8+ T-lymfocyty produkujícími protizánětlivé cytokiny IL-10 

a IL-4. Sliny indukují i aktivaci CD4+ T-lymfocytů produkujících prozánětlivý cytokin 

IFN-γ. Tvorba IFN-γ je ale blokována díky zvýšené produkci IL-10. U lidí tedy v imunitní 

odpovědi proti slinám flebotomů zřejmě převažuje Th2 typ, tzn. zjednodušeně aktivace 

humorální imunity (Abdeladhim a kol., 2011).  

Humorální imunita proti slinám P. papatasi je u lidí zprostředkována zejména IgG4 

subtypem IgG protilátek. V menší míře se uplatňují také podtřídy IgG2, IgG1 a IgG3. 

Specifické IgE protilátky proti slinám P. papatasi se vyskytovaly u cca jedné poloviny IgG 

positivních dětí žijících v endemické oblasti Le. major (Marzouki a kol., 2011). Naproti 

tomu, u lidí opakovaně exponovaných Lu. longipalpis byly hlavní složkou protilátkové 
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imunity IgG1, zatímco IgG4 se udržovaly na nízké hladině. Hladiny IgE se po opakované 

expozici zvýšily u 2/3 testovaných. Vyšší hladiny IgE byly asociovány s výskytem časné 

kožní reakce na poštípání, zatímco vyšší poměr IgG/IgE byl spojen s DTH reakcí (Vinhas 

a kol., 2007). 

Protilátková imunita u psů exponovaných Lu. longipalpis se vyznačuje zejména 

zvýšením hladin celkových IgG, zvláště pak jejich subtypu IgG2 (Hostomska a kol., 2008; 

Collin a kol., 2009). Také u psů vystavených P. perniciosus dominují z podtříd IgG 

protilátek IgG2 nad IgG1 (Vlkova a kol., 2011).  

Za humorální odpověď u myší opakovaně exponovaných P. papatasi je odpovědná 

zejména IgG1 podtřída protilátek. Tento typ protilátek u myší zprostředkovává okamžitou 

hypersensitivní reakci po bodnutí. IgG1 také aktivují komplement a jsou znakem Th2 

profilu imunitní odpovědi. Sliny P. papatasi tedy zřejmě polarizují imunitní odpověď 

k Th2 typu (Vlkova a kol., 2012). Obdobná protilátková odpověď byla pozorována i u 

myší exponovaných Lu. longipalpis (Silva a kol., 2005) a myší imunizovaných 

homogenátem slinných žláz P. ariasi (Oliveira a kol., 2006). 

 

2.4. Využití protilátkové odpovědi proti slinám flebotomů v epidemiologii leishmanióz 

Protilátkové odpovědi proti antigenům obsaženým ve slinách flebotomů lze využít k 

měření expozice hostitele flebotomům. Reakci protilátek se slinnými antigeny lze měřit 

několika způsoby, nejčastěji se ale využívá metody ELISA (viz kapitola 3.7.).  

Pro úspěšné využití protilátkové odpovědi k měření nedávné expozice flebotomům 

je zapotřebí, aby tato odpověď byla pouze přechodná. U lidí žijících v oblastech Indie 

endemických pro Le. donovani byla doba, po kterou bylo možné detekovat specifické IgG 

protilátky proti slinám P. argentipes, spočtena na přibližně pět měsíců od expozice 

(Clements a kol., 2010). Obdobně byla zvýšená specifická protilátková odpověď proti 

slinám flebotomů u psů a myší detekována ještě šest měsíců po jejich poslední expozici 

flebotomům (Hostomska a kol., 2008; Vlkova a kol., 2012). To znamená, že nízké hladiny 

této odpovědi zřejmě mohou přetrvat až do další sezóny výskytu flebotomů. 

K signifikantnímu poklesu hladin IgG protilátek ale docházelo u psů již týden po poslední 

expozici flebotomům (Vlkova a kol., 2011) a u lidí do 30 dnů od zamezení kontaktu 

s flebotomy (Clements a kol., 2010). Nová expozice sledovaných lidí nebo myší 

flebotomům vedla opětovně k signifikantnímu nárůstu hladin protilátek (Vinhas a kol., 

2007; Clements a kol., 2010; Vlkova a kol., 2012). Hladiny specifické protilátkové 
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odpovědi jsou tedy u hostitelů pobodaných flebotomy v nedávné době výrazně vyšší, než u 

hostitelů vystavených flebotomům před delší dobou (Vlkova a kol., 2012). 

Hladina specifických IgG protilátek ze sér experimentálně exponovaných psů 

(Hostomska a kol., 2008; Vlkova a kol., 2011) a myší (Martín-Martín a kol., 2012; Vlkova 

a kol., 2012) pozitivně korelovala s množstvím flebotomů, kterým byli tito hostitelé 

vystaveni. U přirozeně exponovaných psů docházelo k nárůstu hladin specifických IgG, 

IgG1 a IgG2 protilátek proti slinám P. perniciosus úměrně s rozvojem sezóny flebotomů 

(Vlkova a kol., 2011). Podobně u lidí žijících v endemické oblasti viscerální leishmaniózy 

v Indii klesla hladina IgG protilátek proti P. argentipes během jejich pobytu v nemocnici, 

kde byli chráněni proti flebotomům, a opětovně stoupla do několika měsíců po jejich 

propuštění z nemocničního zařízení. Signifikantní pozitivní korelace byla nalezena také 

mezi průměrnou densitou samic flebotomů v obydlích sledovaných osob a intensitou 

protilátkové reakce proti slinám P. argentipes a P. papatasi (Clements a kol., 2010).  

Sledování protilátkové odpovědi hostitelů proti slinám jednotlivých druhů 

flebotomů může pomoci ke zjištění, kterým druhům flebotomů a v jaké míře jsou jejich 

hostitelé exponováni. V Indii byla zjištěna pozitivní korelace mezi IgG protilátkovou 

odpovědí sér exponovaných lidí proti slinám P. papatasi a P. argentipes. To ukazuje na 

skutečnost, že lidé žijící v této oblasti jsou exponováni oběma druhům flebotomů 

podobnou měrou, přičemž vektorem viscerální leishmaniózy je pouze P. argentipes 

(Clements a kol., 2010). V endemické oblasti Turecka měli lidé nakažení Le. tropica 

signifikantně vyšší hladiny IgG proti P. sergenti než zdraví jedinci, zatímco hladiny IgG 

proti P. papatasi byly stejné v obou skupinách. Phlebotomus sergenti je na rozdíl od 

P. papatasi vektorem Le. tropica; protilátková odpověď proti P. sergenti tak může být 

měřítkem rizika nákazy leishmaniózou (Rohousova a kol., 2005). Specifická IgG 

protilátková odpověď proti slinám i dalších druhů flebotomů, přenášejících původce 

leishmanióz, je silně asociována s rizikem rozvoje onemocnění u lidí (de Moura a kol., 

2007; Marzouki a kol., 2011) a její sledování může tedy také sloužit k odhadu rizika 

onemocnění leishmaniózami. Obdobně tak zvýšená hladina IgE odpovědi proti slinám 

P. papatasi je rizikovým faktorem rozvoje kutánní leishmaniózy u dětí v Tunisku. Kutánní 

leishmanióza se během dvou sezón rozvinula u 70 % dětí vykazujících specifické IgE 

protilátky (Marzouki a kol., 2011). 

U viscerální leishmaniózy je však situace odlišná. Protilátková IgG odpověď ze sér 

dětí proti slinám Lu. longipalpis positivně korelovala s DTH odpovědí proti Le. chagasi. 

To znamená, že vyšší hladiny IgG protilátek proti Lu. longipalpis souvisely s nižším 
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rizikem rozvoje nákazy u dětí a naopak (Barral a kol., 2000; Gomes a kol., 2002). Obdobná 

situace byla zjištěna i v Itálii v souvislosti s hladinami IgG2 protilátek ze sér psů přirozeně 

exponovaných P. perniciosus. Psi pozitivní na Le. infantum se ve srovnání s negativními 

psy vyznačovali signifikantně nižší IgG2 protilátkovou odpovědí proti slinám 

P. perniciosus. Nižší hladina specifických IgG2 je tedy zřejmě pro psy rizikovým faktorem 

nákazy Le. infantum (Vlkova a kol., 2011). 

Protilátkové odpovědi proti slinám flebotomům lze využít také k identifikaci 

rezervoárových hostitelů. Vysoké hladiny protilátek proti Lu. longipalpis u lišek žijících 

v endemické oblasti viscerální leishmaniózy v Brazílii dokazují, že liščí krev je oblíbeným 

zdrojem potravy pro Lu. longipalpis a ukazují na možnost jejich zapojení do přenosu 

Le. chagasi. Reaktivita liščích sér byla dokonce výrazně vyšší než reaktivita sér 

odebraných místním psům a lidem. Jedna třetina testovaných lišek byla infikována 

Le. chagasi a na jedné z těchto lišek se dokonce při sání infikoval flebotomus. Přenos 

Le. chagasi z lišek na psy nebo lidi je tedy velmi pravděpodobný (Gomes a kol., 2007).  

Detekce protilátek proti slinám by mohla pomoci i pro zhodnocení úspěšnosti 

programů zaměřených na kontrolu flebotomů. Prvně bylo stanovení protilátek proti slinám 

flebotomů použito k tomuto účelu v Indii a Nepálu. Testovány byly moskytiéry napuštěné 

insekticidem s dlouhotrvajícím účinkem. Hladiny protilátek proti místním druhům 

flebotomů se ale mezi kontrolní skupinou a skupinou spící pod moskytiérami výrazně 

nelišily. Pomocí detekovaných protilátek bylo tedy zjištěno, že aplikace moskytiér v dané 

oblasti nezajišťuje dostatečnou ochranu proti flebotomům (Gidwani a kol., 2011). Naproti 

tomu v práci Martín-Martín a kol. (2014) byly zjištěny signifikantně nižší hladiny 

protilátek proti slinám P. perniciosus u psů, kteří byli chráněni před poštípáním lokálně 

aplikovanými insekticidy a nocováním uvnitř budov, než u nechráněných psů. Změna 

chování a současná aplikace insekticidů tedy u psů vedla k ochraně před flebotomy. 

 

2.5. Vybrané proteinové rodiny slinných žláz flebotomů  

Většina proteinů vyskytujících se ve slinných žlázách flebotomů je vylučována do slin 

(Volf a kol., 2000; Kato a kol., 2006; Hostomská a kol., 2009). Sekretované proteiny 

flebotomů lze rozdělit do 11 hlavních proteinových rodin. Jedná se yellow-related 

proteiny, apyrázy, antigen 5-related proteiny, D7-related proteiny, hyaluronidázy, 

endonukleázy, ParSP15-like proteiny, ParSP25-like proteiny, PpSP32-like proteiny,  
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33-kDa slinné proteiny a 41,9-kDa rodinu proteinů (Hostomská a kol., 2009; Rohoušová a 

kol., 2012b).  

V následujících odstavcích jsou podrobněji popsány ty rodiny proteinů, které 

souvisí s výsledky této práce. Zmíněna je zejména základní charakteristika těchto rodin, 

dále jejich známá či předpokládaná funkce a jejich možné imunomodulační a antigenní 

vlastnosti.  

 

2.5.1. Yellow-related proteiny 

Yellow-related proteiny se vyskytují pouze u hmyzu. Jsou charakterizovány přítomností 

domény MRJP (major royal jelly protein = hlavní protein mateří kašičky), která byla 

nejprve popsána u proteinů včel (Albert a kol., 1999). Jsou pojmenovány podle proteinu 

octomilky, při jehož narušení dochází ke vzniku žlutého mutantního fenotypu. Funkce 

yellow proteinů tedy může být spojena s pigmentací kutikuly (Geyer a kol., 1986). Jelikož 

pigmentace je spojena s katecholaminovým metabolismem, je možné, že yellow-related 

proteiny flebotomů mohou v hostiteli katabolizovat vasokonstrikční katecholaminy 

(Charlab a kol., 1999; Bahia a kol., 2007). Rekombinantně exprimované yellow-related 

proteiny Lu. longipalpis vázaly biogenní aminy podporující zástavu krvácení a působící 

prozánětlivě. Jednotlivé proteiny vázaly s různou afinitou serotonin, histamin a 

katecholaminy (Xu a kol., 2011). Sekvenční motiv pro vazbu biogenních aminů se 

vyskytuje i v aminokyselinové sekvenci yellow-related proteinů několika druhů rodu 

Phlebotomus (Vlkova a kol., 2014). U yellow-related proteinu P. duboscqi, vyskytujícího 

se i v mesenteronu, byla nalezena lektinová aktivita, která může mít vliv na vývoj 

leishmaniózy (Volf a kol., 2002).  

Yellow-related proteiny byly nalezeny u všech dosud studovaných druhů 

flebotomů, u kterých patří mezi nejvíce zastoupené skupiny slinných proteinů (Anderson a 

kol., 2006; Rohoušová a kol., 2012). Yellow-related proteiny mají izoelektrické body 

v širokém rozmezí pH a jejich molekulové hmotnosti se pohybují mezi 41,5–45,2 kDa. 

Řada yellow-related proteinů flebotomů obsahuje N- i O-glykosylační místa, což společně 

s pozorovanou odlišnou mobilitou variant stejného proteinu na elektroforetickém gelu 

ukazuje na to, že některé z těchto proteinů jsou glykosylovány (Anderson a kol., 2006; 

Hostomská a kol., 2009; Ribeiro a kol., 2010; Rohoušová a kol., 2012a, b). 

Yellow-related proteiny jsou značně antigenní. Jsou rozeznávány IgG protilátkami 

ze sér psů (Bahia a kol., 2007; Hostomska a kol., 2008; Teixeira a kol., 2010; Vlkova a 

kol., 2011), myší a křečků (Rohousova a kol., 2005; Silva a kol., 2005; Martín-Martín a 
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kol., 2012; Vlkova a kol., 2012), zajíců a divokých králíků (Martín-Martín a kol., 2014), 

lišek (Teixeira a kol., 2010) a lidí (Teixeira a kol., 2010; Marzouki a kol., 2011) 

exponovaných flebotomům. Kombinace dvou rekombinantních yellow-related proteinů 

Lu. longipalpis byla schopná v epidemiologických testech sledujících expozici lidí 

flebotomům nahradit celé slinné žlázy (Souza a kol., 2010).  

Kromě vyvolání protilátkové odpovědi, mohou zřejmě yellow-related proteiny 

modulovat i buněčnou odpověď. Vakcinace myší plasmidem kódujícím yellow-related 

protein Lu. longipalpis vedla, po expozici slinám, k indukci silné DTH reakce, korelující 

s rozvojem částečné protektivní imunity proti Le. major (Xu a kol., 2011).  

 

2.5.2. Apyrázy 

Apyrázy jsou enzymy, které katalyzují hydrolýzu adenosintrifosfátu (ATP) a 

adenosindifosfátu (ADP) za vzniku adenosinmonofosfátu (AMP) a anorganického fosfátu. 

Tato hydrolytická aktivita apyráz brání jednak agregaci krevních destiček, kterou indukuje 

ADP a také agregaci neutrofilů a uvolnění jejich granulí, které indukuje ATP. Apyrázy tak 

u krevsajícího hmyzu hrají důležitou roli během procesu sání krve. Zatímco apyrázy 

muchniček, tiplíků a komárů patří do rodiny 5´-nukleotidáz, u flebotomů se vyskytuje 

zcela odlišná rodina apyráz, tzv. ‚,Cimex-type‘‘ rodina (shrnuto v Ribeiro a kol., 2010). 

Apyrázy patřící do této rodiny jsou závislé na aktivaci vápenatými kationty, zatímco rodina 

5´-nukleotidáz může být aktivována i hořečnatými kationty. Jméno „Cimex-type“ rodiny je 

odvozeno od štěnice obecné (Cimex lectularius), z jejíchž slinných žláz byla apyráza 

tohoto typu prvně izolována (Valenzuela a kol., 1998). V následujících letech byly 

podobné apyrázy nalezeny i u flebotomů rodů Lutzomyia a Phlebotomus (Charlab a kol., 

1999; Valenzuela a kol., 2001a). Apyrázy patří mezi vysoce konzervované proteiny, jsou 

zásadité a jejich molekulová hmotnost se u různých druhů flebotomů pohybuje mezi 35 a 

36 kDa (Anderson a kol., 2006; Oliveira a kol., 2006; Ribeiro a kol., 2010; Rohoušová a 

kol., 2012; Vlkova a kol., 2014). 

 Kromě hydrolytické aktivity ovlivňující hemostázu jsou apyrázy také silně 

imunogenními proteiny. Jsou rozpoznávány IgG protilátkami ze sér psů opakovaně 

exponovaných Lu. longipalpis (Hostomska a kol., 2008), psů (Vlkova a kol., 2011), 

divokých králíků (Martín-Martín a kol., 2014), křečků a myší (Martín-Martín a kol., 2012) 

exponovaných P. perniciosus, ale i IgG protilátkami lidí vystavených P. papatasi 

(Rohousova a kol., 2005; Marzouki a kol., 2011). Apyráza P. duboscqi také ve své 

aminokyselinové sekvenci obsahuje pět potenciálních T-lymfocytárních epitopů pro vazbu 
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MHC-II molekul. Přítomnost vysokého počtu T-epitopů nasvědčuje existenci dalších 

interakcí apyráz s imunitním systémem hostitele (Kato a kol., 2006).  

 

2.5.3. Antigen 5-related proteiny 

Antigen 5-related proteiny flebotomů patří do tzv. CAP rodiny proteinů. Do této rodiny 

patří na cystein bohaté sekreční proteiny savců, antigen 5 proteiny původně popsané 

z vosího jedu a „pathogenesis-related 1“ proteiny rostlin (Schreiber a kol., 1997). Antigen 

5-related proteiny jsou si u různých druhů flebotomů značně podobné, všechny jsou 

zásadité a jejich molekulové hmotnosti se pohybují od 28,8 do 31,2 kDa (Oliveira a kol., 

2006; Ribeiro a kol., 2010; Rohoušová a kol., 2012b).  

Funkce těchto proteinů u flebotomů není prozatím známa, zato je ale známá jejich 

značná antigenicita. Jsou rozpoznávány IgG protilátkami ze sér myší opakovaně 

vystavovaných sání P. papatasi (Vlkova a kol., 2012), i IgG protilátkami psů 

exponovaných P. perniciosus (Vlkova a kol., 2011). Kromě vyvolání protilátkové 

odpovědi mohou patrně antigen 5-related proteiny modulovat i buněčnou odpověď; tomu 

nasvědčuje přítomnost dvou T-buněčných epitopů nalezených v aminokyselinové sekvenci 

antigen 5-related proteinů P. duboscqi (Kato a kol., 2006). Tyto epitopy se vyskytují 

na místech, která jsou vysoce konzervovaná u všech druhů flebotomů (Rohoušová a kol., 

2012b). Antigen 5-related proteiny krevsajícího hmyzu mohou působit také jako alergeny 

indukující vznik časné hypersensitivní reakce v místě pobodání (Caljon a kol., 2009).  

  

2.5.4. D7-related proteiny 

D7-related proteiny, vyskytující se pouze u dvoukřídlých, se zařazují do rodiny OBP 

(odorant-binding protein) proteinů (Anderson a kol., 2006). D7-related proteiny byly 

popsány u všech dosud studovaných druhů flebotomů, jejich molekulová hmotnost se 

pohybuje v rozmezí 26,3–28,1 kDa a jejich izoelektrické body nabývají širokého rozmezí 

hodnot pH (Ribeiro a kol., 2010; Rohoušová a kol., 2012b; Vlkova a kol., 2014). Funkce 

D7-related proteinů u flebotomů není známa. Některé D7 proteiny komárů vážou biogenní 

aminy a leukotrieny, přičemž leukotrieny jsou mediátory zánětu a případně i 

vazokonstrikce a jsou produkované žírnými buňkami v kůži (Calvo a kol., 2009). 

Sekvenční motiv pro vazbu leukotrienů se nachází i v aminokyselinové sekvenci D7-

related proteinů flebotomů, což by mohlo ukazovat na jejich možný inhibiční vliv na 

zánětlivou reakci hostitele na poštípání (Ribeiro a kol., 2010; Rohoušová a kol., 2012b).  
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Vybrané D7-related proteiny flebotomů jsou významnými antigeny. D7-related 

protein ze slinných žláz Lu. longipalpis byl silně rozeznáván protilátkami ze sér psů 

exponovaných Lu. longipalpis (Bahia a kol., 2007). IgG protilátky ze sér lidí 

exponovaných P. papatasi rozeznávaly dva odlišné D7-related proteiny tohoto druhu 

flebotoma (Rohousova a kol., 2005; Marzouki a kol., 2011). Jeden z těchto proteinů 

vyvolával silnou protilátkovou odpověď i u myší opakovaně vystavených P. papatasi 

(Vlkova a kol., 2012). Naproti tomu D7-related proteiny P. perniciosus vyvolávaly 

protilátkovou odpověď pouze u opakovaně exponovaných křečků a nikoliv u myší (Martín-

Martín a kol., 2012). Podobně jako u antigen 5-related proteinů, i u D7-related proteinů 

P. duboscqi tvoří součást jejich sekvence několik potenciálních T-buněčných epitopů 

(Kato a kol., 2006).  

 

2.5.5. PpSP15-like proteiny 

PpSP15-like proteiny patří, stejně jako D7-related proteiny, do rodiny OBP proteinů 

(Anderson a kol., 2006; Abdeladhim a kol., 2012; Rohoušová a kol., 2012b). PpSP15-like 

proteiny byly dosud nalezeny pouze u flebotomů, v jejichž slinných žlázách jsou nejhojněji 

se vyskytující proteinovou rodinou (Anderson a kol., 2006; Hostomská a kol., 2009; 

Rohoušová a kol., 2012b; Vlkova a kol., 2014). Aminokyselinové sekvence těchto proteinů 

s neznámou funkcí jsou značně divergentní, a to jak mezi druhy flebotomů (Anderson a 

kol., 2006; Rohoušová a kol., 2012; Vlkova a kol., 2014), tak i v rámci druhu (Hostomská 

a kol., 2009). PpSP15-like proteiny jsou, stejně jako většina slinných proteinů flebotomů, 

převážně zásadité a jejich molekulová hmotnost je rovna přibližně 12–17 kDa (Hostomská 

a kol., 2009; Martín-Martín a kol., 2012; Rohoušová a kol., 2012b; Vlkova a kol., 2014)  

PpSP15-like proteiny byly pojmenovány podle SP15 proteinu izolovaného ze 

slinných žláz P. papatasi. Tento protein byl schopen částečně chránit vakcinované myši 

před onemocněním leishmaniózou působenou Le. major, a to díky indukci silné 

protilátkové odpovědi a DTH reakce (Valenzuela a kol., 2001b; Oliveira a kol., 2008). 

Silná DTH reakce i humorální odpověď byla pozorována i u myší imunizovaných 

plasmidem kódujícím PpSP15-like protein P. ariasi (Oliveira a kol., 2006). PpSP15-like 

proteiny také patří mezi antigeny rozeznávané séry psů experimentálně i přirozeně 

exponovaných P. perniciosus (Vlkova a kol., 2011) a séry myší experimentálně 

pobodaných P. papatasi (Vlkova a kol., 2012). 
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2.5.6. Hyaluronidázy 

Hyaluronidázy jsou skupinou enzymů degradujících kyselinu hyaluronovou a další 

glykosaminoglykany přítomné v extracelulární matrix obratlovců. Aktivita hyaluronidázy 

ve slinách krevsajícího hmyzu byla prvně prokázána u Lu. longipalpis (Charlab a kol., 

1999). Velmi nízké zastoupení hyaluronidázy ve slinných žlázách flebotomů komplikuje 

její nalezení v proteomech. Enzymatická aktivita hyaluronidázy byla ale prokázána u všech 

studovaných druhů flebotomů (Charlab a kol., 1999; Ribeiro a kol., 2000; Černá a kol., 

2002; Hostomská a kol., 2009; Rohoušová a kol., 2012b; Vlkova a kol., 2014). 

Hyaluronidázy jednotlivých druhů flebotomů se liší intenzitou aktivity, stabilitou při 

redukujících podmínkách a molekulovou hmotností. Molekulové hmotnosti hyaluronidázy 

se liší i mezi jednotlivými poddruhy flebotomů, u některých druhů se navíc vyskytuje ve 

formě dimeru. Hyaluronidázy flebotomů také obsahují značné množství potenciálních N-

glykosylačních míst, přičemž jejich předpokládaná N-glykosylace může značně zvyšovat 

molekulovou hmotnost nativního proteinu (Černá a kol., 2002; Rohoušová a kol., 2012b). 

Slinná hyaluronidáza je nezbytná zejména pro telmofágní hmyz, mezi který patří 

kromě flebotomů i muchničky, tiplíci a ovádi. Vysoká aktivita hylauronidázy u těchto 

skupin hmyzu zajišťuje zvětšení potravní léze a díky zvýšené permeabilitě tkání napomáhá 

difusi dalších farmakologicky aktivních látek obsažených ve slinách (Charlab a kol., 1999; 

Ribeiro a kol., 2000). Fragmenty kyseliny hyaluronové, vzniklé štěpením hyaluronidázou, 

mohou mít imunomodulační vlastnosti. Jsou schopné aktivovat makrofágy k sekreci 

různých chemokinů, ovlivňují zrání a migraci dendritických buněk a indukují na 

dendritických buňkách závislou aktivaci a proliferaci T-lymfocytů (shrnuto v Mummert, 

2005). Imunomodulace způsobená hyaluronidázou může pomáhat šíření přenášených 

patogenů v místě sání flebotoma. Společná inokulace Le. major a hyaluronidázy do myšího 

ucha vedla ke vzniku větších lézí, než při inokulaci samotného parazita. Hyaluronidáza by 

tedy mohla být u flebotomů jedním ze slinných faktorů usnadňujících uchycení infekce 

(Volfova a kol., 2008).  

 

2.5.7. Endonukleázy 

Endonukleázy jsou enzymy štěpící fosfodiesterovou vazbu uvnitř polynukleotidového 

řetězce DNA. Slinné endonukleázy krevsajících členovců mohou pomáhat redukovat 

viskozitu kůže, způsobenou DNA uvolněnou z rozpadlých buněk a dále produkovat 

farmakologicky aktivní produkty DNA, jakým je např. adenosin (Ribeiro & Arcà, 2009). 

Sekvence kódující endonukleázu byly nalezeny u několika druhů flebotomů. Jedná se o 
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zásadité proteiny, jejichž předpovězená molekulová hmotnost se pohybuje mezi 40–42 kDa 

(Hostomská a kol., 2009; Ribeiro a kol., 2010; Vlkova a kol., 2014). Endonukleázy 

flebotomů jsou homologní s endonukleázami ostatních členovců (Anderson a kol., 2006). 

Slinná endonukleáza P. perniciosus byla popsána jako jeden z hlavních antigenů 

rozeznávaných séry exponovaných psů (Vlkova a kol., 2011). 

 

2.5.8. ParSP25-like proteiny 

Proteiny patřící do rodiny ParSP25-like proteinů byly prozatím nalezeny jen u flebotomů 

patřících do podrodů Adlerius a Larroussius (Anderson a kol., 2006; Hostomská a kol., 

2009; Vlkova a kol., 2011, 2014; Rohoušová a kol., 2012; Martín-Martín a kol., 2013). 

ParSP25-like proteiny patří ve slinných žlázách mezi hojné proteiny, např. u P. arabicus 

tvoří druhou nejčastěji se vyskytující proteinovou rodinu (Hostomská a kol., 2009). Tyto 

proteiny nabývají molekulové hmotnosti 25–39 kDa a díky vysokému obsahu kyselých 

aminokyselin mají nízké pH, což je mezi slinnými proteiny flebotomů poměrně výjimečné.  

 Funkce ParSP25-like proteinů nebyla dosud zjištěna, jedná se ale zřejmě o značně 

imunogenní proteiny. ParSP25-like protein P. perniciosus byl jako antigen rozeznáván IgG 

protilátkami ze sér psů (Vlkova a kol., 2011), myší a křečků (Martín-Martín a kol., 2012) 

opakovaně pobodaných P. perniciosus. Imunizace plasmidem kódujícím ParSP25-like 

protein P. ariasi vyvolávala u myší nejen protilátkovou, ale i buněčnou odpověď proti 

slinným žlázám P. ariasi. Intradermální inokulace plasmidu kódujícího tento ParSP25-like 

protein indukovala u myší imunizovaných slinnými žlázami silnou DTH reakci (Oliveira a 

kol., 2006). 

 

2.6. Rekombinantní slinné proteiny flebotomů 

Řada prací se v posledních letech zabývala sialomem jednotlivých druhů flebotomů. Autoři 

identifikovali a charakterizovali proteinové rodiny a k nim náležících proteiny, pro něž 

dále vytvořili cDNA knihovny a jejich nukleotidové a aminokyselinové sekvence uložili 

do databází (Anderson a kol., 2006; Hostomská a kol., 2009; Ribeiro a kol., 2010; 

Abdeladhim a kol., 2012; Rohoušová a kol., 2012b; de Moura a kol., 2013; Vlkova a kol., 

2014). Tyto práce usnadnily expresi vybraných slinných proteinů v rekombinantní formě. 

Rekombinantní proteiny flebotomů jsou exprimovány zejména za účelem vývoje vakcín 

proti leishmanióze a k detekci protilátkové odpovědi proti slinám u pobodaných hostitelů.  
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Prvním rekombinantně exprimovaným proteinem ze slinných žláz flebotomů byl 

maxadilan. Maxadilan je velmi účinný vasodilatační peptid vyskytující se ve slinných 

žlázách flebotomů rodu Lutzomyia. Rekombinantní maxadilan exprimovaný v bakterii 

E. coli vykazoval obdobnou aktivitu jako nativní peptid. Navrženo bylo jeho využití 

jakožto potenciálního antigenu pro vakcínu proti leishmanióze a dále také jako prostředku 

pro studium vaskulárního systému (Lerner & Shoemaker, 1992). Myši vakcinované 

syntetickým maxadilanem byly částečně chráněny proti infekci Le. major (Morris a kol., 

2001).  

Vhodně vybrané antigenní rekombinantní proteiny, použité jakožto indikátory 

vystavení hostitelské populace flebotomům, by mohly nahradit celé slinné žlázy, jejichž 

pitvy jsou časově velmi náročné. Rekombinantní slinný protein byl k detekci protilátkové 

odpovědi hostitele proti flebotomům poprvé použit v práci Barral a kol. (2000). Použitým 

rekombinantním proteinem byl 16,7 kDa antikoagulant s pravděpodobnou lektinovou 

aktivitou, který byl izolovaný ze slinných žláz Lutzomyia longipalpis (Charlab a kol., 

1999). Testovaná séra byla odebrána dětem žijícím v endemické oblasti viscerální 

leishmaniózy. V práci Barral a kol. (2000) byla prokázána signifikantní pozitivní korelace 

protilátkové IgG odpovědi proti tomuto proteinu s IgG odpovědí proti Leishmania. 

Protilátková odpověď ale nekorelovala s DTH odpovědí proti Leishmania ani s odpovědí 

proti homogenátu celých slinných žláz Lu. longipalpis. Tento protein proto není vhodným 

kandidátem pro zjišťování expozice hostitelů flebotomům.  

Využitím rekombinantních proteinů k detekci protilátkové odpovědi proti slinám se 

ve svých pracích zabývali i Marzouki a kol. (2011 a 2012). Testována byla séra dětí 

exponovaných P. papatasi. Séra rozeznávala celkem sedm slinných proteinů, z nichž 

protein PpSP32, který byl silně rozpoznáván všemi pozitivními séry, byl exprimován 

v rekombinantní formě v savčích buňkách. V práci byla prokázána pozitivní korelace 

hladiny IgG protilátek z dětských sér proti rPpSP32 s hladinou IgG proti celým slinným 

žlázám. Nebyla také zjištěna žádná zkřížená reaktivita mezi sérem lidí exponovaných 

P. perniciosus a rekombinantním proteinem, což ukazuje na jeho druhovou specifičnost. 

Rekombinantní PpSP32 se proto jeví jako vhodný kandidát pro studie stanovující expozici 

lidí P. papatasi (Marzouki a kol., 2011 a 2012).  

Protilátková odpověď proti rekombinantním proteinům P. papatasi byla sledována i 

u myší (Vlkova a kol., 2012). Séra myší opakovaně exponovaných P. papatasi dobře 

rozeznávala bakteriálně exprimovaný rekombinantní D7-related protein PpSP30. S nižší 

intenzitou byly séry rozeznávány i 2 yellow-related proteiny PpSP44 a PpSP42, velmi 
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slabě byl rozeznáván další D7-related protein PpSP28. Ani jeden z rekombinantních 

proteinů nebyl rozeznán všemi séry, každé testované sérum ale reagovalo alespoň s jedním 

rekombinantním proteinem. Jako měřítko expozice hlodavců flebotomům by tedy bylo 

teoreticky možné použit pouze kombinaci těchto proteinů (Vlkova a kol., 2012). 

Protilátky proti slinám Lu. longipalpis v sérech lidí, psů a lišek z endemických 

oblastí viscerální leishmaniózy v Brazílii rozeznávaly řadu slinných proteinů (Teixeira a 

kol., 2010). V savčím expresním systému bylo exprimováno devět vybraných antigenních 

proteinů slinných žláz Lu. longipalpis. Séry všech tří hostitelských druhů byl rozeznáván 

pouze rekombinantní yellow-related protein LJM17. Protilátky ze psích a lidských sér se 

vázaly také na další yellow-related protein LJM11. Třetí yellow-related protein byl 

rozeznáván pouze lidskými séry, zatímco apyráza, D7-related protein a PpSP15-like 

protein byly rozeznávány pouze psími séry a endonukleáza nebyla rozeznána vůbec. 

K yellow-related proteinům LJM17 a LJM11 se specificky vázaly pouze IgG protilátky ze 

sér lidí exponovaných Lu. longipalpis, nikoliv IgG ze sér lidí vystavených sympatrickému 

druhu Lu. intermedia. Jelikož některá lidská séra reagující se slinnými žlázami rozeznávala 

pouze jeden z rekombinantních proteinů, byla pro zvýšení sensitivity reakce pro další 

pokusy zvolena kombinace obou proteinů (Souza a kol., 2010). Hladina IgG protilátek 

proti slinám positivně korelovala s protilátkovou odpovědí proti kombinaci 

LJM17+LJM11. Slinné žlázy Lu. longipalpis mohou být tedy podle autorů nahrazeny 

kombinací rekombinantních yellow-related proteinů LJM17 a LJM11. Tyto proteiny 

mohou být dále využity ke zjišťování expozice Lu. longipalpis u lidí žijících 

v endemických oblastech viscerální leishmaniózy (Souza a kol., 2010).  

V bakteriálním expresním systému byly také exprimovány 2 proteiny ze slinných 

žláz P. perniciosus. Jednalo se o apyrázu rSP01B a D7-related protein rSP04. Oba proteiny 

byly rozeznávány séry křečků a myší exponovaných P. perniciosus. Tato data ukazují, že 

oba rekombinantní proteiny si zachovávají, alespoň pro některé druhy hostitelů, svojí 

antigenicitu i po expresi v bakteriích (Martín-Martín a kol., 2013).  

 

Dalším důvodem pro expresi rekombinantních proteinů slinných žláz flebotomů je 

snaha o charakterizaci jejich funkce. Tímto způsobem byla zjištěna schopnost 

rekombinantních yellow-related proteinů Lu. longipalpis vázat biogenní aminy (Xu a kol., 

2011) a podobně byla charakterizována i funkce apyrázy P. duboscqi. Apyráza 

exprimovaná v bakteriálním expresním systému byla schopná efektivně hydrolyzovat ADP 

a ATP a také inhibovat agregaci destiček indukovanou ADP nebo kolagenem (Hamasaki a 
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kol., 2009). Enzymaticky aktivní rekombinantní apyráza by mohla být např. zajímavým 

kandidátem pro léčbu trombotických onemocnění. Aktivita apyrázy exprimované 

v bakteriálním systému ukazuje na to, že za její enzymatické vlastnosti nejsou zodpovědné 

post-translační modifikace proteinu (Hamasaki a kol, 2009). Enzymaticky aktivní apyráza 

byla exprimována i v hmyzích buňkách. Jednalo se o apyrázu slinných žláz P. papatasi, 

jejíž schopnost hydrolyzovat ATP a ADP odpovídala hydrolytické aktivitě pozorované u 

homogenátu celých slinných žláz P. papatasi (Valenzuela a kol., 2001a).  

V savčím expresním systému byl exprimován též lufaxin, antikoagulant izolovaný 

ze slinných žláz Lu. longipalpis (Collin a kol., 2012). Nedávno popsaná rodina lufaxin-like 

proteinů se zřejmě vyskytuje pouze u flebotomů, a to u zástupců rodů Lutzomyia i 

Phlebotomus (Abdeladhim a kol., 2012; Collin a kol., 2012). Rekombinantní 

glykosylovaný lufaxin působil jako inhibitor faktoru Xa koagulační kaskády a potlačoval 

zánět a trombózu in vivo u myší (Collin a kol., 2012). Obdobná schopnost vázat faktor Xa 

byla pozorována i u homogenátu celých slinných žláz Lu. longipalpis, P. papatasi a 

P. duboscqi (Collin a kol., 2012). 

V bakteriálním systému byly za účelem stanovení jejich funkce exprimovány tři 

yellow-related proteiny Lu. longipalpis. Rekombinantní yellow-related protein LJM111 

silně vázal adrenalin a noradrenalin, zatímco proteiny LJM11 a LJM17 vázaly s vysokou 

aktivitou serotonin a protein LJM17 vázal navíc i histamin. Tyto proteiny si tedy 

zachovávají svoji schopnost vázat biogenní aminy i při expresi v bakteriálním systému, ve 

kterém nedochází k post-translačním modifikacím a kde může dojít ke změnám 

konformace proteinu (Xu a kol., 2011).  
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3. MATERIÁL A METODIKA 

 

3.1. Chov flebotomů 

V rámci pokusů byly použity dva blízce příbuzné druhy flebotomů přenášejících viscerální 

leishmaniózu, P. perniciosus a P. orientalis. V laboratoři byly v době konání pokusů 

chovány dvě kolonie flebotomů druhu P. orientalis původem z Etiopie. Obě kolonie mají 

velmi podobný proteinový profil slinných žláz (Vlková a kol., 2014), z toho důvodu byly 

použiti flebotomové pouze z jedné z těchto kolonií (Melka Werer), která byla v době 

konání pokusů početnější.  

Dospělci i larvy flebotomů byli chováni při konstantní teplotě 25–26 °C a za 

standardních podmínek (Volf & Volfova, 2011). Dospělci byli chováni v sítích z monofilu 

napnutých na kovových konstrukcích o rozměrech 40 × 40 × 40 cm, které byly zabaleny 

v igelitových pytlích. Vysoká vlhkost byla udržována pomocí navlhčené vaty. Zdrojem 

potravy pro obě pohlaví byl 50% roztok hnědého cukru v destilované vodě, kterým byla 

navlhčena vata umístěná na petriho misce. Proteiny pro vývoj vajec získávají samice ze 

sání krve. Jako zdroj krve byly nejčastěji použity myši uspané anestetikem podaným 

intraperitoneálně. Samice flebotomů se nechávaly sát přibližně 1 hod a sání probíhalo ve 

tmě. Nasáté samice byly po cca 5 dnech přemístěny do sádrou vylitých a zvlhčených 

kelímků uložených v plastových dózách. Kelímky byly překryty monofilem, vlhkost 

v boxech byla udržována vlhkým pískem, který byl rovnoměrně rozvrstven na dně dózy. 

K vykladení vajec docházelo po dalších 2–5 dnech, mrtvé samice byly poté odstraněny 

pinzetou. Po dalších 5–7 dnech se z vajec líhly larvy prvního instaru. Larvy byly 3× týdně 

krmeny mletou směsí fermentovaných králičích pelet a králičího trusu v poměru 1:1. Larvy 

prvního instaru byly krmeny jemnější potravou, zatímco dalším instarům, které se svlékaly 

vždy přibližně po 1 týdnu, byla podávána již hrubší směs. Larvy čtvrtého instaru se cca po 

týdnu zakuklily a za dalších 7–10 dní se z kukel líhli dospělci, kteří byli vypouštěni do sítí. 

 

Použitý roztok: 

Anestetikum: 2% ketamin (Narketan; Vétoquinol); 0,5% xylazin (Rometar; Bioveta); 

sterilní fyziologický roztok.  

 

3.2. Pitva slinných žláz flebotomů 

Pro pokusy byly používány slinné žlázy z minimálně 3 dny starých samic flebotomů 

krmených pouze cukerným roztokem. U třídenních samic je již vytvořen kompletní 
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proteinový profil slinných žláz (Volf, a kol., 2000). Samici znehybněné na ledu byly 

nejprve odděleny nožičky, následně bylo tělíčko umístěno do kapky roztoku Tris-NaCl na 

sklíčko umístěné pod binokulární lupou. Za pomoci entomologických jehel (minucií) 

připevněných na špejli byla nejprve oddělena křídla a tělo s hlavičkou bylo přemístěno do 

čisté kapky Tris-NaCl. Následně byla jehlou odříznuta hlavička a tím i přeříznut slinný 

kanálek. Tímto postupem zůstanou slinné žlázy v hrudi, z níž mohou být mírným tlakem 

vytlačeny ven. Jehlou upravenou do tvaru lžičky byly slinné žlázy podebrány a umístěny 

do mikrozkumavky s roztokem Tris-NaCl. Mikrozkumavky s vypitvanými žlázami 

(20 žláz ve 20µl Tris-NaCl) byly skladovány při teplotě -80 °C.  

Pro ELISA pokusy byly slinné žlázy před použitím homogenizovány tak, že 

mikrozkumavka se slinnými žlázami byla 3× ponořena střídavě do kapalného dusíku a 

teplé vody.  

 

Použitý roztok:  

Tris-NaCl: 20 mM Tris (Trizma base, Sigma); 150 mM NaCl (Lach-Ner); pH 7,6 

 

3.3. Rekombinantní proteiny 

Pro experimenty byly použity 4 slinné rekombinantní proteiny P. perniciosus. Tyto 

proteiny byly vyrobeny firmou Apronex s.r.o. podle příslušné jednořetězcové cDNA 

amplifikované na základě publikovaných sekvencí (Anderson a kol., 2006). Jednalo se o 

43 kDa yellow-related protein rSP03B (NCBI přístupové číslo: ABA43050), 35,3 kDa 

apyrázu rSP01B (ABB00907), 35,5 kDa apyrázu rSP01 (ABB00906) a 30 kDa antigen  

5-related protein rSP07 (ABA43055). Proteiny byly vyrobeny v bakteriálním expresním 

systému E. coli BL 21 (DE3). Rekombinantní proteiny rSP03B a rSP07 obsahovaly oproti 

nativním proteinům navíc 1 His-tag tvořený 6 histidiny, apyrázy obsahovaly 2 His-tagy 

tvořené 6 a 8 histidiny a adaptor složený ze 14 aminokyselin. Proteiny byly izolovány za 

denaturujících podmínek a dodány rozpuštěné v pufru obsahujícím 8M močovinu. V práci 

Drahota a kol. (2014), kde jsme následně popsali antigenní vlastnosti rekombinantních 

proteinů, byly tyto proteiny popsány jako rSP03B (pET28b), rSP07 (pET28b), rSP01/2 

(pET42b) a rSP01B/2 (pET42b). 

 

3.4. Použitá séra 

Myší séra byla získána z Balb/c a SKH-1 myší z laboratorních chovů katedry parazitologie. 

Pozitivní séra pocházela z myší používaných k sání jednotlivých kolonií flebotomů. 
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Samice flebotomů (> 100) na těchto myších sály minimálně 5x, v některých případech až 

25x. Pro pokusy byla použita 3 negativní séra, dále 3 séra z myší opakovaně exponovaných 

P. perniciosus a po 2 sérech z myší exponovaných P. papatasi, P. sergenti a 

Lu. longipalpis.  

Séra psů se známou expozicí P. perniciosus pocházela z laboratorních chovů psů 

plemene bígl (Bayer Animal Health, Německo). Tato séra byla použita pro pokusy 

zjišťující vhodnost jednotlivých rekombinantních proteinů jakožto markerů expozice 

P. perniciosus. Dále byla tato séra použita jako negativní a pozitivní kontroly pro 

předběžné pokusy se séry psů s neznámou expozicí. Celkem bylo použito 14 sér 

negativních (před expozicí flebotomům), 8 sér z méně exponovaných psů (sátých 1× týdně 

cca 20–70 flebotomy) a 12 sér ze silně exponovaných psů (150–190 flebotomů). Schéma 

vystavení psů sáním flebotomů je podrobně popsáno v práci Vlkova a kol. (2011).  

Séra psů s neznámou expozicí P. perniciosus byla získána ve spolupráci s Istituto 

Superiore di Sanitá v Itálii (Prof. Luigi Gradoni). Byla použita séra pocházející ze dvou 

odlišných studií. V dlouhodobé studii bylo celkem sledováno 56 psů plemene bígl 

pocházejících ze severu Francie. Preimunní séra psů byla odebrána před jejich transportem 

do oblasti výskytu P. perniciosus (červenec 2012). Tato séra byla následně použita jakožto 

negativní kontroly. Psi byli následně chování v útulku, nacházejícím se v italské oblasti 

Kampánii, konkrétně v provincii Neapol, poblíž sopky Vesuv. Z druhů flebotomů v oblasti 

dominuje P. perniciosus (60–90 %), v nízké míře se zde vyskytují i P. papatasi a 

P. mascitii, zbývající část potom tvoří flebotomové rodu Sergentomyia (Rossi a kol., 

2007). V letech 2012–2013 bylo provedeno dalších 9 odběrů sér, celkem bylo získáno 529 

vzorků sér. Séra byla odebírána v srpnu, září a říjnu roku 2012 a v lednu, březnu, červenci, 

srpnu a září roku 2013. Séra pocházející z průřezové studie byla odebrána v letech 2007–

2009, 2012 a 2013 psům různých plemen chovaných ve dvou oblastech Itálie, Kampánii a 

Umbrii. Celkem bylo odebráno 229 vzorků sér.  

 

3.5. Elektroforéza proteinů (SDS-PAGE) 

Pro separaci proteinů obsažených ve slinných žlázách P. perniciosus a P. orientalis a pro 

vizualizaci a rozlišení jednotlivých rekombinantních slinných proteinů P. perniciosus byla 

použita metoda vertikální elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). Při této 

metodě se proteiny pohybují pod elektrickým napětím v gelu a dělí se podle molekulové 

hmotnosti. Reakce probíhala v přístroji MiniProtean 3 (Bio-Rad), při konstantním napětí 

200V, za neredukujících podmínek v přítomnosti detergentu SDS (dodecylsíran sodný). Na 
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elektroforézu byl použit 0,75 mm polyakrylamidový gel, skládající se z 8 ml spodního 

separačního gelu a 4 ml svrchního zaostřovacího gelu. Pro separaci proteinů celých 

slinných žláz byl připraven 10% separační gel, pro jednotlivé rekombinantní proteiny 12% 

gel. Po zpolymerování separačního gelu mezi skly (cca 20 minut), byl přes něj nanesen 

zaostřovací gel, do kterého byl okamžitě vložen 5 nebo 10 jamkový hřeben.  

Slinné žlázy nebo rekombinantní proteiny byly nejprve smíchány s neredukujícím 

vzorkovým pufrem v poměru 2:1. Mikrozkumavky se vzorky byly před nanášením na gel 3 

minuty povařeny ve vodě. Množství slinných žláz obou druhů flebotomů nanášených do 

jedné jamky 5 jamkového hřebenu je shrnuto v tabulce (Tab. 1). Rekombinantní proteiny 

P. perniciosus byly pipetovány do jamek 10 jamkového hřebenu v koncentracích 

uvedených v tabulce (Tab. 3). Standard (Invitrogen BenchMark, kat. č.: 10747-012) byl 

nanášen v množství 5 µl na jamku 5 jamkového hřebenu a v množství 4 µl na jamku pro 10 

jamkový hřeben. Separace proteinů probíhala 35–45 minut.  

 

Použité roztoky: 

Separační gel:  

a) 10%: 2 ml roztoku A; 4 ml dH2O; 2 ml roztoku B; 5 µl TEMED (AppliChem); 50 µl 

roztoku G  

b) 12%: 2,4 ml roztoku A; 3,6 ml dH2O; 2 ml roztoku B; 5 µl TEMED (AppliChem); 50 µl 

roztoku G 

 

Zaostřovací gel (4%): 0,4 ml roztoku A; 2,6 ml dH2O; 1 ml roztoku C; 5 µl TEMED 

(AppliChem); 40 µl roztoku G 

 

Roztok A: 50 g akrylamid a 1,4 g bis-akrylamid (Bio-Rad); do 100 ml dH2O 

Roztok B: 75 ml 2M Tris-Cl (pH 8,8); 4 ml 10% SDS; 21 ml dH2O 

Roztok C: 50 ml 1M Tris-Cl (pH 6,8); 4 ml 10% SDS; 46 ml dH2O 

Roztok G: 0,5g APS (peroxodisíran amonný, SERVA); 5 ml dH2O 

 

SDS: Tris/Glycin/SDS pufr (Bio-rad); 25 mM Tris; 192 mM glycin; 0,1% SDS 

 

Neredukující vzorkový pufr: 60 µl Tris-HCl (pH 6,8); 500 µl 50% glycerol; 200 µl 10% 

SDS; 100 µl 1% bromfenolová modř; 140 µl dH2O 
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3.6. Western blot 

Po separaci proteinů pomocí elektroforézy (viz výše) byl gel přeblotován na 

nitrocelulózovou membránu v přístroji iBLOT (Invitrogen, 7 minut). Pro vizualizaci 

proteinových pruhů byla membrána nabarvena Ponceau S (5–10 minut). Barva byla 

následně z membrány částečně opláchnuta vodou a/nebo pufrem Tris-Tween a membrána 

byla rozřezána na požadované množství proužků. Standard a zpravidla 1 proužek 

s proteiny byl barven amidočerní (1 minuta). K odbarvení byl použit odbarvovací roztok 

(30 minut). Ostatní proužky byly po jednom umístěny do destiček s jamkami. Proužky 

byly promyty pufrem Tris-Tween pro úplné zbavení Ponceau červeně a možných nečistot. 

Postup se dále lišil podle toho, zda se jednalo o afinoblot či imunoblot (viz 3.6.1 a 3.6.2). 

 

Použité roztoky: 

Ponceau S: 0,2% Ponceau S (100 mg, Sigma); 3% kyselina octová (1 ml); dH2O (99 ml) 

 

Tris-Tween: 20 mM Tris (Sigma); 150 mM NaCl; 0,05% Tween 20 (Serva); pH 7,2 

 

Amidočerň: 0,1% amidočerň 10B (100 mg, Merck); 25% izopropylalkohol (Lach-Ner, 

25 ml); 10% kyselina octová (10 ml); dH2O (do 100 ml) 

 

Odbarvovací roztok: 25% izopropylalkohol (Lach-Ner); 10% kyselina octová, 

po 30 minutách opláchnout dH2O a nechat uschnout 

 

3.6.1. Afinoblot 

Pomocí afinoblotu byla detekována přítomnost a případně i typ cukerné složky u 

elektroforeticky separovaných proteinů slinných žláz P. perniciosus a P. orientalis. Po 

přeblotování proteinů na nitrocelulózovou membránu (viz výše) byly jednotlivé proužky 

blokovány 5% BSA (bovinní sérum albumin, Sigma) ředěným v Tris-Tween. Inkubace 

s BSA probíhala přes noc při teplotě 4 °C. Následující ráno byly proužky promyty 3× 5 

minut Tris-Tween a inkubovány s biotinylovanými lektiny. Inkubace probíhala při 

pokojové teplotě na třepačce 1,5 hodiny. Použité lektiny (LTA a ConA výrobce Sigma, 

ostatní použité lektiny Vector), jejich vazebná specifita a koncentrace, které byly použity 

pro oba druhy flebotomů, jsou shrnuty v tabulkách (Tab. 1 a Tab. 2). Pro kontrolu reakční 

specifity byl vždy k jednomu proužku napipetován samotný lektin, zatímco k druhému 

shodnému proužku byl napipetován stejný lektin preinkubovaný s odpovídajícím 
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inhibičním monosacharidem (Sigma). Preinkubace lektinu s inhibičním monosacharidem 

probíhala 30 minut na třepačce. Výsledná molarita monosacharidů v nanášeném roztoku je 

uvedena v tabulce (Tab. 1). Po ukončení inkubace s lektiny byly proužky opět promyty 

(3× 5 minut) pufrem Tris-Tween a inkubovány se streptavidin-peroxidázou (Sigma) 

v koncentraci 1µg/ml ředěnou do Tris-Tween. Po 1 hodině byly proužky promyty (2× 5 

minut Tris-Tween, 1× 5 minut Tris) a byl k nim napipetován substrátový roztok. Po 

objevení proužků byla reakce zastavena několikerým promytím destilovanou vodou. Po 

uschnutí byly proužky nalepeny na papír a naskenovány.  

 

Použité roztoky: 

Substrátový roztok: 20 ml Tris-NaCl; 0,01 g DAB (3,3´-diaminobenzidin, Sigma); 6 µl 

H2O2 (Fluka) přidán těsně před použitím 

 

Tab. 1: Množství použitých slinných žláz P. perniciosus a P. orientalis na jednu jamku 5 

jamkového hřebenu pro elektroforézu. Koncentrace jednotlivých lektinů (µg/ml) při použití 

tohoto množství slinných žláz a molarita k nim příslušejícím inhibičním monosacharidů. 

Lektin  
P. perniciosus P. orientalis 

inhibi ční sacharid 
SGH konc. lektinu SGH konc. lektinu 

DBA 20 2 30 5 0,25 M N-acetyl-D-galaktosamin 

SBA 20 2 30 10 0,25 M N-acetyl-D-galaktosamin 

UEA-I 20 10 30 10 0,5 M L-fukosa 

LTA 10 0,1 20 0,2 0,5 M L-fukosa 

ConA 10 0,1 20 0,1 0,5 M methyl-α-D-manopyranosid  

PSA 10 10 20 10 0,5 M methyl-α-D-manopyranosid  

WGA 20 10 – – 0,25 M N-acetyl-D-glukosamin 
 

 

Tab. 2: Použité lektiny, jejich vazebná specifita pro monosacharidy a typ glykanů, který je 

jimi rozeznáván (upraveno dle Debray a kol., 1981; Uhlíř a kol., 1994). 

      Vazebná specifita pro:   

Lektin  Zdroj   Monosacharid Typ glykanů 

ConA Canavalia ensiformis 
  D-glukosa, D-manosa  

 N-glykany 

PSA Pisum sativum (hrách setý)  komplexní 

DBA Dolichos biflorus   N-acetyl-D-galaktosamin  

 O-glykany 
SBA Glycine max (sója luštinatá) 

  N-acetyl-D-galaktosamin 

  D-galaktosa 

WGA Triticum aestivum (pšenice setá)   N-acetyl-D-glukosamin   hybridní 

UEA-I  Ulex europaeus (hlodáš evropský) 
  L-fukosa  

 komplexní 

LTA Tetragonolobus purpureus (ledenec nachový)  paucimanosidické 
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3.6.2. Imunoblot 

Metoda imunoblotu byla použita k detekci protilátkové IgG odpovědi proti 

rekombinantním proteinům P. perniciosus, které byly nejprve elektroforeticky separovány 

na gelu a následně přeblotovány na nitrocelulózovou membránu (viz výše).  

Volná vazebná místa na nitrocelulózových proužcích s navázanými proteiny byla 

blokována v 5% odtučněném mléce (Bio-rad) ředěném do Tris-Tween. Inkubace probíhala 

buď 1–2 hod v pokojové teplotě na třepačce, nebo přes noc při 4 °C. Po ukončení 

blokování byly proužky 3× promyty po dobu 5 minut v Tris-Tween a následně inkubovány 

se séry ředěnými v Tris-Tween. Myší séra byla ředěna v poměru 1:100, psí séra v poměru 

1:50. Po uplynutí 1 hodiny byly proužky opět promyty (3× 5 minut v Tris-Tween). Poté 

byly proužky 1 hodinu inkubovány s konjugátem s navázanou sekundární protilátkou 

ředěným v poměru 1:1000 opět do Tris-Tween. Po ukončení inkubace byly proužky opět 

promyty (2× 5 minut Tris-Tween, 1× 5 minut Tris-NaCl) a byl k nim napipetován 

substrátový roztok (viz 3.6.1). Po objevení proužků (cca 10 minut) byla reakce zastavena 

několikanásobným promytím destilovanou vodou. Po oschnutí byly proužky nalepeny na 

papír, popsány a naskenovány.  

Metoda imunoblotu byla také použita ke zjištění podobnosti antigenních epitopů 

nativních proteinů slinných žláz P. perniciosus s odpovídajícími rekombinantními 

proteiny. Proteiny celých slinných žláz P. perniciosus i rekombinantní proteiny byly 

nejprve elektroforeticky separovány a přeblotovány na nitrocelulosovou membránu. Pro 

elektroforézu byl použit 12% gel a slinné žlázy byly nanášeny v množství 13 žláz na jamku 

10 jamkového hřebenu. Množství nanášených rekombinantních proteinů bylo shodné jako 

u předchozího pokusu (viz Tab. 3). Směs 3 pozitivních psích sér (Bayer Animal Health, 

Německo), ředěná 1:25 v Tris-Tween, byla preinkubována v mikrozkumavkách 

s jednotlivými rekombinantními proteiny 2 hodiny na třepačce při pokojové teplotě. 

Rekombinantní proteiny byly ředěny do pufru Tris-Tween, jejich výsledná koncentrace po 

přidání k sérům byla pro rSP03B rovna 15 µg/ml, pro rSP01B 30 µg/ml a pro rSP01 i 

rSP07 se rovnala 40 µg/ml. Séra byla po preinkubaci s jednotlivými rekombinantními 

proteiny napipetována na nitrocelulosové proužky s elektroforeticky separovaným 

proteinovým profilem slinných žláz P. perniciosus. Část preinkubovaných sér byla, pro 

kontrolu schopnosti rekombinantních proteinů vyvázat pro ně specifické protilátky ze sér, 

naředěna na koncentraci 1:50 a napipetována na proužky s přeblotovanými 

rekombinantními proteiny. Pro kontrolu schopnosti vybrané směsi sér vázat se k proteinům 

slinných žláz i k rekombinantním proteinům byla na další proužky s přeblotovaným 
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profilem slinných žláz a s jednotlivými rekombinantními proteiny napipetována samotná 

séra. Tato séra byla naředěna ve stejném poměru jako séra smíchaná s rekombinantními 

proteiny a pro zachování stejných podmínek byla také před nanesením na nitrocelulosové 

proužky preinkubována 2 hodiny na třepačce. Po 1 hodině inkubace se séry byly proužky 

promyty 3× 5 minut Tris-Tween a následně inkubovány 1 hodinu s konjugátem. Pro slinné 

žlázy byl konjugát použit v nižší koncentraci 1:3000, pro rekombinantní proteiny byl ředěn 

v poměru 1:1000 do Tris-Tween. Vyvolání reakce bylo provedeno stejně jako v 

předcházejícím pokusu (viz výše). 

 

Použité roztoky:  

Konjugát: Goat Anti-mouse IgG (AbD Serotec) pro myší séra; Sheep Anti-dog IgG 

(Bethyl) pro psí séra 

 

3.7. ELISA  

Ke stanovení a kvantifikaci protilátkové odpovědi proti slinným žlázám P. perniciosus a 

proti jednotlivým rekombinantně exprimovaných proteinům ze slinných žláz 

P. perniciosus u psů a myší exponovaných těmto flebotomům byla použita metoda ELISA 

(Enzyme linked immunosorbent assay). Tato metoda byla také využita pro testování 

zkřížené reaktivity mezi rekombinantními proteiny P. perniciosus a séry myší 

experimentálně pobodaných P. papatasi, P. sergenti a Lu. longipalpis.  

 Pro ELISA testy byly použity 96 jamkové mikrotitrační destičky (CovaLinkTM, 

Nunc). Do jamek bylo naneseno po 100 µl antigenu ředěného do navazovacího roztoku. 

Homogenát slinných žláz byl na destičku navázán v koncentraci 1/5 žlázy na jamku, což 

odpovídá cca 60 ng proteinů na jamku. Použité koncentrace jednotlivých rekombinantních 

proteinů jsou shrnuty v tabulce (Tab. 3).  

  

Tab. 3: Množství rekombinantních proteinů použitých pro imunoblot (µg na jednu jamku 

10 jamkového hřebenu) a jejich koncentrace pro ELISA test (µg/ml) s myšími a psími séry. 

Něm. = séra psů z Německa, It. = séra psů pocházející z italských studií. 

Rekombinantní protein Imunoblot Imunoblot  ELISA  ELISA ELISA 
MYŠ PES MYŠ PES (Něm.) PES (It.) 

Yellow-related protein rSP03B  1,5 3 4 5 

35,5 kDa apyráza rSP01 1 2 3 5 

35,3 kDa apyráza rSP01B  2,5 4 6 9 – 

Antigen5-related protein rSP07 4 9 – 
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Destičky s navázaným antigenem byly inkubovány přes noc při teplotě 4 °C. Následující 

den byla destička 2× promyta promývacím roztokem (PBS-Tween). Nespecifické vazby 

byly blokovány 6% mlékem (BioRad) ředěném v PBS-Tween; blokování probíhalo 1 

hodinu při 37 °C. Poté byla destička opět promyta (3× promývacím roztokem) a následně 

bylo do jamek naneseno myší či psí sérum (po 100 µl na jamku). Séra byla ředěna do 

2% mléka v PBS-Tween v poměrech uvedených v tabulce (Tab. 4). Destička byla se séry 

inkubována 90 minut při 37 °C. Po promytí (4–5× PBS-Tween) byl do jamek napipetován 

konjugát (100 µl na jamku) s navázanou sekundární protilátkou (viz použité roztoky 

podkapitoly 3.6.2.). Konjugát byl ředěn do promývacího roztoku v poměrech uvedených 

v tabulce (Tab. 4). Po 1 hodině inkubace v 37 °C byla destička opět promyta  

(5× PBS-Tween). Následně byl do jamek nanesen substrátový roztok. Po dobu vyvolávání 

(5–6 minut) byla destička překryta alobalem, poté byla reakce zastavena 10% roztokem 

kyseliny sírové (Lach-Ner). Ihned po zastavení reakce byla změřena absorbance (OD) 

v jednotlivých jamkách. Měření probíhalo při vlnové délce 492 nm ve fluorometru Infinite 

M 200 (Tecan).  

 

Tab. 4: Použité ředění sér a konjugátů pro ELISA testy. Pro yellow-related protein rSP03B 

byla myší séra ředěna v poměru 1:1600 a konjugát proti psím IgG byl pro pokusy 

s německými psy ředěn v poměru 1:6000. SGH = homogenát slinných žláz, Něm. = séra 

psů z Německa, It. = séra psů z italských studií. 

původ sér 
ředění sér ředění  

SGH rekomb. proteiny konjugátů 
MYŠ 1:200 1:200 1:2000 

PES (Něm.) 1:50 1:50 1:3000 

PES (It.) 1:200 1:100 1:9000 
 

 

Použité roztoky: 

Navazovací roztok: 20 mM Na2CO3-NaHCO3; pH 9,0 

 

Promývací roztok (PBS-Tween): 10× zředěný PBS + 0,05% Tween, pH 7,2 

PBS: 150 mM NaCl (88 g); 3 mM KCl (2,2 g); 8 mM NA2HPO4 (11,4 g); 1 mM KH2PO4 

(1,36 g); doplnit do 1 litru H2O; pH 7,2 
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Substrátový roztok (McIwein fosfát-citrát): 0,11 M NaH2PO4·12H2O (9 ml; Penta); 0,5 M 

kyselina citrónová (1 ml; Lach-Ner); pH 5,5; těsně před použitím přidat 5 mg OPD 

(o-fenylendiamin, Sigma) a 10 µl 30% H2O2 

 

3.8. Měření koncentrace proteinů 

Koncentrace proteinů ve slinných žlázách obou druhů flebotomů byla měřena DC metodou 

(Bio-Rad), která je velmi podobná známější Lowryho metodě. Tato metoda byla použita 

také k měření koncentrace rekombinantních proteinů P. perniciosus.  

Pro měření byly použity 96 jamkové mikrotitrační destičky (Corning CLS9017, 

Sigma). Dle očekávané koncentrace proteinů ve vzorku byla zvolena pětičlenná ředící řada 

BSA (Sigma), sloužícího jako standard, v rozmezí 5–250 µg/ml nebo 0,2–1,5 mg/ml. BSA 

byl ředěn do stejného roztoku, ve kterém byl naředěn vzorek. Vzorky byly ředěny do pufrů 

neobsahujících detergent, tudíž byl použit zkrácený protokol (Bio-Rad). Ke vzorkům 

napipetovaným do jamek destičky, byly postupně přidány činidlo A (zásaditý roztok 

vínanu měďnatého) a činidlo B (Folinovo činidlo). Po 15 minutách byla změřena 

absorbance. Měření probíhalo při vlnové délce 750 nm ve fluorometru Infinite M 200 

(Tecan). 

 

3.9. Statistika a použité predikční programy 

Data získaná z ELISA testů byla vyhodnocena pomocí neparametrické Spearmanovy 

korelační analýzy v programu GraphPad Prism 6. Data z dlouhodobé studie zaměřené na 

psy z Itálie byla vyhodnocena také pomocí neparametrického Wilcoxon Signed-Rank testu 

v programu NCSS 6.0. Pro analýzu výsledků byl použit jednovýběrový párový T-test.  

Potenciální N- a O-glykosylační místa proteinů byla predikována pomocí volně 

dostupných serverů NetNGlyc 1.0 and NetOGlyc 3.1 (www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc, 

www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc; Gupta a kol., nepublikováno; Julenius a kol., 2004). 

Předpokládaná C-manosylační místa byla zjišťována pomocí serveru NetCGlyc 1.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCGlyc; Julenius, 2007). Tyto servery hledají 

potenciální glykosylační místa podle aminokyselinové sekvence proteinů. 

Aminokyselinové sekvence vybraných slinných proteinů byly získány z proteinové 

databáze (NCBI). Vstupní data pro predikční servery byla vkládána ve FASTA formátu.  
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4. VÝSLEDKY 

 

4.1. Glykosylace proteinů slinných žláz flebotomů 

Abychom mohli porovnat slinné proteinové profily, zjišťovali jsme nejprve koncentraci 

proteinů ve slinných žlázách studovaných flebotomů. Naměřené proteinové koncentrace 

odpovídají množství proteinů obsažených v 1 slinné žláze. Pro P. perniciosus je obsah 

proteinů v jedné žláze roven 0,32 µg, zatímco pro P. orientalis je 0,14 µg, a je tedy více 

než 2× nižší. 

Přítomnost sacharidové složky u proteinů slinných žláz P. perniciosus a 

P. orientalis byla zjišťována pomocí afinoblotu. V řadě předběžných pokusů byly nejprve 

vybrány vhodné lektiny tak, aby pokrývaly co nejširší spektrum glykosylačních typů. Do 

závěrečného pokusu byly vybrány 2 lektiny rozeznávající O-glykany (DBA a SBA) a 

4–5 lektinů rozeznávajících N-glykany. Lektin ConA se váže ke všem typům N-glykanů. 

Výhradně komplexní N-glykany jsou rozeznávány PSA. Lektiny LTA a UEA-I 

rozeznávají komplexní a paucimanosidické N-glykany, zatímco k hybridním N-glykanům 

se váže WGA (viz Tab. 2). Reakce s WGA u P. orientalis dosahovala příliš velkého 

nespecifického pozadí a nebyla tudíž do závěrečného pokusu zahrnuta. Pro oba druhy 

flebotomů byly následně vytitrovány vhodné koncentrace použitých lektinů (viz Tab. 1). 

Pro kontrolu reakční specificity byla část lektinů preinkubována s příslušnými 

monosacharidovými inhibitory (viz Tab. 1). Jako inhibiční monosacharid pro ConA a PSA 

byl místo manosy nebo glukosy (viz Tab. 2) vybrán methyl-α-D-manopyranosid, který je 

účinnějším inhibitorem tohoto lektinu (Debray a kol., 1981).  

Pro srovnání a ověření získaných výsledků z afinoblotu byla N- a O-glykosylační 

místa proteinů predikována také pomocí serverů NetNGlyc 1.0 and NetOGlyc 3.1 ( Gupta 

a kol., nepublikováno; Julenius a kol., 2004). Předpokládaná C-manosylační místa byla 

zjišťována pomocí serveru NetCGlyc 1.0 (Julenius, 2007).  

 

4.1.1. Glykosylace slinných proteinů P. perniciosus 

U P. perniciosus jsme prostřednictvím afinoblotu rozlišili 9–10 proteinů patřících do 7 

proteinových rodin. Tyto proteiny jsme identifikovali jako endonukleázu, 2 yellow-related 

proteiny, lufaxin-like protein, ParSP25-like protein, Ag5-related protein, 2–3 D7-related 

proteiny a pravděpodobně i hyaluronidázu (Obr. 5 a 6).  

 

Potenciální hyaluronidáza: Hyaluronidáza nebyla dosud v proteomu P. perniciosus 

nalezena, avšak její aktivita byla detekována na gelech s inkorporovaným hyaluronanem, 
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kde její přibližná molekulová hmotnost byla 100–120 kDa (Černá a kol., 2002; Rohoušová 

a kol., 2012b). Předpokládaná hyaluronidáza, specificky rozeznávaná lektiny ConA a PSA, 

vytvářela na afinoblotu neohraničený proteinový pruh o molekulové hmotnosti cca 

105 kDa (Obr. 6). Na hyaluronidázu se nevázaly lektiny specifické pro O-glykany, 

ani lektin WGA, který rozeznává N-glykany hybridního typu. Hyaluronidáza je tedy 

pravděpodobně N-glykosylována, a jsou na ní zřejmě vázány N-glykany komplexního 

typu. 

 

PpeSP32 (41 kDa endonukleáza): Na protein PpeSP32 se specificky vázaly lektiny ConA 

a PSA (Obr. 6). Tyto lektiny rozeznávaly PpeSP32 jako 2 oddělené pruhy. Ostatní lektiny 

rozeznávaly endonukleázu nespecificky s velmi nízkou intenzitou nebo vůbec, částečná 

specificita reakce byla zjištěna u lektinu WGA (Obr. 5). Podle aminokyselinové sekvence 

obsahuje tento protein 5 potenciálních N-glykosylačních míst. Přítomnost post-translačních 

modifikací u této endonukleázy lze odvodit i z její vyšší molekulové hmotnosti naměřené 

na gelu (52 kDa) oproti předpokládané molekulové hmotnosti (41 kDa). Protein PpeSP32 

je tedy N-glykoprotein, pravděpodobně s komplexním typem N-glykanů. 

 

PpeSP03B (43 kDa yellow-related protein): Na yellow-related protein PpeSP03B se 

specificky vázal pouze ConA (Obr. 6). Částečné inhibice bylo dosaženo u lektinů PSA, 

WGA a UEA-I. Protein PpeSP03B byl rozeznáván i všemi ostatními testovanými lektiny, 

ovšem jejich vazba byla nespecifická (Obr. 5). Z aminokyselinové sekvence byla pro 

PpeSP03B predikována 4 potenciální O-glykosylační a jedno N-glykosylační místo. Tento 

yellow-related protein je tedy zřejmě N-glykosylován, přítomnost O-glykanů nelze 

prokázat, ale je pravděpodobná. 

 

PpeSP03 (42 kDa yellow-related protein) byl specificky rozpoznán pomocí lektinů ConA 

a UEA-I. Částečná inhibice vazby byla prokázána i u LTA, přičemž nespecificky se 

k tomuto yellow-related proteinu vázaly i všechny ostatní lektiny (Obr. 5). Lektin ConA 

rozeznával oba popsané yellow-related proteiny jako 1 velmi silný proteinový proužek 

(Obr. 6), zatímco pomocí vazby lektinů UEA-I, LTA a DBA bylo možné tyto proteiny od 

sebe odlišit (Obr. 5 a Obr. 6: vpravo). Dle aminokyselinové sekvence obsahuje protein 

PpeSP03 3 potenciální O-glykosylační a jedno N-glykosylační místo. Jedná se tedy zřejmě 

o N-glykoprotein a to pravděpodobně paucimanosidického typu. Díky nespecifické reakci 

lektinů vázajících galaktosu a GalNAc nelze potvrdit přítomnost O-glykosylace. 
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Obr. 5: Afinoblot homogenátu slinných žláz P. perniciosus. Pro každý použitý lektin byl 

k druhému nitrocelulosovému proužku přidán stejný lektin preinkubovaný nejprve 

s odpovídajícím inhibičním monosacharidem. STD = standard, SG = amidočerní barvený 

přeblotovaný proteinový profil slinných žláz.  

 

Obr. 6: Výřez z afinoblotu slinných žláz P. perniciosus (Obr. 5) pro lektiny ConA a PSA. 

Proteiny byly identifikovány dle molekulových hmotností, databáze NCBI a 

publikovaných proteomů (Anderson a kol., 2006; Vlkova a kol., 2011). Ve výřezu vpravo 

je znázorněno uspořádání yellow-related proteinů při použití lektinu DBA a také 

nespecifická reakce neglykosylované apyrázy PpeSP01 s tímto lektinem (popis podtrženě).  
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PpeSP06 (33 kDa lufaxin-like protein): Na protein PpeSP06 se specificky vázaly lektiny 

ConA, PSA (Obr. 6) a UEA-I (Obr. 5). Lektiny specifické pro O-glykany protein PpeSP06 

nerozeznávaly vůbec nebo nespecificky a to s velmi nízkou intenzitou (Obr. 5). 

V aminokyselinové sekvenci tohoto lufaxin-like proteinu (Martín-Martín a kol., 2013) 

jsme nalezli 3 potenciální N-glykosylační místa, zřejmě se tedy jedná o N-glykoprotein, a 

to paucimanosidického nebo komplexního typu.  

 

PpeSP08 (29 kDa ParSP25-like protein): K tomuto proteinu se vázaly s částečnou 

specifitou lektiny ConA, SBA, WGA, UEA-I a LTA (Obr. 5 a 6). Podle predikčního 

serveru obsahuje PpeSP08 pouze jedno potenciální O-glykosylační místo. Přítomnosti  

O-glykanů by odpovídala vazba SBA. Pouze částečně specifická vazba ostatních lektinů 

zřejmě tedy nemůže být důkazem přítomnosti N-glykanů.  

 

PpeSP07 (30 kDa antigen 5-related protein): Na protein PpeSP07 se specificky vázaly 

lektiny ConA a UEA-I, s částečnou specifitou i PSA a WGA (Obr. 5 a 6), zatímco lektin 

DBA se vázal nespecificky a lektiny SBA a LTA tento antigen 5-related protein 

nerozeznávaly vůbec. Podle aminokyselinové sekvence má PpeSP07 jedno potenciální 

místo pro vazbu N-glykanů. Jedná se tedy zřejmě o N-glykoprotein. 

 

PpeSP10 (27 kDa D7-related protein): K tomuto proteinu se specificky vázal ConA a 

PSA (Obr. 6), zatímco ostatními lektiny nebyl rozeznáván (Obr. 5). Zřejmě se tedy jedná o 

N-glykoprotein, čemuž odpovídá i přítomnost 2 potenciálních N-glykosylačních míst 

v jeho aminokyselinové sekvenci. 

 

PpeSP04B a PpeSP04 (27 kDa a 24,5 kDa D7-related proteiny): Aminokyselinové 

sekvence těchto D7-related proteinů neobsahují žádná N- nebo O-glykosylační místa, 

pouze u proteinu PpeSP04 jsme nalezli jedno potenciální C-manosylační místo. Na 

afinoblotu oba proteiny zřejmě tvoří jeden společný proužek, který byl specificky 

rozeznáván pouze lektinem PSA (Obr. 6), zatímco ostatní lektiny se na něj nevázaly (Obr. 

5). Zda se lektin PSA vázal na oba D7-related proteiny, či pouze na jeden z nich, nelze 

z afinoblotu určit. Díky přítomnosti C-manosylačního místa, specifické vazbě lektinu PSA 

a nepřítomnosti vazby ostatních lektinů rozeznávajících N-glykany lze s vysokou 

pravděpodobností potvrdit C-manosylaci proteinu PpeSP04.  

 



38 
 

4.1.2. Glykosylace slinných proteinů P. orientalis 

Pomocí afinoblotu lze v proteinovém profilu slinných žláz P. orientalis rozlišit 9 proteinů 

patřících do 7–8 proteinových rodin. Tyto proteiny jsme identifikovali jako hyaluronidázu, 

endonukleázu, yellow-related protein, 2 apyrázy, ParSP25-like protein, antigen 5-related 

protein a D7-related protein (viz Obr. 7 a 8). Jeden protein se nám nepodařilo podle 

dostupných zdrojů informací blíže určit (Obr. 8).  

 

Potenciální PorMSP108 (35,6 kDa hyaluronidáza): Potenciální hyaluronidáza tvoří na 

afinoblotu široký nejasný proteinový pruh o molekulové hmotnosti vyšší než 100 kDa. 

Hyaluronidáza byla specificky rozeznána lektinem ConA (Obr. 8), zatímco ostatní lektiny 

se k ní nevázaly (Obr. 7). V její aminokyselinové sekvenci bylo nalezeno 16 potenciálních 

N-glykosylačních míst. Výrazně vyšší molekulová hmotnost hyaluronidázy naměřená na 

gelu oproti předpokládané molekulové hmotnosti (35,6 kDa) ukazuje na to, že se jedná o 

vysoce glykosylovaný N-glykoprotein; jiným vysvětlením ale může být i to, že 

hyaluronidáza na gelu tvoří dimer. 

 

Neidentifikovaný protein o molekulové hmotnosti přibližně 64 kDa, který byl specificky 

rozeznáván ConA (Obr. 8), nespecificky též lektinem PSA a s velmi nízkou intenzitou i 

DBA (Obr. 7). Je pravděpodobné, že se jedná o N-glykoprotein. 

 

Potenciální PorMSP101 (41,7 kDa endonukleáza): Endonukleáza nebyla dosud 

v proteomu P. orientalis nalezena. Díky specifické reakci ConA jsme na afinoblotu 

identifikovali protein tvořící 2 proteinové pruhy o přibližné molekulové hmotnosti 50 kDa 

(Obr. 8). Tyto pruhy nebyly rozeznávány žádným dalším lektinem (Obr. 7). U blízce 

příbuzného druhu P. perniciosus obdobný protein, tvořící též 2 proteinové pruhy o 

podobné molekulové hmotnosti, odpovídá endonukleáze (Obr. 6). Naše výsledky tedy 

svědčí o tom, že i v případě P. orientalis se jedná o endonukleázu. Aminokyselinová 

sekvence endonukleázy P. orientalis obsahuje 4 potenciální N-glykosylační místa a jedná 

se tudíž o N-glykoprotein. 

 

PorMSP24 (42,3 kDa yellow-related protein): Tento yellow-related protein byl 

nespecificky rozeznáván všemi použitými lektiny, specificky a s velkou intenzitou se na 

něj vázal ConA. Obsahuje 3 potenciální O-glykosylační a jedno N-glykosylační místo. 

Jedná se tedy o N-glykoprotein. Přítomnost O-glykanů nelze díky nespecifické vazbě 

lektinů potvrdit, ale je pravděpodobná. 
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Obr. 7: Afinoblot homogenátu slinných žláz P. orientalis s lektiny. Pro každý použitý 

lektin byl k druhému nitrocelulosovému proužku přidán stejný lektin preinkubovaný 

nejprve s odpovídajícím inhibičním monosacharidem. STD = standard, SG = amidočerní 

barvený přeblotovaný proteinový profil slinných žláz. 

 
    ConA 

 

Obr. 8: Výřez z afinoblotu slinných žláz P. orientalis pro lektin ConA. Proteiny byly 

identifikované dle molekulových hmotností, databáze NCBI a proteomu popsaném v práci 

Vlkova a kol. (2014). 

90 

40 

25 

50 

30 

kDa STD  

70 

PorMSP8 

PorMSP65 

PorMSP24 

PorMSP4 

PorMSP108 

PorMSP101 

PorMSP67 

neidentifikovaný protein 

PorMSP6 

90 

40 

25 

50 

30 

 kDa   

70 

STD SG  ConA     PSA      DBA     SBA    UEA-I     LTA 



40 
 

PorMSP3 (35,5 kDa apyráza): Na tuto apyrázu se pouze nespecificky vázaly lektiny 

DBA, SBA, UEA-I, LTA a PSA. Neobsahuje žádná N-glykosylační ani O-glykosylační 

místa. O glykoprotein se tedy nejedná. 

 

PorMSP4 (35,1 kDa apyráza): Tato apyráza se na SDS-PAGE rozpadá na 3 proteinové 

pruhy (Vlkova a kol., 2014), z nichž 2 byly rozeznávány pomocí lektinů. Na oba pruhy se 

specificky vázal ConA a nespecificky i všechny ostatní testované lektiny. 

Aminokyselinová sekvence apyrázy obsahuje 2 potenciální N-glykosylační místa a žádné 

místo O-glykosylační. Jedná se tedy o N-glykoprotein, typ N-glykosylace nelze dle vazby 

lektinů blíže specifikovat. 

 

PorMSP65 (38,8 kDa ParSP25-like protein): Tento protein byl specificky rozeznáván 

lektinem ConA, nespecificky i lektiny DBA, SBA, UEA-I a PSA. Nemá žádná potenciální 

glykosylační místa a tudíž nemůže být glykosylován. 

 

PorMSP6 a PorMSP8 (28,8 kDa antigen 5-related proteiny): Tyto proteiny, které jsou 

z 99 % homologní (Vlkova a kol., 2014), byly specificky rozeznávány lektinem ConA, 

nespecificky také lektiny DBA, SBA, UEA-I a PSA. Jejich aminokyselinová sekvence 

obsahuje po jednom potenciálním O-glykosylačním i N-glykosylačním místě. Jedná se 

tedy zřejmě o N-glykoproteiny, možná je ale i přítomnost O-glykanů.  

 

PorMSP67 (26,8 kDa D7-related protein): Na tento D7-related protein se specificky 

vázal lektin ConA. Nespecificky byl rozeznáván také pomocí lektinů DBA, SBA, UEA-I a 

PSA. Protein má ve svojí sekvenci 2 potenciální N-glykosylační místa a jedná se tedy o N-

glykoprotein, typ N-glykosylace nelze dle vazby lektinů blíže specifikovat. 

 

4.2. Antigenní vlastnosti rekombinantních proteinů P. perniciosus 

Antigenní vlastnosti 4 rekombinantních slinných proteinů P. perniciosus byly stanovovány 

prostřednictvím ELISA testů a imunoblotu. Cílem bylo zjistit, zda protilátková odpověď 

proti testovaným rekombinantním proteinům je druhově specifická. Dále jsme studovali 

podobnost antigenních vlastností rekombinantních proteinů s nativními proteiny ze 

slinných žláz P. perniciosus. Ke stanovení hladin protilátkové odpovědi proti 

rekombinantním proteinům jsme používali séra myší a psů experimentálně pobodaných 

P. perniciosus. Schopnost vybraných rekombinantů nahradit v epidemiologických studiích 

celé slinné žlázy jsme testovali s využitím sér přirozeně exponovaných psů, chovaných 

v endemické oblasti viscerální leishmaniózy. 
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4.2.1. Zkřížená reaktivita rekombinantních proteinů P. perniciosus se séry myší 

experimentálně pobodaných vybranými druhy flebotomů 

Yellow-related protein rSP03B i obě apyrázy (rSP01B a rSP01) byly rozeznávány pouze 

séry myší vystavených P. perniciosus. Protilátkami ze sér myší opakovaně pobodaných 

jinými vybranými druhy flebotomů (P. papatasi, P. sergenti a Lu. longipalpis) byly 

rekombinantní proteiny rozeznávány se stejně nízkou intenzitou jako IgG protilátkami ze 

sér kontrolních myší neexponovaných flebotomům (Obr. 9). Rekombinantní proteiny 

P. perniciosus tedy nereagují zkříženě se séry myší pobodaných jinými druhy flebotomů. 

Obr. 9: Zkřížená reaktivita rekombinantních proteinů P. perniciosus se séry myší 

opakovaně exponovaných dalším druhům flebotomů (ELISA). NEG = negativní sérum, 

PER = P. perniciosus, PAP = P. papatasi, SER = P. sergenti, LON = Lu. longipalpis,  

OD = absorbance, rSP03B = yellow-related protein, rSP01B = 35,3 kDa apyráza,  

rSP01 = 35,5 kDa apyráza. 

 

4.2.2. Antigenní podobnost rekombinantních a nativních proteinů P. perniciosus 

Pro zjištění podobnosti antigenních epitopů jednotlivých rekombinantních proteinů s 

epitopy nativních proteinů slinných žláz P. perniciosus byl proveden inhibiční imunoblot. 

Směs pozitivních psích sér byla preinkubována s jednotlivými rekombinantními proteiny a 

následně byla testována schopnost těchto sér rozeznávat jim odpovídající proteiny ze 

slinných žláz. Pokud byla séra preinkubována s yellow-related proteinem rSP03B nebo 
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imunoblotu rozeznávány, zatímco ostatní antigeny proteinového profilu slinných žláz 

reagovaly obvyklým způsobem (Obr. 10 výřez). Při použití sér preinkubovaných s antigen 

5-related proteinem rSP07 nebo 35,3 kDa apyrázou rSP01B nebyl pozorován žádný rozdíl 

mezi reakcí těchto sér a sér kontrolních (neinkubovaných s rekombinantními proteiny;  

Obr. 10 výřez).  

Pro zjištění, zda se na rekombinantní proteiny během inkubace vyvázaly všechny 

pro ně specifické protilátky, jsme provedli též imunoblot s jednotlivými rekombinantními 

proteiny. Séra preinkubovaná s jednotlivými rekombinantními proteiny byla přidána vždy 

k proužku, na němž byl navázán odpovídající rekombinantní protein. Ve všech případech 

se podařilo tímto způsobem inhibovat vazbu preinkubovaných sér na přeblotované 

rekombinantní proteiny (Obr. 10).  

 

 

Obr. 10: Imunoblot homogenátu slinných žláz a rekombinantních proteinů P. perniciosus 

při použití sér preinkubovaných s jednotlivými rekombinanty. Byla použita kombinace 3 

pozitivních psích sér. * = amidočerní barvené proteiny; i = séra preinkubovaná s yellow-

related proteinem rSP03B (i1), antigen 5-related proteinem rSP07 (i2), 35,3 kDa apyrázou 

rSP01B (i3), 35,5 kDa apyrázou rSP01 (i4); + = séra bez preinkubace; STD = standard. 

Výřez vpravo vyznačuje slinné proteiny, jejichž reakce se séry byla inhibována 

preinkubací sér s rekombinantními proteiny (popis tučně) a proteiny, jejichž reakce se séry 

nebyla preinkubací inhibována.  
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4.2.3. Protilátková IgG odpověď experimentálně exponovaných myší a psů na 

4 rekombinantní proteiny P. perniciosus 

K experimentům jsme použili celkem 4 rekombinantní proteiny P. perniciosus. 

Protilátková odpověď myší a psů, experimentálně pobodaných P. perniciosus, byla měřena 

prostřednictvím ELISA testů a imunoblotu.  

 

Pro ELISA testy s myšími séry byla použita 3 pozitivní a 3 negativní séra 

(Obr. 11). Myši opakovaně pobodané P. perniciosus vykazovaly silně zvýšené hladiny IgG 

protilátek proti yellow-related proteinu (rSP03B) a oběma apyrázám (rSP01B a rSP01). 

Pro rSP03B bylo pro jeho silnou reakci použito 8× nižší ředění sér; v případě stejného 

ředění sér jako pro ostatní proteiny byly naměřené hodnoty absorbance vyšší, než je horní 

mez ELISA testu (nezobrazeno). Antigen 5-related protein (rSP07) byl silně rozeznáván 

jak pozitivními, tak i negativními séry (Obr. 11).  

   

Obr. 11: Protilátková odpověď myších sér proti rekombinantním proteinům P. perniciosus 

(ELISA). OD = absorbance, rSP03B = yellow-related protein, rSP07 = antigen 5-related 

protein, rSP01B = 35,3 kDa apyráza, rSP01 = 35,5 kDa apyráza. Průměrná absorbance 

pozitivních a negativních sér je vyznačena úsečkou.  
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ELISA testy se psími séry byly nejprve optimalizovány na malém počtu sér psů 

opakovaně pobodaných P. perniciosus, konkrétně se 4 pozitivními a 4 negativními séry 

(Obr. 12). Psí séra silně rozeznávala rSP03B a rSP01, a to s obdobnou intenzitou jako 

homogenát celých slinných žláz P. perniciosus. Apyráza rSP01B byla dobře rozeznávána 

protilátkami z pozitivních psích sér, ale reagovala i s jedním z negativních sér. Antigen  

5-related protein byl, obdobně jako při použití myších sér (Obr. 11), rozeznáván se stejnou 

intenzitou pozitivními i negativními psími séry (Obr. 12).  

 

Obr. 12: Protilátková odpověď psích sér proti rekombinantním proteinům P. perniciosus 

(ELISA). OD = absorbance, rSP03B = yellow-related protein, rSP07 = antigen 5-related 

protein, rSP01B = 35,3 kDa apyráza, rSP01 = 35,5 kDa apyráza. Průměrná absorbance 

pozitivních a negativních sér je vyznačena úsečkou.  

 

Pro zjištění korelace IgG protilátkové odpovědi proti rekombinantním proteinům 

s protilátkovou odpovědí proti slinám bylo použito 18 psích sér. Séra se známou expozicí 

P. perniciosus byla vybrána tak, aby pokrývala široké rozmezí hladin protilátek proti 

slinám. Absorbance naměřené pro slinné žlázy a pro jednotlivé rekombinantní proteiny 

byly vyneseny proti sobě a statisticky porovnány (Obr. 13). Signifikantní pozitivní 

korelace byla zjištěna pro yellow-related protein (ρ = 0,89; P < 0,0001), 35,3 kDa apyrázu 

(ρ = 0,89; P < 0,0001) a 35,5 kDa apyrázu (ρ = 0,85; P < 0,0001). Pro antigen 5-related 

protein nebyla pozitivní korelace zjištěna (ρ = −0,21; P = 0,4130). Pro následující ELISA 

testy se séry přirozeně exponovaných psů byly vybrány proteiny rSP03B a rSP01. 
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Obr. 13: Korelace protilátkové IgG odpovědi 18 psích sér proti jednotlivým 

rekombinantním proteinům s IgG odpovědí proti homogenátu celých slinných žláz (SGH). 

Pro každé sérum je v grafu vynesen 1 bod. ● = pozitivní sérum, o = negativní sérum.  
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Prostřednictvím imunoblotu byly IgG protilátkami ze sér experimentálně 

exponovaných myší a psů dobře rozeznány všechny rekombinantní proteiny mimo antigen 

5-related proteinu rSP07 (Obr. 14). Ten byl při vysoké koncentraci velmi slabě rozeznáván 

pouze psími séry (Obr. 14b). Při použití kontrolních sér z neexponovaných zvířat byla 

reakce ve všech případech negativní (Obr. 14). Protilátky z použitých myších sér nejsilněji 

rozeznávaly yellow-related protein (rSP03B), s vysokou intenzitou se ale vázaly i na obě 

apyrázy rSP01B a rSP01 (Obr. 14a). Pro imunoblot se psími séry byla použita séra 

pocházející od psů vysoce exponovaných P. perniciosus. Jednotlivá psí séra rozeznávala 

rekombinantní proteiny s různou intensitou (Obr. 14b).  

 

A) 

            
 
 
B)  

           
 

Obr. 14: Imunoblot s rekombinantními proteiny P. perniciosus. A) myší séra, B) psí séra. 

Byla použita 3 pozitivní (+) a 1 negativní (-) sérum, 1 proužek byl barven amidočerní (*). 

STD = standard, rSP03B = yellow-related protein, SP07 = antigen5-related protein, 

rSP01B = 35,3 kDa apyráza, rSP01 = 35,5 kDa apyráza.  
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4.2.4. Protilátková IgG odpověď přirozeně exponovaných psů na 2 rekombinantní 

proteiny P. perniciosus 

Pro testování IgG odpovědi sér psů přirozeně exponovaných P. perniciosus byly využity 

dva rekombinantní proteiny vybrané na základě výsledků předcházejících experimentů (viz 

část 4.2.3.). Jednalo se o yellow-related protein rSP03B a 35,5 kDa apyrázu rSP01. Na 

základě nekonzistentních výsledků při opakovaném použití samotné apyrázy 

(nezobrazeno), byl však tento rekombinantní protein použit pro výsledné pokusy pouze 

v kombinaci s yellow-related proteinem (v poměru 1:1). Pro ELISA testy jsme používali 

séra psů chovaných v Itálii, pocházející jednak z dlouhodobé studie, probíhající v letech 

2012–2013, jednak z průřezové studie uskutečněné v letech 2007–2013.  

Při použití psích sér pocházejících z dlouhodobé (Obr. 15 a 16) i průřezové studie 

(Obr. 17 a 18) byla zjištěna signifikantní pozitivní korelace mezi IgG protilátkovou 

odpovědí proti celým slinným žlázám a proti rSP03B, i proti kombinaci rSP03B+rSP01. 

U průřezové studie korelovala protilátková odpověď proti slinám obdobnou silou 

s odpovědí jak proti samotnému rSP03B (ρ = 0,79; P < 0,0001), tak i proti jeho kombinaci 

s rSP01(ρ = 0,80; P < 0,0001). U dlouhodobé studie silně pozitivně korelovala protilátková 

odpověď proti slinám s odpovědí proti yellow-related proteinu (ρ = 0,77; P < 0,0001), 

zatímco korelace s protilátkovou odpovědí proti jeho kombinaci s apyrázou byla poněkud 

slabší (ρ = 0,65; P < 0,0001).  
 

 

Obr. 15: Korelace IgG odpovědi proti yellow-related proteinu (rSP03B) s IgG odpovědí 

proti homogenátu slinných žláz P. perniciosus (SGH). V grafu je zobrazena protilátková 

odpověď 529 psích sér pocházejícím z dlouhodobé studie. Pro každé sérum je v grafu 

vynesen 1 bod. 
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Obr. 16: Korelace IgG odpovědi proti kombinaci yellow-related proteinu s apyrázou 

(rSP03B+rSP01) s IgG odpovědí proti homogenátu slinných žláz P. perniciosus (SGH). 

Výsledky pro 529 psích sér pocházejících z dlouhodobé studie, pro každé sérum je v grafu 

vynesen 1 bod. 
 

 

 

Obr. 17: Korelace IgG odpovědi proti yellow-related proteinu (rSP03B) s IgG odpovědí 

proti homogenátu slinných žláz P. perniciosus (SGH). Výsledek pro 229 psích sér 

pocházejícím z průřezové studie, pro každé sérum je v grafu vynesen 1 bod. Jako negativní 

kontroly bylo použito 56 preimunních sér z dlouhodobé studie.  
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Obr. 18: Korelace IgG odpovědi proti kombinaci yellow-related proteinu s apyrázou 

(rSP03B+rSP01) s IgG odpovědí proti homogenátu slinných žláz P. perniciosus (SGH). 

Výsledek pro 229 psích sér z průřezové studie, pro každé sérum je v grafu vynesen 1 bod. 

Jako negativní kontroly bylo použito 56 preimunních sér z dlouhodobé studie.  

 

Specifická IgG odpověď ze sér psů odebraných v průběhu let 2012–2013 

(dlouhodobá studie) se v jednotlivých měsících lišila. Psi, kteří předtím nikdy nebyli 

vystaveni flebotomům, byli do oblasti výskytu P. perniciosus převezeni v červenci 2012. 

Krátce před převozem byla psům odebrána preimunní séra, která byla použita jako 

negativní kontroly. Během „zbytku“ první sezóny flebotomů (srpen a listopad 2012) došlo 

k mírnému, nicméně signifikantnímu zvýšení (p < 0,001) IgG odpovědi psů jak proti 

homogenátu celých slinných žláz (Obr. 19), tak proti rSP03B (Obr. 20) i kombinaci 

rSP03B+rSP01 (Obr. 21). Během následujícího období bez flebotomů (zima 2012/2013) 

signifikantně (p < 0,001) poklesla protilátková odpověď psů proti rSP03B, zatímco pokles 

protilátkové odpovědi proti jeho kombinaci s apyrázou nebyl signifikantní (p = 0,326) a 

protilátková odpověď proti slinám zůstala na nízké hladině bez signifikantních změn 

(p = 0,104). S novou sezónou aktivity flebotomů (červenec až listopad roku 2013) došlo 

k výraznému signifikantnímu (p < 0,001) nárůstu hladin IgG jak proti rSP03B (Obr. 20), 

tak proti celým slinným žlázám P. perniciosus (Obr. 19). Poněkud nižší, nicméně 

signifikantní (p < 0,001), nárůst hladin protilátek byl během sezóny flebotomů 2013 

zaznamenán i proti kombinaci rSP03B+rSP01 (Obr. 21). 



 

 
 

 

 

Obr. 19: Specifická IgG protilátková odpověď 47 psů přirozeně exponovaných flebotomům proti slinným žlázám P. perniciosus (SGH). 

Sloupce odpovídají jednotlivým měsícům odběrů sér, NEG = preimunní séra, OD = absorbance, medián absorbancí je vyznačen úsečkou,  

*** = signifikance p < 0,001. 
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Obr. 20: Specifická IgG protilátková odpověď 47 psů přirozeně exponovaných P. perniciosus proti yellow-related proteinu rSP03B. Sloupce 

odpovídají jednotlivým měsícům odběrů sér, NEG = preimunní séra, OD = absorbance, medián absorbancí je vyznačen úsečkou, 

*** = signifikance p < 0,001. 51 
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Obr. 21: Specifická IgG protilátková odpověď 47 psů přirozeně exponovaných P. perniciosus proti kombinaci rSP03B+rSP01. Sloupce 

odpovídají jednotlivým měsícům odběrů sér, NEG = preimunní séra, OD = absorbance, medián absorbancí je vyznačen úsečkou,  

*** = signifikance p < 0,001. 
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5. DISKUZE 

 

Rekombinantní antigeny exprimované v bakteriálním systému E. coli jsou produkovány 

v neglykosylované formě. Glykosylace proteinů přitom ale může být zásadní pro jejich 

aktivitu, což může být způsobeno jednak přímou interferencí glykanů s funkcí proteinu, ale 

také nesprávným způsobem sbalení proteinu v nepřítomnosti jeho sacharidové složky 

(Soldatova a kol., 1998; Reddy a kol., 2000; Hofinger a kol., 2007). U antigenních 

glykoproteinů může být část nebo veškerá protilátková odpověď namířena proti jejich 

cukerné složce. Příkladem může být např. klíštěcí protein BMA7, za jehož antigenicitu 

v ELISA testu s dobytčími séry byla ze značné části odpovědná jeho sacharidová část 

(McKenna a kol., 1998). Také lidskou protilátkovou odpověď proti některým 

glykosylovaným antigenům promastigotů Le. chagasi vyvolávala jejich sacharidová část. 

U glykoproteinů s molekulovou hmotností vyšší než 60 kDa byla antigenní pouze cukerná 

složka, zatímco u antigenů s nižší molekulovou hmotností vyvolávaly IgG odpověď u lidí 

s leishmaniózou obě složky, či pouze proteinová část glykoproteinů (Atta a kol., 2004). 

 Výše popsané vlastnosti glykanů byly pro naši laboratoř velmi důležité, a to 

zejména proto, že jsme plánovali exprimovat antigenní proteiny ze slinných žláz flebotomů 

P. perniciosus a P. orientalis v rekombinantní formě v bakteriálním systému E. coli. V naší 

práci jsme proto nejprve zjišťovali úroveň glykosylace slinných proteinů těchto druhů 

flebotomů a následně jsme pro expresi vybrali antigeny méně glykosylované, tak aby 

výsledné proteiny exprimované v E. coli co nejlépe odpovídaly nativním proteinům. 

Pro zjištění přítomnosti potenciálních glykosylačních míst v aminokyselinových 

sekvencích slinných proteinů byly použity volně dostupné servery (viz kapitola 3.9). Tyto 

servery se specializují na predikci glykosylačních míst u savčích proteinů. Savčí i hmyzí 

proteiny sdílí stejná vazebná místa pro vazbu N-glykanů, přičemž glykosylační místa, na 

kterých se u savců nachází vysoce manosylované N-glykany, jsou u hmyzu nahrazeny 

oligomanosidickými, zatímco místa s navázanými N-glykany komplexního typu jsou často 

nahrazena paucimanosidickými N-glykany (Lopez a kol., 1997). K O-glykosylaci u hmyzu 

zřejmě také dochází na shodných místech jako u savců, např. lidský interferon α2 

exprimovaný v hmyzích buňkách byl O-glykosylován na stejné aminokyselinové pozici 

jako nativní protein (Sugyiama a kol., 1993). Námi nalezené počty potenciálních 

glykosylačních míst u slinných proteinů P. perniciosus jsou v souladu s daty uvedenými 

v ostatních pracích (Ribeiro a kol., 2010; Rohoušová a kol., 2012b). Glykosylací proteinů 

slinných žláz příbuzného druhu P. orientalis se před námi nikdo nezabýval. 
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 Pomocí afinoblotu jsme v proteinovém profilu slinných žláz P. perniciosus 

identifikovali 9–10 proteinů patřících do 7 proteinových rodin. U druhu P. orientalis 

se lektiny vázaly na 9 proteinů patřících zřejmě také do 7 proteinových rodin. U obou 

druhů flebotomů lze identifikovat yellow-related proteiny, ParSP25-like protein, antigen 5-

related protein, D7-related proteiny a pravděpodobně i hyaluronidázu a endonukleázu. 

Kromě těchto proteinů byl u P. perniciosus identifikován také lufaxin-like protein a u 

P. orientalis rozeznával afinoblot také apyrázy.  

 Afinoblotem nebyl rozeznán žádný protein patřící do rodiny PpSP15-like proteinů a 

to přesto, že patří mezi proteiny nejhojněji nalézané v sialomech flebotomů (Hostomská a 

kol., 2009; Rohoušová a kol., 2012b; Martín-Martín a kol., 2013; Vlkova a kol., 2014). 

Neschopnost lektinů rozeznat tyto proteiny je ale v souladu s velmi nízkým počtem 

glykosylačních míst vyskytujících se v sekvencích těchto proteinů (Ribeiro a kol., 2010; 

Rohoušová a kol., 2012b), kdy ze šesti PpSP15-like proteinů vyskytujících se u námi 

studovaných druhů flebotomů obsahoval pouze jeden z nich jedno potenciální glykosylační 

místo. 

Většina proteinů rozeznávaných afinoblotem je u obou námi studovaných druhů 

flebotomů zřejmě N-glykosylována. N-glykosylaci jsme prokázali díky specifické vazbě 

lektinu ConA, jehož vazbu bylo možné inhibovat příslušným monosacharidem. Obdobně 

byla specifická vazba lektinu ConA zjištěna i pro slinné glykoproteiny P. tobbi 

(Rohoušová a kol., 2012b), zatímco u P. duboscqi a Lu. longipalpis se vazbu ConA 

nepodařilo zcela inhibovat (Volf a kol., 2000). Specifickou, popř. částečně specifickou 

vazbu ostatních lektinů rozeznávajících N-glykany jsme zaznamenali pouze pomocí 

afinoblotu se slinnými žlázami P. perniciosus, a to jen pro některé proteiny. Typ 

N-glykosylace bylo tudíž možno blíže určit pouze pro několik proteinů P. perniciosus. 

Data získaná z predikčního serveru jsou ve většině případů v souladu se specifickou či 

částečně specifickou vazbou lektinu ConA, výjimkou jsou ParSP25-like proteiny obou 

druhů flebotomů, které neobsahují žádná glykosylační místa, a tudíž nemohou být 

glykosylovány. Obdobný nesoulad byl zaznamenán také pro jednu z apyráz P. tobbi 

v práci Rohoušová a kol. (2012b).  

Lektiny rozeznávající O-glykany se k polypeptidům rozděleným na nitrocelulosové 

membráně většinou vázaly nespecificky, výjimečně s částečnou specificitou. O-glykosylaci 

proteinů, jejichž aminokyselinová sekvence obsahuje potenciální O-glykosylační místa, 

nelze tudíž díky nespecifickým vazbám příslušných lektinů potvrdit. Obdobné výsledky 

byly získány i v jiných studiích zabývajících se slinami krevsajícího hmyzu. Lektin SBA, 
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který se váže k O-glykanům, reagoval pouze nespecificky se slinnými proteiny P. duboscqi 

a Lu. longipalpis (Volf a kol., 2000) a s glykoproteiny ze slin zákeřnice Triatoma infestans 

(Volf a kol., 1993). Nespecifické reakce lektinů s glykoproteiny si Volf a kol. (2000) 

vysvětlují nižší afinitou lektinu k příslušnému inhibičnímu monosacharidu než k cukerné 

složce glykoproteinu nebo existencí interakcí mezi lektinem a bílkovinnou částí 

glykoproteinu. 

Přítomnost potenciálního C-manosylačního místa a vazba lektinů odpovídající  

C-manosylaci byla zjištěna pouze u jednoho z D7-related proteinů P. perniciosus 

(PpeSP04). Přítomnost C-manosylačních míst byla dosud u flebotomů stanovována pouze 

v práci Rohoušová a kol. (2012a), a to pro yellow-related proteiny P. papatasi, P. sergenti 

a P. perniciosus. Zjištěná nepřítomnost C-manosylačních míst u yellow-related proteinů 

těchto druhů flebotomů je v souladu s výsledky naší práce. C-manosylace je u bezobratlých 

poměrně opomíjeným typem glykosylace, dosud u hmyzu popsaným pouze u pakobylky 

indické (shrnuto v Lafite & Daniellou, 2012). Vzhledem k tomu, že u savčích proteinů je 

zřejmě C-manosylace obvyklou post-translační modifikací v rámci sekreční dráhy buněk 

(shrnuto v Ihara a kol., 2011), může se i u hmyzu jednat o rozšířený fenomén. Námi 

zjištěnou C-manosylaci nelze pouze na základě vazby lektinů definitivně potvrdit, 

k ověření přítomnosti C-vázané manosy by bylo vhodné použít buďto kombinaci metod 

plynové chromatografie a hmotnostní spektrometrie (Zanetta a kol., 2004), nebo 

monoklonální protilátky cílené proti C-manosylovanému tryptofanu (Ihara a kol., 2005). 

Díky specifické vazbě lektinu ConA jsme u obou studovaných druhů flebotomů 

identifikovaly i proteiny, které nebylo možné identifikovat z gelu a nebyly dosud nalezeny 

ani při proteomických studiích (Anderson a kol., 2006; Vlkova a kol., 2014). Jednalo se o 

hyaluronidázy obou testovaných druhů a endonukleázu P. orientalis. Tyto proteiny mají 

nejspíše natolik vysokou enzymatickou aktivitu, že je jejich účinnost dostatečná i při 

nízkém zastoupení ve slinných žlázách (Vlkova a kol., 2014). Pro hyaluronidázu i 

endonukleázu P. orientalis byl v práci Vlkova a kol. (2014) získán transkript, tudíž bylo 

možné porovnat počet potenciálních glykosylačních míst v sekvenci těchto enzymů s námi 

získanými výsledky z afinoblotu. Proteinové pruhy, které jsme identifikovali jako 

hyaluronidázy (Obr. 6 a Obr. 8), odpovídaly svojí molekulovou hmotností a vzezřením na 

blotu (široké difúzní proužky) hyaluronidáze P. perniciosus i blízce příbuzného druhu 

P. tobbi vizualizované na gelu s inkorporovaným hyaluronanem (Rohoušová a kol., 

2012b). Sekvence hyaluronidázy P. orientalis a P. tobbi jsou z 89–93 % identické (Vlkova 

a kol., 2014), tudíž je pravděpodobné, že molekulová hmotnost i vzezření hyaluronidázy 
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P. orientalis bude obdobné jako u P. tobbi. Umístění proteinového pruhu odpovídajícího 

endonukleáze jsme odvodili z obdobného umístění endonukleázy P. perniciosus (Vlkova a 

kol., 2011; Obr. 6). Schopnost lektinu ConA vizualizovat i proteiny vyskytující se ve 

slinách ve velmi nízkém množství ukazuje na vysokou citlivost použité metody. Obdobně 

byly lektiny schopné vázat i vysoce molekulární slinné proteiny Anopheles gambiae, které 

nebylo možné vizualizovat na gelu (Andrews a kol., 1997).  

 

Řada proteinů obsažených ve slinách flebotomů vyvolává u pobodaných hostitelů 

protilátkovou odpověď. Využití slinných žláz pro epidemiologické studie zaměřené na 

detekci této protilátkové odpovědi u hostitelů exponovaných flebotomům je však poměrně 

problematické (shrnuto v Andrade & Teixeira, 2012). Pitvy velkých množství slinných 

žláz jsou pracné a časově náročné, také je nutné mít dobře zavedené a dostatečně velké 

kolonie flebotomů. Uniformita získaného materiálu navíc závisí na fyziologickém stavu 

flebotomů (Volf a kol., 2000; Prates a kol., 2008). Z těchto důvodů se jako výhodnější jeví 

využít k detekci protilátek konkrétní antigenní protein (popřípadě kombinaci více takových 

proteinů) exprimovaný v rekombinantní formě.  

 V této práci byly testovány antigenní vlastnosti čtyř rekombinantních proteinů 

P. perniciosus. Jednalo se o bakteriálně exprimované proteiny odpovídající výše popsaným 

N-glykosylovaným slinným proteinům PpeSP03B a PpeSP07 (Obr. 6) a 

neglykosylovaným apyrázám PpeSP01 a PpeSP01B. Apyráza PpeSP01 byla na afinoblotu 

nespecificky rozeznána některými lektiny (Obr. 6 vpravo). U slinného yellow-related 

proteinu PpeSP03B je mimo N-glykosylaci pravděpodobná i přítomnost O-glykosylace. 

Proteiny slinných žláz P. perniciosus odpovídající námi použitým rekombinantním 

proteinům byly dobře rozeznávány IgG protilátkami ze sér psů experimentálně i přirozeně 

vystavených flebotomům P. perniciosus, přičemž nejsilnější reakce byla pozorována pro 

protein PpeSP03B (Vlkova a kol., 2011). Protein PpeSP03B i obě apyrázy byly také silně 

rozeznávány séry myší experimentálně exponovaných P. perniciosus (Martín-Martín a 

kol., 2012).  

Všechny testované rekombinantní proteiny měly na imunoblotu vyšší molekulovou 

hmotnost než odpovídající proteiny ze slinných žláz (patrné na Obr. 10). To je způsobeno 

histidiny připojenými k proteinům pro usnadnění jejich purifikace z bakterií. Rozdíl mezi 

molekulovými hmotnostmi nativních a rekombinantních apyráz je výrazně větší než u 

yellow-related a antigen 5-related proteinů, jelikož k sekvenci apyráz bylo přidáno navíc 

8 histidinů a nadto obsahují ještě aminokyselinový adaptor tvořený 14 aminokyselinami.  
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V endemických oblastech leishmanióz se často vyskytuje více druhů flebotomů. 

Hostitelé žijící v těchto oblastech jsou tedy, kromě rizika pobodání infikovanými vektory, 

opakovaně vystaveni i sání neinfikovaných flebotomů různých druhů. Proto jsme 

zjišťovali, zda jsou námi testované rekombinantní antigeny specifické pro studovaný druh 

flebotoma. Pro otestování zkřížené reaktivity rekombinantních proteinů P. perniciosus byla 

použita séra myší opakovaně pobodaných flebotomy druhů P. papatasi, P. sergenti a 

Lu. longipalpis. Z těchto druhů je P. papatasi minoritním druhem v oblastech Itálie, odkud 

pocházela většina psích sér testovaných v této práci (Rossi a kol., 2007); ostatní druhy 

flebotomů se v této oblasti nevyskytují. 

Rekombinantní antigeny byly rozeznány pouze séry myší exponovaných 

P. perniciosus (Obr. 9), což ukazuje na jejich druhovou specifičnost. Obdobně nebyla 

nalezena zkřížená reaktivita ani mezi antigeny slinných žláz P. perniciosus a sérem myší 

exponovaných P. papatasi v práci Volf & Rohousova (2001). Na druhou stranu zkřížená 

reaktivita byla jinými autory nalezena mezi některými slinnými antigeny P. perniciosus a 

sérem psů experimentálně pobodaných Lu. longipalpis (Teixeira a kol., 2010), což ukazuje 

na vliv hostitelského druhu, či použité metody na rozeznávání antigenů. Některé slinné 

antigeny P. perniciosus byly také rozeznávány séry králíků a křečků exponovaných druhu 

P. halepensis (Volf & Rohousova, 2001). Phlebotomus halepensis patří k podrodu 

Adlerius, blízce příbuznému podrodu Larroussius, do kterého patří P. perniciosus, tudíž 

pravděpodobnost zkřížené reaktivity s antigeny P. perniciosus je zde větší než u méně 

příbuzných druhů, jakým je např. zmiňovaný P. papatasi z podrodu Phlebotomus (Rispail 

& Léger, 1998). Souhrnem lze říci, že naše výsledky ukazují na druhovou specifičnost 

testovaných rekombinantních antigenů. Pro přesnější zjištění míry specificity by nicméně 

bylo zajímavé otestovat tyto proteiny se séry více druhů hostitelů exponovaných blízce 

příbuzným druhům flebotomů podrodu Larroussius.  

 

Antigenní vlastnosti rekombinantních proteinů byly testovány prostřednictvím 

ELISA testů a imunoblotu se séry myší a psů experimentálně pobodaných P. perniciosus. 

Pro protein rSP03B a kombinaci rSP03B+rSP01 byly též provedeny ELISA testy 

s použitím sér psů přirozeně vystavených flebotomům. U těchto psů nebyla předem známá 

míra jejich expozice flebotomům P. perniciosus ani hladiny protilátkové odpovědi proti 

jejich slinám. Pouze bylo známo, že zvířata žila v oblasti s výskytem tohoto druhu 

flebotoma. Pro pilotní experimenty byla použita séra myší, jakožto snadno dostupných 
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laboratorních zvířat, zatímco pro následné pokusy byla použita séra psů, jakožto zvířat, 

které jsou přirozeným rezervoárem Le. infantum, jejímž vektorem je P. perniciosus.  

 

Rekombinantní antigen 5-related protein rSP07 byl v ELISA testu stejnou měrou 

rozeznáván jak positivními, tak negativními myšími (Obr. 11) i psími (Obr. 12) séry. Při 

použití konjugátu proti myším IgG protilátkám zřejmě dochází k nespecifické reakci mezi 

rSP07 a konjugátem, na což ukazuje podobně vysoká absorbance při použití myšího séra i 

při jeho vynechání a použití pouze samotného konjugátu (nezobrazeno). Na imunoblotu 

nebyl rSP07 séry rozeznáván vůbec nebo jen velmi slabě. Jelikož PpeSP07 je zřejmě N-

glykosylován (Obr. 6), je možné, že za jeho antigenní vlastnosti u psů (Vlkova a kol., 

2011) je odpovědná cukerná složka proteinu, která při expresi v bakteriálním systému není 

přítomna. Nepřítomnost N-glykosylace mohla ovlivnit také konformaci proteinu, tudíž u 

rekombinantního proteinu mohou být na povrchu přítomny jiné epitopy, které mohou být 

nespecificky rozeznávány protilátkami. Tomu odpovídá i silná reakce slinného proteinu 

PpeSP07 se séry psů experimentálně exponovaných P. perniciosus (Obr. 10 výřez), kterou 

nebylo možné inhibovat předchozí inkubací sér s rekombinantní formou tohoto proteinu.  

 Rekombinantní antigen 5-related protein byl exprimován i u glosiny Glossina 

morsitans morsitans (Alves-Silva a kol., 2010). K expresi byl použit stejný vektor i stejná 

linie E. coli jako u námi testovaného rSP07 a protein byl také exprimován ve formě 

obsahující navíc několik histidinů. Tento rekombinantní protein byl silně rozeznáván IgG 

protilátkami ze sér králíků imunizovaných slinnými žlázami G. m. morsitans (Alves-Silva 

a kol., 2010). Rekombinantní slinné antigen 5-related proteiny byly v bakteriálním systému 

exprimovány i u tiplíka Culicoides nubeculosus a muchničky Simulium vittatum. Tyto 

proteiny byly v rekombinantní formě rozeznávány IgE protilátkami ze sér exponovaných 

koní (Schaffartzik a kol., 2010). Ve své aminokyselinové sekvenci obsahují oba proteiny 

jedno potenciální N-glykosylační místo, obdobně jako PpeSP07. Schopnost protilátek 

vázat se na rekombinantní neglykosylované antigen 5-related proteiny tedy zřejmě závisí 

na více faktorech jako je typ sledovaných protilátek, druh přenašeče, z jehož slin byl 

protein získán, popř. i testovaný hostitelský druh. 

 

Rekombinantní 35,3 kDa apyráza rSP01B byla v ELISA testu i imunoblotu dobře 

rozeznávána myšími séry i séry experimentálně exponovaných psů. Průměrné ELISA 

absorbance pozitivních a negativních psích sér se ale lišily výrazně méně než u rSP03B, 

rSP01 či homogenátu celých slinných žláz (Obr. 12). Naše výsledky byly v souladu 
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s výsledky ELISA testu s myšími séry a imunoblotů se séry myší i psů získanými při 

použití proteinu rSP01B exprimovaném ve stejném bakteriálním systému Janem Drahotou 

(Drahota a kol., 2014). Obdobným způsobem byla na imunoblotu s myšími i psími séry 

rozeznávána i renaturovaná apyráza rSP01B exprimovaná Inés Martín-Martín (Drahota a 

kol., 2014), která též dobře reagovala se séry křečků opakovaně pobodaných P. perniciosus 

(Martín-Martín a kol., 2013) a se séry přirozeně exponovaných zajíců (Martín-Martín a 

kol., 2014). 

 Signifikantní pozitivní korelace mezi IgG odpovědí proti homogenátu celých 

slinných žláz P. perniciosus a proti rSP01B bylo dosaženo pouze při použití námi 

testované denaturované apyrázy (Obr. 13), popř. shodné apyrázy rSP01B exprimované 

Janem Drahotou (Drahota a kol., 2014). Obdobně silné signifikantní korelace bylo 

dosaženo také při testování této apyrázy se séry španělských psů přirozeně exponovaných 

P. perniciosus (Martín-Martín a kol., 2014). Denaturované apyrázy byly exprimované ve 

vektoru pET42b. Naproti tomu, při použití renaturované apyrázy rSP01B exprimované 

v odlišném vektoru pQE31 a obsahující navíc signální peptid, nebyla korelace (ρ = 0,24; p 

= 0,339) mezi IgG odpovědí proti proteinu a proti slinným žlázám signifikantní (Drahota a 

kol., 2014). Protilátky ze psích sér tudíž zřejmě rozeznávají takové epitopy rekombinantní 

apyrázy, které jsou snadno ovlivnitelné odlišnou konformací proteinu. Na druhou stranu 

v navazující práci Martín-Martín a kol. (2014) protilátková odpověď ze sér přirozeně 

exponovaných zajíců a divokých králíků proti renaturované rSP01B signifikantně 

pozitivně korelovala s odpovědí proti slinným žlázám P. perniciosus. Z popsaných 

výsledků tedy vyplývá, že antigenicita rSP01B se liší pro různé hostitelské druhy, přičemž 

pro imunologické pokusy se psími séry je třeba používat rekombinantní apyrázu 

v denaturovaném stavu. 

 Rekombinantní apyráza rSP01B je zřejmě rozeznávána odlišnými IgG protilátkami 

ze psích sér než její přirozená forma PpeSP01B. Na přítomnost odlišných epitopů pro 

vazbu IgG u nativního a rekombinantního proteinu ukazuje to, že nebylo možné inhibovat 

vazbu protilátek k PpeSP01B pomocí preinkubace pozitivních psích sér s rSP01B (Obr. 

10). Apyráza rSP01B není glykosylována, tudíž rozdílné antigenní vlastnosti nativní a 

rekombinantní formy proteinu nejsou dány přítomností či absencí cukerné složky, spíše by 

mohly být způsobeny odlišnou konformací proteinu. Vlastnosti rSP01B by ale mohla také 

ovlivňovat přítomnost 14 histidinů a 1,4 kDa adaptoru, které obsahuje navíc oproti 

PpeSP01B. Vazba IgG protilátek ze sér preinkubovaných s rSP01B k nativní apyráze by 

ale mohla být též způsobena vyšší afinitou protilátek k PpeSP01B než k rSP01B.  
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Rekombinantní 35,5 kDa apyráza rSP01 byla silně vázána IgG protilátkami ze sér myší 

a psů experimentálně vystavených P. perniciosus, a to jak pomocí ELISA testů, tak i 

imunoblotu. Prostřednictvím imunoblotu s myšími i psími séry byla tato apyráza 

rozeznávána srovnatelným způsobem jako jiná forma rSP01 exprimovaná Janem Drahotou 

(Drahota a kol., 2014). Jednotlivá psí séra se v ELISA testu vázala na rSP01 s obdobnou 

intenzitou jako k rSP03B a k celým slinným žlázám P. perniciosus (Obr. 12). Protilátková 

odpověď experimentálně exponovaných psů proti rSP01 signifikantně pozitivně korelovala 

s IgG odpovědí proti homogenátu slinných žláz. Ve srovnání s korelačním koeficientem 

ρ = 0,91 naměřeným pro stejnou apyrázu exprimovanou Janem Drahotou v práci Drahota a 

kol. (2014), jsme dosáhli mírně nižší síly korelace (ρ = 0,85), ale vzhledem k poměrně 

nízkému množství použitých sér je tento rozdíl zanedbatelný. Obdobného výsledku bylo 

s touto apyrázou dosaženo také v práci Martín-Martín a kol. (2014), kde byla použita séra 

španělských psů přirozeně exponovaných P. perniciosus. Korelační koeficient naměřený 

v této studii (ρ = 0,86) dobře odpovídal námi získané hodnotě. 

Rekombinantní slinné apyrázy byly exprimovány i u dalších druhů flebotomů 

(Valenzuela a kol., 2001a; Hamasaki a kol., 2009; Teixeira a kol., 2010). K rekombinantní 

apyráze P. duboscqi exprimované v E. coli se na imunoblotu silně vázaly IgG ze sér myší 

imunizovaných homogenátem slinných žláz P. duboscqi (Hamasaki a kol., 2009). Séra psů 

přirozeně exponovaných Lu. longipalpis na imunoblotu rozeznávala rekombinantní 

apyrázu Lu. longipalpis exprimovanou v savčích buňkách (Teixeira a kol., 2010).  

Rekombinantní slinné apyrázy byly exprimovány i u komárů (Champagne a kol., 

1995; Sun a kol., 2006; Dong a kol., 2012) a zákeřnice T. infestans (Faudry a kol., 2004), u 

nichž však tyto enzymy patří do odlišné proteinové rodiny (shrnuto v Ribeiro a kol., 2010). 

Většina rekombinantních apyráz byla exprimována za účelem jejich funkční 

charakterizace, popř. pro jejich možné terapeutické využití v medicíně. Imunizace myši 

rekombinantní apyrázou komára A. albopictus, exprimovanou v E. coli, vedla k produkci 

IgG protilátek, které se na imunoblotu vázaly také na nativní formu této slinné apyrázy, 

což ukazuje na antigenní podobnost obou proteinů (Dong a kol., 2012). Obdobným 

způsobem byla prokázána antigenní podobnost rekombinantní slinné apyrázy A. aegypti, 

exprimované také v E. coli, s nativní formou této apyrázy (Champagne a kol., 1995).  

Antigenní podobnost rekombinantní apyrázy rSP01 s její nativní formou PpeSP01 

byla v naší práci zjišťována prostřednictvím imunoblotu se psími séry preinkubovanými 

s rSP01. Preinkubovaná pozitivní psí séra se nevázala na proteinový proužek odpovídající 

PpeSP01 (Obr. 10 výřez); rekombinantní apyráza je tedy zřejmě schopna ze sér vyvázat 
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všechny specifické IgG protilátky, které se vytváří proti PpeSP01. To znamená, že rSP01 

zřejmě sdílí stejné antigenní epitopy s nativním proteinem sekretovaným slinnými žlázami. 

Exprese v bakteriálním systému tedy v tomto případě neovlivnila konformaci a vlastnosti 

rekombinantního proteinu tak, jak tomu zřejmě došlo u apyrázy rSP01B.  

 Apyráza rSP01 byla z obou apyráz vybrána jako vhodnější pro následnou část 

práce zabývající se detekcí protilátkové odpovědi ze sér psů přirozeně vystavených 

P. perniciosus. Během počátečních experimentů se ale ukázalo, že IgG odpověď těchto sér 

proti rSP01 není konzistentní, a že se při opakování experimentu výrazně liší. Pro 

stanovování hladin specifické protilátkové odpovědi ve velkých souborech sér byla tudíž 

apyráza rSP01 použita pouze v kombinaci s yellow-related proteinem rSP03B.  

 
Rekombinantní yellow-related protein rSP03B byl v ELISA testech i na imunoblotu 

silně rozeznáván IgG protilátkami ze všech pozitivních myších i psích sér. Protilátková 

odpověď experimentálně exponovaných psů proti rSP03B signifikantně pozitivně 

korelovala s protilátkovou odpovědí proti homogenátu celých slinných žláz P. perniciosus. 

Reakce IgG protilátek z myších sér s rSP03B byla výrazně silnější, než reakce psích sér. 

Tento trend byl pozorován jak u ELISA testu, tak u imunoblotu (Obr. 14). Pro ELISA test 

s myšími séry muselo být pro rSP03B použito výrazně nižšího ředění sér než pro ostatní 

proteiny. Obdobně velké rozdíly v intenzitě IgG odpovědi mezi hostiteli byly naměřeny 

např. i pro jednotlivé rekombinantní proteiny Lu. longipalpis (Teixeira a kol., 2010).  

Preinkubací pozitivních psích sér s rSP03B bylo možné inhibovat vazbu IgG 

protilátek k PpeSP03B z homogenátu slinných žláz. Rekombinantní yellow-related protein 

je tedy zřejmě schopný ze sér vyvázat všechny protilátky, vytvořené proti PpeSP03B. 

Za antigenní vlastnosti rSP03B jsou tedy odpovědné stejné epitopy jako u PpeS03B. 

Vzhledem ke shodě antigenních vlastností bakteriálně exprimovaného i nativního 

yellow-related proteinu, je tedy zřejmé, že za antigenicitu glykosylovaného PpeSP03B je 

odpovědná zejména jeho proteinová část.  

Podobných výsledků bylo dosaženo i u imunogenního rekombinantního proteinu 

rPpSP32 ze slinných žláz P. papatasi (Marzouki a kol., 2012). Preinkubací rPpSP32 

s lidským sérem se také vyvázaly všechny IgG protilátky namířené proti jeho nativní formě 

ze slin. Yellow-related protein PpSP32 se ve slinách P. papatasi pravděpodobně vyskytuje 

v O-glykosylované formě, přičemž jiný typ O-glykosylace syntetizovaný během jeho 

exprese v savčím systému nezměnil jeho antigenicitu. Zřejmě i u PpSP32, podobně jako u 

yellow-related proteinu P. perniciosus PpeSP03B, je antigenní bílkovinná část proteinu.  
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V části práce zaměřené na protilátkovou odpověď ze sér psů přirozeně 

exponovaných P. perniciosus byla u dlouhodobé i průřezové studie zjištěna signifikantní 

pozitivní korelace mezi protilátkovou odpovědí proti celým slinným žlázám a proti 

yellow-related proteinu (ρ = 0,77; ρ = 0,79). Takřka totožné hodnoty námi naměřených 

korelačních koeficientů v dlouhodobé i průřezové studii ukazují na vysokou 

reprodukovatelnost výsledků s rSP03B. Námi testovaný rSP03B byl použit také k detekci 

protilátkové odpovědi ze sér přirozeně exponovaných psů, zajíců a divokých králíků 

pocházejících z Madridu (Martín-Martín a kol., 2014). Signifikantní pozitivní korelace 

protilátkové odpovědi proti rSP03B s odpovědí proti slinným žlázám P. perniciosus byla 

naměřena pro séra všech testovaných hostitelů. V souladu s našimi výsledky, i v práci 

Martín-Martín a kol. (2014) byly hodnoty korelačních koeficientů pro rSP03B celkově 

vyšší než pro apyrázy. 

Protilátková odpověď proti yellow-related proteinům byla stanovována i u jiných 

druhů flebotomů. Obdobně s našimi výsledky byla zjištěna signifikantní pozitivní korelace 

mezi hladinou protilátek ze sér přirozeně exponovaných dětí proti rPpSP32 a proti celým 

slinným žlázám P. papatasi, kde korelační koeficient byl roven 0,81 (Marzouki a kol., 

2012), což dobře odpovídá námi naměřeným hodnotám. Dva yellow-related proteiny ze 

slinných žláz P. papatasi byly exprimovány také v bakteriálním systému v práci Vlkova a 

kol. (2012). Oba proteiny byly na imunoblotu rozeznávány stejnými séry myší opakovaně 

exponovaných P. papatasi. Z pěti testovaných myších sér obsahujících protilátky proti 

slinám se však k oběma rekombinantním proteinům vázala jen 3 séra. Tyto yellow-related 

proteiny P. papatasi by tudíž na rozdíl od námi testovaného proteinu rSP03B, který byl 

rozeznáván prakticky všemi pozitivními séry, nemohly v detekci protilátkové odpovědi 

proti flebotomům nahradit slinné žlázy. 

V savčím expresním systému využívajícím embryonální buněčnou linii izolovanou 

z lidských ledvin (HEK-293) byly exprimovány 3 yellow-related proteiny ze slinných žláz 

Lu. longipalpis. Rekombinantní yellow-related proteiny LJM17 a LJM11 byly 

prostřednictvím imunoblotu rozeznávány séry psů i lidí přirozeně exponovaných 

Lu. longipalpis, zatímco LJM111 byl rozeznáván pouze lidskými séry (Teixeira a kol., 

2010). V navazující práci Souza a kol. (2010) byly testovány antigenní vlastnosti LJM17 a 

LJM11 pomocí ELISA testů se séry dětí přirozeně exponovaných Lu. longipalpis. Značná 

část vzorků sér pozitivních na slinné žlázy reagovala pouze s jedním ze dvou testovaných 

rekombinantních proteinů. Yellow-related proteiny Lu. longipalpis tedy zřejmě nejsou 

natolik antigenní jako námi testovaný yellow-related protein P. perniciosus. 
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Kombinace dvou rekombinantních proteinů rSP03B+rSP01 byla použita pouze pro 

ELISA testy se séry psů přirozeně exponovaných P. perniciosus. Protilátková odpověď 

proti této kombinaci signifikantně pozitivně korelovala s protilátkovou odpovědí proti 

homogenátu celých slinných žláz P. perniciosus. Naměřené korelační koeficienty se ale 

mezi jednotlivými studiemi značně lišily. Jelikož korelační koeficienty naměřené pro 

samotný rSP03B byly v obou studiích takřka shodné (viz výše), je zřejmé, že za tyto 

rozdíly je odpovědná apyráza. Je možné, že apyráza podléhá rychlejší degradaci při 

dlouhodobém skladování a opakovaném rozmrazování, a je na možné drobné změny 

podmínek reakce náchylnější než yellow-related protein. Díky problematickému použití 

apyrázy nevedlo tedy využití kombinace 2 proteinů ke zvýšení senzitivity ELISA testu, tak 

jak by bylo očekáváno, nebo jak bylo předpovězeno v dřívějších studiích (Souza a kol., 

2010; Vlkova a kol., 2012).  

Korelací protilátkové odpovědi proti kombinaci rekombinantních proteinů s IgG 

odpovědí proti slinným žlázám se zabývala i práce Souza a kol. (2010). Pro zjištění nakolik 

koreluje protilátková odpověď proti kombinaci rekombinantních yellow-related proteinům 

LJM17+LJM11 s IgG odpovědí proti slinným žlázám bylo použito 1077 dětských sér 

s neznámou seropozitivitou proti Lu. longipalpis. Korelační koeficient naměřený v této 

studii byl však roven pouze 0,379. Při použití pouze sér 200 dětí majících protilátky proti 

slinným žlázám Lu. longipalpis stoupl korelační koeficient na 0,491. S ohledem na tyto 

hodnoty lze korelace naměřené v naší studii považovat za velmi silné a i dále uvažovat o 

použití kombinace rSP03B+rSP01 jako měřítka expozice hostitele flebotomům. 

 

Dynamika protilátkové odpovědi proti rSP03B, rSP03B+rSP01 a celým slinným žlázám 

P. perniciosus byla sledována v rámci dlouhodobé studie probíhající v letech 2012–2013 

v Itálii. Sezóna flebotomů trvá v jižní Itálii od června do října, přičemž počty flebotomů 

v jednotlivých letech závisí na teplotě a vlhkosti prostředí. Nejvíce flebotomů druhu 

P. perniciosus se v oblasti jižní Itálie sousedící s námi studovanou oblastí vyskytovalo 

v červenci a srpnu (Tarallo a kol., 2010). Jelikož testovaní psi byli převezeni do endemické 

lokality výskytu P. perniciosus až v polovině sezóny flebotomů, byly u velké části z nich 

během prvního roku detekovány pouze nízké hladiny IgG proti slinám (Obr. 19). Výrazný 

signifikantní nárůst hladin protilátek začátkem druhé sezóny flebotomů byl zřejmě 

způsoben sensibilizací psů během předcházející sezóny. Obdobný signifikantní nárůst 

hladin IgG při opětovné expozici flebotomům byl zjištěn také u lidí exponovaných 

P. argentipes (Clements a kol., 2010) nebo Lu. longipalpis (Vinhas a kol., 2007) a také u 
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myší exponovaných P. papatasi (Vlkova a kol., 2012). Myši byly opětovně vystaveny 

flebotomům po 23 týdnech od poslední expozice, přičemž přibližně půl roku dlouhá 

mezera mezi expozicemi napodobovala období bez flebotomů v endemické oblasti (Vlkova 

a kol., 2012). Během první sezóny flebotomů si tedy zřejmě hostitelé vytvoří paměťové 

B-lymfocyty, které přetrvávají do další sezóny flebotomů a umožňují následný rychlý 

vzestup specifické humorální odpovědi. 

 Protilátková odpověď specifická pro rekombinantní proteiny měla u psů 

z dlouhodobé studie odlišnou kinetiku ve srovnání s odpovědí proti slinným žlázám. 

Protilátky proti rekombinantním proteinům klesaly rychleji než protilátky proti slinám. Pro 

yellow-related protein byl naměřen signifikantní rozdíl v IgG odpovědích mezi všemi 

třemi sezónami (Obr. 20), zatímco IgG odpověď proti slinám se mezi první sezónou a 

sezónou bez flebotomů nelišila (Obr. 19). Lze tedy říci, že IgG odpověď detekovaná 

proteinem rSP03B je citlivější na změny v počtech flebotomů sajících na psech než 

protilátková odpověď proti slinným žlázám. Protilátky proti tomuto yellow-related 

proteinu tedy klesají či stoupají rychleji než IgG protilátky proti celkovým slinným 

proteinům. 

  

 Dosud byly za vhodná měřítka expozice hostitele flebotomům označeny pouze 

rekombinantní protein PpSP32 a kombinace rekombinantních proteinů LJM11+LJM17 

(Marzouki a kol., 2011; Souza a kol., 2010). Dle uvedených prací by rekombinantní 

protein využitelný pro epidemiologické studie měl být dobře rozeznáván protilátkami ze 

sér přirozeně exponovaných hostitelů, přičemž protilátková odpověď proti danému 

rekombinantnímu proteinu by měla pozitivně korelovat s odpovědí proti slinným žlázám 

odpovídajícího druhu krevsajícího členovce. Rekombinantní protein by také neměl 

zkříženě reagovat se séry hostitelů exponovaných jiným druhům krevsajících členovců, 

než druhu, z jehož slinných žláz pochází. Tato kritéria splňuje i námi testovaný 

rekombinantní yellow-related protein rSP03B a za určitých podmínek i jeho kombinace 

apyrázou rSP01. Detekce protilátkové odpovědi proti rSP03B může být proto použito 

ke stanovení expozice psů flebotomům P. perniciosus, a to zejména ve 

středomořských oblastech, kde je endemická Le. infantum přenášena tímto druhem 

flebotoma. Rekombinantní yellow-related protein tak může sloužit i ke stanovení 

míry rizika onemocnění leishmaniózou u psů a zprostředkovaně i k odhadu rizika 

této nákazy u lidí. 
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6. ZÁVĚREČNÉ SHRNUTÍ 

 

• Zjistili jsme, že celkem nejméně 15 slinných proteinů, patřících do 7 různých 

proteinových rodin, je u flebotomů druhů P. perniciosus a P. orientalis  

N-glykosylováno. Úroveň O-glykosylace slinných proteinů se nám na základě použité 

metody nepodařilo určit. 

 
• Otestovali jsme antigenní vlastnosti 4 rekombinantních bakteriálně exprimovaných 

proteinů slinných žláz P. perniciosus. Antigen 5-related protein rSP07 ztratil expresí 

v prokaryotním systému svoje antigenní vlastnosti. Tři zbylé rekombinantní proteiny 

specificky reagovaly se séry myší opakovaně pobodaných P. perniciosus, nikoliv se 

séry myší sátých jinými druhy flebotomů. 

 
• Yellow-related protein rSP03B i 35,5 kDa apyráza rSP01 byly na imunoblotu i ELISA 

testech silně rozeznávány séry myší i psů experimentálně exponovaných 

P. perniciosus, zatímco 35,3 kDa apyráza rSP01B při ELISA testu reagovala i 

s negativními psími séry. 

 
• Protilátková IgG odpověď přirozeně exponovaných psů proti samotnému  

yellow-related proteinu rSP03B i jeho kombinaci s apyrázou rSP01 signifikantně 

pozitivně korelovala s protilátkovou odpovědí proti slinám P. perniciosus. Celkově 

vyšší hodnoty korelačních koeficientů byly naměřeny pro samotný yellow-related 

protein, také dynamika protilátkové odpovědi proti samotnému rSP03B nejlépe 

odpovídala očekávaným hodnotám s ohledem k sezónním změnám v populaci 

flebotomů. 

 
• Prokázali jsme, že rekombinantní yellow-related protein rSP03B může být použit 

v epidemiologických studiích ke zjištění míry pobodání psů flebotomy druhu 

P. perniciosus.  

 

Část výsledků uvedených v této diplomové práci byla zahrnuta do 2 publikací 

uveřejněných v časopise PLoS Neglected Tropical Diseases. V práci Vlková a kol. (2014) 

jsme publikovali výsledky afinoblotu proteinů slinných žláz P. orientalis (viz kapitola 

4.1.). V práci Drahota a kol. (2014) byly publikovány výsledky ELISA testů a imunoblotů 

myších i psích sér se 4 rekombinantními proteiny P. perniciosus (viz kapitola 4.2.).  
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