UNIVERZITA KARLOVA YV PRAZE
Prirodovédecka fakulta

Katedra parazitologie

Studijni program Biologie

Studijni obor Parazitologie

Bc. Petra Sumova

Glykosylace a antigenni vlastnosti proteifi ze slin flebotoma
Phlebotomus perniciosus a P. orientalis

Glycosylation and antigenic propertiesRiflebotomus perniciosus
andP. orientalissalivary proteins
DIPLOMOVA PRACE

Skolitel: Prof. RNDr. Petr Volf, CSc.

Praha 2014



Prohlaseni:

ProhlaSuji, Ze jsem zérecnou praci zpracovala samostata Ze jsem uvedla vSechny
pouzité informéni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podsda@tist nebyla fedloZzena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 13. 8. 2014

Petra Sumova



Podékovani:

Na tomto mist bych chéla podtkovat zejména svému Skoliteli, prof. RNDr. Petrufv/ai,
CSc. za odborné vedeni mé prace &aza ktery mi ¥noval. Mj velky dik pati také
RNDr. Iv¢ Kolérove, Ph.D. za zasgeni do imunologickéasti experimerit Dale bych
rada podkovala celému kolektivu labora®za pijemné prosedi a ochotu poradit.
Jmenovit bych rada pogkovala Janu Drahotovi za pomoc a spolupraci nejeaatcich
moji experimentalni prace. Déle Inés Martin-Mart#navozeni veselé atmosféghbm
pocateEni faze experimeiits rekombinantnimi proteiny. Gié bych téZ pogkovat Mise
Kindlove, Tar Ko&'aloveé a Terce Kratochvilové za skw souhru fi zpracovani
obrovskych mnoZstvi vzotkpro Italskou studii.

V neposlednfadé bych rada velmi pagkovala také své rodén kterd n&¢ podporovala

bé¢hem celého studia.
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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo zmapovat glykosylaci a amirgerlastnosti slinnych proteirdvou
druhi flebotomi, Phlebotomus pernicioswsP. orientalis ktefi jsou vyznamnymi vektory
visceralni leishmaniozy.

Pomoci afinoblotu se zdenymi lektiny jsme prokazali, Zada slinnych protein
obou studovanych dritflebotomi je N-glykosylovana, fitomnost O-glykosylaci nebylo
mozné potvrdit. Urove N-glykosylace ¥tSiny &chto proteir je porérné nizka, &tsi
mnozstvi potencialnich N-glykosyiaich mist bylo nalezeno pouze v aminokyselinovych
sekvencich hyaluronida# orientalisa endonukleaz obou testovanych druPro expresi
v bakterialnim expresnim systému byly vybr&hyi slinné antigenni proteiny
P. perniciosusz nichz dva proteiny (PpeSP01 a PpeSP01B) najbykpsylovany a
arovei glykosylace zbylych dvou proteifPpeSP03B a PpeSP07) byla nizka.

Antigenni vlastnostityi vybranych rekombinantnich protéi®. perniciosusyly
nasledg testovany prosednictvim imunoblotu a ELISA testBéhem p@ateinich pokué
se sery experimentalrexponovanych psse dva proteiny (rSP07 a rSP01B) ukazaly jako
nevhodné a byly tudiz z dalSich experintienttazeny. Rekombinantni proteiny rSP03B a
rSPO1 byly rozeznavany stejnymi IgG protilatkankiganativni formy &chto proteiri ze
slinnych ZlazP. perniciosusAntigenni reaktivitadchto dvou proteith byla dale testovana
se séry psprirozere exponovanyclP. perniciosusProtilatkova odposd’ psich sér proti
yellow-related proteinu rSP03B a jeho kombinacb®XDa apyrazou rSP0O1 pozitivn
korelovala s protilatkovou odpeédi proti celym slinnym Zlazam. perniciosusHodnoty
korelatnich koeficient byly celkow vySSi pro samotny protein rSP0O3B, i dynamika
protilatkové odpowdi proti samotnému yellow-related proteinu Iépemddala hodnotam
oc¢ekadvanym vzhledem k sezonnim&ram v populaci flebotofm NaSe pokusy prokazaly,
Ze yellow-related protein rSP0O3B Ize vyuZit ke etami expozice fisflebotomim

P. perniciosus Ze v imunologickych studiichirbe plré nahradit celé slinné Zlazy.

Kli ¢éova slova:Phlebotomus perniciosuglykoprotein, afinoblot, IgG, ELISA, imunoblot,

rekombinantni protein, yellow-related protein



ABSTRACT

The goal of this study was to map the glycosylapattern and antigenic properties of the
salivary proteins of two closely related sand fiesies Phlebotomus pernicioswsd

P. orientalis Affinity blotting with commercially available l¢ins revealed that many
salivary proteins of these species are N-glycosglatvhile the presence of
O-glycosylation could not be confirmed. The leveNsglycosylation of most of these
proteins is quite low, a larger number of poteniadlycosylation sites were found only in
the amino acid sequencesPoforientalishyaluronidase and endonucleases of both species
tested. Four antigens froR perniciosusalivary glands were selected for expression in a
bacterial expressiogystem; two of these proteins (PpeSP01 and PpeSP01B) were not
glycosylated and the glycosylation level of the aamng two (PpeSP03B and PpeSP07)
was low.

The antigenic properties of the four chosen recomantti proteins were subsequently
tested using immunoblot and ELISA. During the adigxperiments with the sera of dogs
experimentally bitten bfp. perniciosustwo proteins (rSP07 and rSPO1B) were proven
unsuitable and they were excluded from further erpents. Recombinant proteins
rSPO3B and rSP0O1 were recognized by the same Igkodres as the native forms of
these proteins frorR. perniciosusalivary glands. Their antigenic reactivity waglfer
tested with the sera of dogs naturally exposd® frerniciosudites. Antibody response of
canine sera against yellow-related protein rSPQ8Bit& combination with 35,5 kDa
apyrase rSPO01 positively correlated with antibaeponse against the whole salivary
glands ofP. perniciosusThe correlation values were however higher feryallow-related
protein itself moreover, dynamic of the antibody response agaesy¢llow-related
protein itself agreed better with the values expeéconsidering the seasonal changes in
sand fly population. We proved that yellow-relapedtein rSPO3B could serve as a good
marker of canine exposure Roperniciosusand flies and can replace whole salivary

glands in immunological tests.

Key words: Phlebotomus perniciospglycoprotein, affinity blotting, IgG, ELISA,

immunoblot, recombinant protein, yellow-relatedtpio
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1. UVOD

.....

Visceralni leishmanidza se vyskytuje i v oblastkaim ¢asto mfime za rekreaci. Takovou
oblasti je nap jizni Italie, kde doSlo v poslednich 25 letechekkému nélistu patu
piipadi jak u dti, tak i u dosplych (Gramiccia a kol., 2013). V Jizni Evioje
piirozenym rezervoarem tohoto oneméehnegastji pes, nejdlezitéjSim a nejvice
rozSienym genaseéem v Italii je Phlebotomus perniciosi&ramiccia a kol., 2013).
V naSi praci jsme se proto zé&fiti zejména na sledovani protilatkové odpdivpsi proti
rekombinantnim slinnym proteim tohoto druhu flebotoma a naslégame se ¥novali
moznosti vyuziti této odp@di ke stanoveni, jak mnoho byli psi flebotomy poéioid
Rekombinantni proteiny Ize exprimovatiznych bugcnych liniich prokaryotnich
nebo eukaryotnich organisinz nichZ nejznag)si je bakterialni expresni systém
Escherichia coli Z niZzSich eukaryotnich organifrae nejasgji vyuZzivaji kvasinkyPichia
pastorisneboSaccharomyces cerevisiagvysSich eukaryot se pro expresi
rekombinantnich proteinnegastji vyuziva linii hmyzich busk Sf9 pochazejici z motyla
Spodoptera frugiperda sa¥ich burgk ziskanych z ledvin opici&eka ¢i lidi. Tyto
expresni systémy se mezi sebou odliSuji nejentekizkultivace buk, rychlosti, cenou a
vytéZnosti vyroby proteiin, ale i rozdilnou schopnosti glykosylovat exprimaé&groteiny
(shrnuto v Schmidt & Hoffman, 2002; Brooks, 2004n 4 kol., 2007). Zatimc&. coli
neni \ibec schopna glykosylovat proteiny, eukaryotni sygtéuto schopnost maji.
VétSina glykari tvorena kvasinkami se z&éia liSi od savich ¢i hmyzich glykar, a je
negastji tvorena velkym mnozstvim manosovych zhytKvasinky navic mohou
glykosylovat i proteiny, které v nativnim stavu kigylovany nejsou (Cregg a kol., 2000).
Takeé savi a hmyzi glykany se od sebe v mnohém odliSuji.syraézu rekombinantnich
antigerii flebotomi je tedy vhodné vybrat ldito hmyzi expresni systém, kde je ale exprese
velmi ¢asow, technicky i finakiné nar@nd, nebo pouzit prokaryotni systé&mcolia pro
expresi vybrat pouze takové antigeny, kterdtbunejsou glykosylovany, nebo kde je pro

antigenni vlastnosti molekuly rozhoduijici proteiagast.



V navaznosti na vyse zniné poznatkyilem této prace bylo:v prvérad zjistit Uroven
glykosylace slinnych proteiri P. perniciosus a P. orientalis a dale pakestovat
antigenni vlastnosti vybranych rekombinantnich proeina ze slinnych zlaz

P. perniciosus a moznost jejich vyuziti v epidemiologickych stigtlijakozto adekvatni
alternativy k celym slinnym Zlazam. Déle byla té&tbvangodobnost antigennich
vlastnosti €chto rekombinantnich proteini s jim odpovidajicimi proteiny obsazenymi
ve slinnych ZlazachP. perniciosus a piripadna zkiizena reaktivita rekombinantnich

proteina se séry mysi exponovanych jinym diainflebotoni.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Slinné Zlazy flebotoni a jejich proteiny
Podieled’ flebotomovitych (Phlebotominae) systemati¢kgdime daadu dvoukidlych
(Diptera) a pothdu dlouhorohych (Nematocera). Nejvyznajghjsou rodyPhlebotomus
(Stary s¥t) aLutzomyia(Novy swt), jejichz krevsajici samice mohoiepasSetadu
onemocgni. Tato prace se zabyvadiva druhy rodlPhlebotomusa toP. perniciosusa
P. orientalis Oba druhy pdi do podrodu_arroussiusa jsou si tedy fylogeneticky velmi
blizké Phlebotomus perniciosys rozsten v oblastech zapadni a jizni Evropy, zejména ve
Sparélsku, Italii a jizni Francii, ale byl nalezen i égadnim Nmecku (Ready, 2008). Je
prenasSéem visceralni leishmanidézyéishmania infantui jejimz hlavnim
rezervoarovym hostitelem jsou pBhlebotomus orientalise vyskytuje ve vychodni
Africe. Je povazovan za potvrzeneho vektora viseeldgishmanidzyl(e. donovani
v Sudanu (Elnaiem & Osman, 1998) a prpatobré pirenasi toto onemoeni téz v Keni
(Ngumbi a kol., 2010) a Etiopii (Hailu a kol., 1995

Flebotomové maiji jeden par slinnych Zlaz ve tvadnpduchych Wi, uloZzenych
na ventralni strahprednic¢asti hrudi. Zlazy téhoz paru mohou byt stejné riebsazrs
odliSné velikosti (Obr. 1), 8. patatasidosahuje plévyvinuta Zlaza velikosti az
180 x 140um. Slinné Zlazy flebototjsou, steji jako i u ostatnickilenovdi, tvoreny
jednovrstevnym epitelem. Blay epitelu vytvdeji sekréni mechyiky vyluéujici sliny,
které jsou nasledrnodvadny centralnimi kanalky do slinného kanalku a daeldtniho
astroji (Adler & Theodor, 1926). Slinné zlazy sansiou \&tSi nez u sanica obsahuji
vyrazre vice proteifi, nag. uP. duboscgje v samiich Zlazach az 30krat vyssi
koncentrace proteinnez v sarich (Volf a kol., 2000).

U flebotomi se pro pokusy n&sgji vyuziva homogenatu celych safith
slinnych Zlaz. R sani flebotom se ovSem do hostitele dostavaji jen samotné sliny.
Elektroforeticky profil proteif s€ny slinnych zZlaz vSak obsahuje oproti samotnyméstin
navic jen gkolik velmi slabych proteinovych prouika proto se jevi pouziti homogenatu
celych Zlaz jako dostajici (Volf a kol., 2000).

Proteinovy profil slinnych Zlaz flebotoirse ntize liSit na mezidruhové i na
vnitrodruhové drovni. Mezidruhovou variabilitourstiych antiged flebotomi se poprvé
zabyvala prace Volf & Rohousova (2001). U kazdéh&iaruhi flebotomi paticich do
riznych podrod bylo pomoci imunoblotu rozliSene@ druhow specifickych antigein

Tyto antigeny byly rozeznany protilatkami ze séitatvopakovaé exponovanych sani



flebotomi. Ke slabé zkizené reaktivit doSlo pouze mezi antigeny slinnych Zlaz
P. perniciosusa sérem krélik a kieckt exponovanych. halepensis

Podle elektroforetického profilu slinnych zlaz bytmzné rozliSit nejen druhy
flebotomi, ale dokonce i jejich jednotlivé kolonie pochéekj odliSnych, od sebe
vzdalenych oblasti. Podobnost proteinovych piigiiitom odpovidala fylogenetickym
vzdalenostem mezi druhy flebot@nK nejwitsi variabili€ dochazelo u proteino velikosti
38-48 kDa (Volf a kol., 2000). Bkteri autdi naopak vysokou variabilitu slinnych protéin
na uarovni kolonii nepotvrdili. Rozdily nebyly nakrzy napiklad mezi elektroforetickym
profilem slinnych Zzlazit kolonii P. perniciosusochazejici z odlinych oblasti Spkska
(Martin-Martin a kol., 2012). Analyzou cDNA knihavslinnych zlaz dvou kolonii
P. duboscqgivzdalenych svymivodem vice nez 2000 km, byla také Zjitt velmi vysoka
identita, urady proteiti az 100 % (Kato a kol., 2006).

Proteinovy profil slinnych Zlaz se liSi i na indivialni arovni. Tato variabilita
byla prvre ukdzana v praci Rohousova a kol. (20124&) druhi flebotomi. U P. papatasi
byla nej¥tSi variabilita nalezena ve 4% kDa oblasti odpovidajici ,,yellow-related*
proteimim (viz podkapitola 2.5.1). Za tuto variabilitu mahbyt kron® fyziologického
stavu jedin@ odpovdné i post-transtani modifikace, tj. fosforylace a glykosylace

protein.

.
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Obr. 1: Slinné zlazy samide papatasiUpraveno dle Jobling & Lewis, 1987.



2.2. Glykoproteiny

Glykoproteiny jsou makromolekuly, na jejichZ pratevoucast je kovalenthivazana
sacharidova slozka. K vazlglykanu na protein a k jeho naslednym Upravam éoich
béhem ko- a post-transiaich Uprav proteinu v endoplasmatickém retikulucdgiho
komplexu. Dle typu glykosidické vazby rozliSujemeadzakladni typy glykoprotein

U N-glykoproteiri dochézi nejasgji k vazbs redukujiciho konce N-acetylglukosaminu
(GIcNAc) k amidové skupihasparaginu, ktery se nachazi v aminokyselinoveesek
asparagin-X-serin/treonin/cystein, kde X je jakékaminokyselina kror& prolinu
(Satomi a kol., 2004). O-glykany se k polypeptidovéetézci vazou nejastji pies atom
kysliku hydroxylové skupiny treoninu nebo serinaffte & Daniellou, 2012).

2.2.1. N-glykoproteiny hmyzu
N-glykoproteiny jsou vdlech¢lenovdi pievazujicim typem glykoproteinGrubhoffer &
Dusbéabek, 1991; Ukla kol., 1994; Volf a kol., 2000; Vandenborre a.kaD11).
VétSinovy podil maji zejme i ve slinach krevsajiciho hmyzu (Volf a kol., 19%&drews a
kol., 1997). Cukerna slozka N-glykoprotéimaze hrat roli pi skladani proteit, ale mize
byt zasadni i pro funkci (n&penzymatickou aktivitu), pdpantigenni vlastnosti proteinu
(Katoh & Tiemeyer, 2013).

Patateini faze biosyntézy N-glykoproteirprobihajici v endoplasmatickém
retikulu jsou shodné pro vSechny eukaryotické olggag. Sa¥i a hmyzi draha syntézy

N-glykani komplexniho typu je shodné az po vznik GlcNeansGIcNAc, (Obr. 2).
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Obr. 2: Syntéza N-glykoproteirkomplexniho typu v endoplasmatickém retikulu a
Golgiho komplexu. Dol-P-P = dolicholpyrofosfat, ChMcytoplasmatickd membrana,
UDP = uridindifosfat, GDP = guanosindifosfat, CMRwidinfosfat,® GIcNAc® manosa,
@ glukosaA fukosa) galaktos@a kyseliakpga. Upraveno dle http://www.neb.com.
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V hmyzich buikach hraje vyznamnou rdN-acetylglukosaminidaza, ktera ogdtje oba
terminalni GIcNAc tak, Ze vznikaji N-glykany tzvaycimanosidického typu (Léonard a
kol., 2006). Nazewthto N-glykari je odvozen odiftomnosti méa nez 4 manos, do
¢estiny ho lze vola preloZit jakoZto ,,malomanosidicky” typ. Paucimandiské glykany
(Obr. 3) pati mezi nefastji se vyskytujici typy cukerné slozky N-glykopratéiu
octomilky (Drosophilg (Katoh & Tiemeyer, 2013) i u b&k hmyzich linii pouzivanych

k expresi rekombinantnich protéiMarchal a kol., 2001). N-acetylglukosamigagtnici
se glykosidické vazby fize byt u tohoto typu glyka@nednou az dvakrat fukosylovan
(Obr. 3). Fukosu vazanail — 6 vazbou nalézame i u séeh N-glykani, zatimco

al — 3 vazana fukosa je typicka pro bezobratlé a mys{hrnuto v Schiller a kol., 2012).
Dvojita fukosylace oéma typy vazby byla poprvé pozorovanydel fosfolipazy
(Staudacher a kol., 1992.vn¢jSim manosam zakladniho pentasacharidu (GlcN¥acy)
se podob#jako u savt mize vazat dalSich-B manos za vzniku vysoce manosylovanych
N-glykani. U hmyzu jsou N-glykany tohoto tygiasto ozn&vany take jako tzv.
oligomanosidické glykany (Lopez a kol., 1997).

paucimanosidické <——— oligomanosidické

\

\

hybridni

<—— komplexni

Obr. 3: N-glykany u octomilky. Velikost zobrazenyglykani odpovida jejich relativni
cetnosti ve tkanich octomilky. Legenda viz Obr. préveno dle Katoh & Tiemeyer, 2013.



U hmyzu sice dominuji N-glykany paucimanosidick@aligomanosidického
typu, ale hmyzi biky maji schopnost syntetizovat i N-glykany typadpovidajici
komplexnim a hybridnim (Obr. 3).

Komplexni N-glykany pevladaji v sasich buikach. Jsou tv@ny zakladnim
pentasacharidem, na ktery jsou dale vazany GlcAlaktosa, kyselina sialov&asto i
fukosa (Altmann a kol., 1999). Hybridni N-glykarspp tv@eny jednintettzcem
komplexniho typu a jedniiettzcem vysoce manosylovaného typétdina enzym
odpowdnych za syntézu komplexnich N-glykaje ztejm¢ v hmyzich biikach gitomna,
ovSem vyuzivany jsou pouze za specifickych okoln&slty jsou pro & pritomny vhodné
substraty (Brooks, 2004)riomnost terminalniho GIcNAc je zavisla zejménamite
aktivity B-N-acetylglukosaminidazy. U embrya octomilky bylalezeno tkolik N-
glykani obsahujicich 43 terminalni GIcNAc vazané na manosy zakladnihdgsacharidu
a tvaicich tak zaklad pro glykany komplexniho nebo hgbifo typu. Nkolik N-glykani
obsahovalo i galaktosu vazanou na jeden z termicf&f@IcNAc (Aoki a kol., 2007).

Rada studii zkoumala moznou existenci sialovanyaiykani v hmyzich
bunkach. Aktivita sialyltransferaz a tudiz ani termiri&yselina sialova nebyla nalezena
nag. ve tech bugénych liniich odvozenych odiznych druli motyhi (Sugyiama a kol.,
1993; Lopez a kol., 1999). Gen kodujici sialyltf@ndzu byl nalezen u octomilky.
Sialyltransferaza je zde vSak exprimovana podbetmn embryonalniho vyvoje a to
zejména v biikkach centralniho nervového systému (Koles a kBD42 U embrya
octomilky byly nasled& nalezeny dva N-glykany obsahuijici sialovaetfzec. Jeden z
nich byl podobny sasim biantenarnim komplexnim N-glykam (obr. 3), druhy odpovidal
hybridnim N-glykaiim. Z dalSich monosachatigdvyskytujicich s&asgji v sawich
N-glykanech, u hmyzich N-glykoprotéirvzacrt nachazime N-acetylgalaktosamin
(GalNAc) a kyselinu glukuronovou (Kubelka a kol99B; Aoki & Tiemeyer, 2010).

U chorionové peroxidazy komakedes aegypbyl v nedavné dabobjeven novy
typ N-glykosylace, kdy dochazi k vazanomerického uhliku manosy k Etomu indolu
tryptofanu. N-manosylace peroxidazy by mohla ho&tw jeji vysoké odolnosti

k denaturujicim podminkam (Li a kol., 2005).

2.2.2. O-glykoproteiny hmyzu

U hmyzu nachazime O-glykoproteiny zejména mucinowgpu, u kterych se
O-glykosidické vazby ¢astni GalNAc. Muciny jsou sekretované glykoprotemgahujici
obvykle wtSi mnoZzstvi potencialnich O-glykosytdch mist. Slinné muciny chrani a



lubrikuji slinné kanéalky a ustni astroji hmyzu (&bk+Silva a kol., 2010). Kro#této
funkce mohou ale mit i jiné role, napeden ze slinnych muairoctomilky je sekretovan i
imunitnimi buikami a &astni se koagulace hemolymfy a zachytavani baKteoiiayem a
kol., 2004).

Cukerna slozka O-glykd@ine u hmyzwasto tvdena pouze jedinym GalNAc (tzv.
Tn antigen), na ktery fize byt navig§l—3 vazbou vazana galaktosa (tzv. T antigen). Tn
antigen je, mimo jiné, hognexprimovanitemi hmyzimi bugé¢nymi liniemi odvozenymi
od riznych druli motyli, pficemz ve vyraz&nizsi mfe u nich dochazi i k expresi T
antigenu (Lopez a kol., 1999). Naproti tomu ve tkhroctomilky je T antigen
prevazujicim typem O-glykan(Obr. 4). U octomilky se dale vyskytuje i O-vazany
trisacharid tvéeny T antigenem a kyselinou glukuronovou, kterarmterazuje u savc
béZnou kyselinu sialovou. Vzaérse vyskytuje také trisacharid temy T antigenem a
GIcNAc (Aoki & Tiemeyer, 2010; Katoh & Tiemeyer, 2B).

T antigen

Tn antigen

Obr. 4: O-glykany mucinoveého typu u octomilky. \kalst glykarsi odpovida jejich
relativnicetnosti ve tkanich octomilky i€vzato z Katoh & Tiemeyer, 2018  GIcNACc,

O galaktosag GalNA& kyselina glukuronova.

Z dalSich tyjd O-glykosylaci se u hmyzich b&tnych linii vyskytuje i O-GIcNAc
(Ku & Omary, 1994). O-vazany GIcNAc byl nalezenéakproteih asociovanych

s polyténnimi chromozomy octomilky (Kelly & Hart9&9). V doméa Notch receptoru



octomilky podobné EGF (epidermalristovy faktor) byla nalezena i O-vdzana fukosa
(Okajima a kol., 2003). O-vdzana manosa se vys&yigystroglykanu octomilky
(Nakamura a kol., 2010). Tyto modifikace jsou ovdamoritni a vyskytuji se pouze u

specifickych tyj proteini.

2.2.3. C-glykoproteiny hmyzu

Krome zakladnich N- a O-glykosylaci, existuje takéla vzacnych a neobvyklych typ
vazeb glykanu na protein (shrnuto v Lafite & Dalwie) 2012). Z &chto se u hmyzu
vyskytuje pouze C-manosylace. Jdefmmu vazbu anomerniho uhlikkmanopyranosy
k C, atomu indolu tryptofanu. Jako C-glykoprotein byhimyzu prvig popsan
hypertrehalosemicky hormon pakobylky indidBarausius morosu@Munte a kol., 2008).
C-manosylace iize byt dilezita pro spravné skladani a konformaci proteiproijeho

cilové umistni v buice (lhara a kol., 2011).

2.2.4. Glykoproteiny ve slinnych zlazach flebotoiin

V tack praci zabyvajicich se sialomemiérkéhosialon= sliny; soubor mRNA a protein
exprimovanych ve slinnych Zldzach) krevsajiaildnovai bylo k detekci glykoproteiin
pouZzito volré dostupnych servér slouzicich ke zjighi potencialnich glykosytamich mist.
VétSinou byla zjisovana pouzeiitomnost O-glykoproteilha to pomoci programu
NetOGlyc (Julenius a kol., 2004), poppiitomnost N-glykoproteita pomoci programu
NetNGlyc (Gupta a kol., nepublikovano).

Glykosylaci slinnych proteinflebotomi se, by jen okrajo¥, zabyvalo porérné
malo autoii. U riznych druti flebotomi bylo celkem popséano 16 slinnych mucin
paticich do ti rodin (Ribeiro a kol., 2010). Muciny gake skupinam protein které jsou
¢asto nalézany v sialomech krevsajiciho hmyzu,zejiména proto, Ze mohou byt
asociovany s chitindzni vystelkou slinnych katiaMuciny popsané u flebotaim
obsahovaly 431 potencialnich O-glykosyaich mist (Ribeiro a kol., 2010). Jeden
Zz mucini, 22 kDa proteirP. arabicusobsahuje kromdeviti O-glykosyl&nich mist také
dvé N-glykosylani mista, u ostatnich mudimebyla pitomnost N-glykosylaci studovana
(Hostomska a kol., 2009). Na potencialni O-glyke&yl mista je, kro mucini, u
flebotomi bohaté i rodina 41,9 kDa protéirProteinyP. arabicusaP. duboscqpatici do
této rodiny obsahuji kazdy osm potencialnich O-ggganich mist. Mimo
O-glykosyla&nich obsahuji proteiny nalezici do 41,9 kDa rodakéiadu
N-glykosylatnich mist. Na N-glykosytai mista jsou bohaté také hyaluronidazy



(viz podkapitola 2.5.6.)iznych drufi flebotomi (Ribeiro a kol., 2010; RohouSova a kol.,
2012b).

U P. arabicusbyla gitomnost glykoproteitn ve slinnych zZlazach zjigvana takeé
pomoci specifického barveni (ProQ Emerald). Banvegliektroforeticky separovanych
slinnych proteifi bylo detekovano celkem Sest glykoproteinovych pkéuZ &chto bylo
mozné identifikovat yellow-related protein, amylé&dva 34 kDa proteiny (Hostomska a
kol., 2009). Oba 34 kDa proteiny byly naslédarazeny do rodiny 33 kDa protéinktera
je specificka pro flebotomy. Proteiny této rodirtysahuji ¥tSi mnozstvi potencialnich
N-glykosylatnich mist. Na fitomnost post-transtaich modifikaci u 33 kDa protein
ukazuje také to, Ze u dvou z nich (PsSP49 a PtSB&& i proteomické analyze
nantiena ¥tSi nez pedpokladana molekulova hmotnost (RohouSova ax@l.2hb).
Barvenim ProQ Emerald byl také detekovan prouzeiolekulové hmotnosti 97 kDa,
ktery Zejmé muZe reprezentovat hyaluronidazu (Hostomské a ko092 Jeji sekvence u
P. arabicusobsahuje 10 potencialnich N-glykosyiéch mist (RohouSova a kol., 2012b).

DalSi technikou slouZzici k identifikaci glykopratéije afinoblot s lektiny. Lektiny
jsou neimunni proteiny nebo glykoproteiny obsahujimimalre dvé mista pro vazbu
sacharid (Goldstein a kol., 1980). Jednotlivé lektiny s& Bvoji afinitou k#iznym typim
sacharidm, ¢ehoZz Ize vyuZzit jednak pro identifikaci, ale i plalSi analyzu cukerné slozky
glykoproteini. NejznangjSi jsou lektiny pochazejici ze seméamych druli rostlin.
Vazebna specificita kom&ie dostupnych lektith dalezitych pro tuto préaci je popsana
v tabulce (Tab. 2). Pro detekci N-glyKase vyuziva zejména lektin ConA.RJ tobbi
vétSina proteifi obsazenych ve slinnych zlazach specificky reagosdonA, a je tudiz
N-glykosylovana. NejintenziwijSi reakce byla pozorovana u proteinu s vysokou
molekulovou hmotnosti, ktery by mohl odpovidat lyahidaze, a dale s proteiny
odpovidajicimi svymi molekulovymi hmotnostmi yellewlated proteinu a apyrazam.
Reaktivita lektinu ConA poginé dokie odpovidala vysledin ziskanych z predéniho
serveru (RohouSové a kol., 2012b).

Glykoproteiny obsazené ve slinnych zlaz&tduboscqaLu. longipalpisbyly
identifikovany pomoci afinoblotu sip lektiny. Lektiny ConA a WGA specificky
reagovaly s 48 a 534 kDa polypeptidy vyskytujicimi se u obou diutebotomi. Oba
lektiny se také specificky vazaly na-5® kDa polypeptid®. duboscga 6567 kDa
polypeptidLu. longipalpis Vazba lektiti ConA a WGA ukazuje podle autou €chto
glykoproteini na gitomnost N-glykat komplexniho nebo hybridniho typu. Specificka

reakce pouze samotného ConA byla zaznamenana B28@a polypeptitl
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Lu. longipalpisa 4042 kDa polypeptid P. duboscqiTo ukazuje naijftomnost vysoce
manosylovanych N-glykanu &chto glykoproteid (Volf a kol., 2000). Dle satasné
terminologie Ize hmyzi N-glykany rozeznavané polekénem ConA popsat spiSe jako

oligomanosidické nebo paucimanosidické m&endé a kol., 2008).

2.3. Imunitni odpowvéd’ hostitele na pobodani flebotomy

Sliny flebotormi vyvolavaji u hostitele humoralni i bé&tnou imunitni odpo#d’. Reakce
hostitele na bodnuti flebotomem se liSi podle irtnihb pozadi daného hostitelského
druhu. \KtSina praci se zabyvala studiem imunitnich reak@inps: nebo lidi opakovah
exponovanych flebotoém.

Bunééna odpo¥d’ u hostiteli opakovas pobodanych flebotomy je
charakterizovana akumulaci leukoitytéervenanim a otokem v médbodnuti. K této
typické odpoxdi zpravidla dochazi az po uplynutikolika hodin po postipani
flebotomem, reakce kulminuje zpravidla po28 hodinach. Jedna se o tzv.
hypersensitivni reakci oddaleného typu (DTH) (Balkakol., 2000; Collin a kol., 2009).

U mySi (kmen C57BL/6) exponovanyéh papatasdochazi v migtsani k
akumulaci monocyt, makrofad, eozinofili, neutrofili, dendritickych buék a CD4+
T-lymfocyti. Efektorovymi buikami silné DTH reakce jsou u mysi zejména CD4+
T-lymfocyty. V mist DTH reakce dochazi takeé k vazodilataci, kteradtebnim
usnadiuje opakované sani (Belkaid a kol., 2000). ¥ @sponovanych.u. longipalps je
burgény infiltrat v mist sani slozen z lymfocit makrofag a eozinofiti a DTH reakce se
rozviji zpravidla az po 48 hodinach (Collin a k@009).

Bunééna imunitni odpo¥d’ proti slinamP. papatasje u exponovanych lidi
zprostedkovana zejména CD8+ T-lymfocyty produkujicimitprénstlivé cytokiny IL-10
a IL-4. Sliny indukuji i aktivaci CD4+ T-lymfocwytprodukujicich prozattlivy cytokin
IFN-y. Tvorba IFNy je ale blokovana diky zvySené produkci IL-10. &f kedy v imunitni
odpowdi proti slinam flebotora ziejmé prevazuje Th2 typ, tzn. zjednodugeaktivace
humoralni imunity (Abdeladhim a kol., 2011).

Humordlni imunita proti slinarR. papatasije u lidi zprostedkovana zejména IgG4
subtypem IgG protilatek. V menSiiise uplatuji také podtidy IgG2, IgG1 a IgG3.
Specifické IgE protilatky proti slinara. papatasse vyskytovaly cca jedné poloviny IgG
positivnich @ti zijicich v endemické obladtie. major(Marzouki a kol., 2011). Naproti

tomu, u lidi opakovahexponovanycliu. longipalpisbyly hlavni sloZkou protilatkové
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imunity IgG1, zatimco IgG4 se udrZzovaly na nizkadime. Hladiny IgE se po opakované
expozici zvysily u 2/3 testovanych. Vyssi hladig§lbyly asociovany s vyskytetasné
kozni reakce na postipani, zatimco vysSi gdgG/IgE byl spojen s DTH reakci (Vinhas
a kol., 2007).

Protilatkové imunita u gisexponovanych.u. longipalpisse vyznauje zejména
zvySenim hladin celkovych IgG, zvl&§iak jejich subtypu IgG2 (Hostomska a kol., 2008;
Collin a kol., 2009). Také u psrystavenyctP. perniciosuslominuji z podtid IgG
protilatek 19gG2 nad IgG1 (Vlkova a kol., 2011).

Za humoralni odpasd’ u mysi opakovahexponovanychP. papatasje odpo¥dna
zejména IgG1 podida protilatek. Tento typ protilatek u mySi zpieskovava okamzitou
hypersensitivni reakci po bodnuti. IgG1 také aktikomplement a jsou znakem Th2
profilu imunitni odpo¥di. Sliny P. papatastedy Zejmeé polarizuji imunitni odpo&d’

k Th2 typu (Vlkova a kol., 2012). Obdobna protildié odpo¥d’ byla pozorovana i u
mySi exponovanychu. longipalpis(Silva a kol., 2005) a mysi imunizovanych

homogenatem slinnych ZI&z ariasi(Oliveira a kol., 2006).

2.4. Vyuziti protilatkové odpowdi proti slinam flebotomi v epidemiologii leishmaniéz
Protilatkové odpogdi proti antigeim obsazenym ve slinach flebotanze vyuzit k
meieni expozice hostitele flebotdim. Reakci protilatek se slinnymi antigeny Izéfin
nékolika zpasoby, nejastji se ale vyuzivd metody ELISA (viz kapitola 3.7.).

Pro uspsné vyuziti protilatkové odpeédi k méieninedavnéexpozice flebotorim
je zapotebi, aby tato odp@d’ byla pouze pechodna. U lidi Zijicich v oblastech Indie
endemickych pra.e. donovanbyla doba, po kterou bylo mozné detekovat spa@figG
protilatky proti slinamP. argentipesspd@tena na fiblizné pét mésiai od expozice
(Clements a kol., 2010). Obdabhyla zvySena specificka protilatkova odpd\proti
slindm flebotoni u pgi a mysi detekovana jéSest misiai po jejich posledni expozici
flebotomim (Hostomska a kol., 2008; Vlkova a kol., 2012).Zhamena4, ze nizké hladiny
této odpo¥di ziejmé mohou petrvat az do dalSi sezony vyskytu flebotom
K signifikantnimu poklesu hladin IgG protilatek alechdzelo u gsjiz tyden po posledni
expozici flebotonim (Vlkova a kol., 2011) a u lidi do 30 d@lod zamezeni kontaktu
s flebotomy (Clements a kol., 2010). Nova expozieelovanych lidi nebo mysi
flebotomim vedla optovre k signifikantnimu narstu hladin protilatek (Vinhas a kol.,
2007; Clements a kol., 2010; Vlkova a kol., 20X2adiny specifické protilatkové
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odpowdi jsou tedy u hostitélpobodanych flebotomy v nedavné dalyrazreé vyssi, nez u
hostiteli vystavenych flebotoim pred delSi dobou (VIkova a kol., 2012).

Hladina specifickych IgG protilatek ze sér expenmddre exponovanych fis
(Hostomska a kol., 2008; Vlkova a kol., 2011) a ir{Eartin-Martin a kol., 2012; VIkova
a kol., 2012) pozitivé korelovala s mnozstvim flebotdimkterym byli tito hostitelé
vystaveni. U pirozerg exponovanych gisdochazelo k néstu hladin specifickych IgG,
IgG1 a IgG2 protilatek proti slinai. perniciosuginerné s rozvojem sezoény flebotam
(Vlkova a kol., 2011). Podobkru lidi Zijicich v endemické oblasti visceralnislemaniozy
v Indii klesla hladina IgG protilatek prdd. argentipes¢hem jejich pobytu v nemocnici,
kde byli chragni proti flebotoniim, a ogtovré stoupla do &kolika megsial po jejich
propuséni z nemocriniho zaizeni. Signifikantni pozitivni korelace byla naleadaké
mezi pameérnou densitou samic flebotdnv obydlich sledovanych osob a intensitou
protilatkové reakce proti slind®. argentipes P. papatas{Clements a kol., 2010).

Sledovani protilatkové odpedi hostitet proti slinam jednotlivych druh
flebotomi muze pomoci ke zjigni, kterym drulim flebotont a v jaké mie jsou jejich
hostitelé exponovani. V Indii byla zj&ta pozitivni korelace mezi IgG protilatkovou
odpowdi sér exponovanych lidi proti slind papatasaP. argentipesTo ukazuje na
skute&nost, Ze lidé Zijici v této oblasti jsou exponovéiima drulim fleboton
podobnou narou, gicemz vektorem visceralni leishmaniozy je poBzargentipes
(Clements a kol., 2010). V endemické oblasti Tuaeckli lidé nakazenLe. tropica
signifikantre vysSi hladiny IgG protP. sergentneZ zdravi jedinci, zatimco hladiny IgG
proti P. papatasbyly stejné v obou skupinacRhlebotomus sergerjg na rozdil od
P. papatasivektoremLe. tropicg protilatkova odpo¥d’ proti P. sergenttak mizZe byt
metitkem rizika nakazy leishmaniézou (Rohousova a, R8l05). Specificka IgG
protilatkova odpo¥d’ proti slinam i dalSich druhflebotomi, prenasejicich jorodce
leishmanioz, je siasociovana s rizikem rozvoje oneméehu lidi (de Moura a kol.,
2007; Marzouki a kol., 2011) a jeji sledovaniza tedy také slouZzit k odhadu rizika
onemocgni leishmaniézami. Obdobriak zvySena hladina IgE odpsmr proti slindm
P. papatasije rizikovym faktorem rozvoje kutanni leishmaniazgti v Tunisku. Kutanni
leishmanioza sedhem dvou sezén rozvinula u 70 %tidvykazujicich specifické IgE
protilatky (Marzouki a kol., 2011).

U visceralni leishmanidzy je vSak situace odligPrdtilatkova IgG odposd’ ze sér
déti proti slinamLu. longipalpispositivre korelovala s DTH odpadi protiLe. chagasi

To znamend, Ze vyssi hladiny IgG protilatek pkoti longipalpissouvisely s nizSim
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rizikem rozvoje nakazy usti a naopak (Barral a kol., 2000; Gomes a kol.,200bdobna
situace byla zji$ha i v Italii v souvislosti s hladinami IgG2 prétiek ze sér fhisprirozers
exponovanyclhP. perniciosusPsi pozitivni nd.e. infantunse ve srovnani s negativnimi
psy vyzngovali signifikantré nizSi IgG2 protilatkovou odp@di proti slinam
P. perniciosusNizsi hladina specifickych IgG2 je tedkeamé pro psy rizikovym faktorem
nékazylLe. infantum(Vlkova a kol., 2011).
Protilatkové odpogdi proti slinam flebotoram Ize vyuzit take k identifikaci
rezervoarovych hostitél Vysoké hladiny protilatek protiu. longipalpisu liSek Zijicich
v endemické oblasti visceralni leishmanidzBrazilii dokazuji, Ze li& krev je oblibenym
zdrojem potravy pra.u. longipalpisa ukazuji na moznost jejich zapojeni derpsu
Le. chagasiReaktivita li€ich sér byla dokonce vyrazmyssi nez reaktivita ser
odebranych mistnim pm a lidem. Jednasdtina testovanych lisek byla infikovana
Le. chagasia na jedné zthto liSek se dokonceipani infikoval flebotomus.ienos
Le. chagasiz liSek na psy nebo lidi je tedy velmi pr&pddobny (Gomes a kol., 2007).
Detekce protilatek proti slindm by mohla pomocio ghodnoceni Usgnosti
programii zangtenych na kontrolu flebotoim Prvre bylo stanoveni protilatek proti slinam
flebotomi pouzito k tomuto &elu v Indii a Nepalu. Testovany byly moskytiéry napné
insekticidem s dlouhotrvajicintiinkem. Hladiny protilatek proti mistnim drdum
flebotomi se ale mezi kontrolni skupinou a skupinou spidi paskytierami vyrazh
nelisily. Pomoci detekovanych protilatek bylo tegigténo, Ze aplikace moskytiér v dané
oblasti nezajifuje dostat&nou ochranu proti flebotom (Gidwani a kol., 2011). Naproti
tomu v praci Martin-Martin a kol. (2014) byly zjgl signifikantré nizSi hladiny
protilatek proti slinan. perniciosusu pgi, ktefi byli chraréni pred postipanim lokatn
aplikovanymi insekticidy a nocovanim uvnitudov, nez u nechrénych ps.. Zména

chovani a satasna aplikace insektidgidedy u pé vedla k ochraipied flebotomy.

2.5. Vybrané proteinové rodiny slinnych zlaz flebaimu

V¢étSina protei vyskytujicich se ve slinnych zlazach flebotoja vylu¢ovana do slin
(Volf a kol., 2000; Kato a kol., 2006; Hostomskkah., 2009). Sekretované proteiny
flebotomi Ize rozalit do 11 hlavnich proteinovych rodin. Jedna sdoyelrelated
proteiny, apyrazy, antigen 5-related proteiny, Blated proteiny, hyaluronidazy,
endonukleazy, ParSP15-like proteiny, ParSP25-likéemy, PpSP32-like proteiny,
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33-kDa slinné proteiny a 41,9-kDa rodinu profe{hlostomska a kol., 2009; RohouSova a
kol., 2012b).
V nasledujicich odstavcich jsou podréjppopsany ty rodiny protein které
souvisi s vysledky této prace. Zraia je zejména zakladni charakteristié@hto rodin,
dale jejich znamai predpokladana funkce a jejich mozné imunomothila antigenni

vlastnosti.

2.5.1. Yellow-related proteiny

Yellow-related proteiny se vyskytuji pouze u hmyZsou charakterizovanyippmnosti
domény MRJP (major royal jelly protein = hlavni {@io matéi kasitky), kterd byla
nejprve popsana u protdincel (Albert a kol., 1999). Jsou pojmenovany podietginu
octomilky, @i jehoz naruSeni dochazi ke vzniku Zlutého mutétfénotypu. Funkce
yellow proteini tedy miZze byt spojena s pigmentaci kutikuly (Geyer a Ki986). Jelikoz
pigmentace je spojena s katecholaminovym metabelisne mozné, Ze yellow-related
proteiny flebotoni mohou v hostiteli katabolizovat vasokonstrikkatecholaminy
(Charlab a kol., 1999; Bahia a kol., 2007). Rekamahiré exprimované yellow-related
proteinyLu. longipalpisvazaly biogenni aminy podporujici zastavu krvaeegisobici
prozartlivé. Jednotlivé proteiny vazaly 8zanou afinitou serotonin, histamin a
katecholaminy (Xu a kol., 2011). Sekwai motiv pro vazbu biogennich aniise
vyskytuje i v aminokyselinové sekvenci yellow-reldtproteiri nékolika druhi rodu
PhlebotomugVlkova a kol., 2014). U yellow-related proteifRu duboscqivyskytujiciho
se i v mesenteronu, byla nalezena lektinova aktikitera nize mit vliv na vyvoj
leishmaniozy (Volf a kol., 2002).

Yellow-related proteiny byly nalezeny u vSech dostitiovanych druh
flebotomi, u kterych pat mezi nejvice zastoupené skupiny slinnych prét¢Anderson a
kol., 2006; RohouSova a kol., 2012). Yellow-relapedteiny maji izoelektrické body
v Sirokém rozmezi pH a jejich molekulové hmotngstipohybuji mezi 41,85,2 kDa.
Rada yellow-related proteirflebotormi obsahuje N- i O-glykosytai mista, coz sposes
s pozorovanou odliSnou mobilitou variant stejnéraiginu na elektroforetickém gelu
ukazuje na to, ze¢hteré z &chto proteiri jsou glykosylovany (Anderson a kol., 2006;
Hostomska a kol., 2009; Ribeiro a kol., 2010; Rd&owa a kol., 2012a, b).

Yellow-related proteiny jsou zfia¢ antigenni. Jsou rozeznavany IgG protilatkami
ze sér ps (Bahia a kol., 2007; Hostomska a kol., 2008; Tie&a kol., 2010; VIkova a
kol., 2011), mysi ailecka (Rohousova a kol., 2005; Silva a kol., 2005; MaMartin a
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kol., 2012; Vlkova a kol., 2012), zaji@a divokych kralik (Martin-Martin a kol., 2014),
liSek (Teixeira a kol., 2010) a lidi (Teixeira alk@010; Marzouki a kol., 2011)
exponovanych flebotofim. Kombinace dvou rekombinantnich yellow-relateot@ini
Lu. longipalpisbyla schopna v epidemiologickych testech sledwjieipozici lidi
flebotomim nahradit celé slinné Zlazy (Souza a kol., 2010).

Kromée vyvolani protilatkové odpaidi, mohou #ejme yellow-related proteiny
modulovat i buticnou odpo¥d’. Vakcinace mySi plasmidem kodujicim yellow-related
proteinLu. longipalpisvedla, po expozici slinam, k indukci silné DTH kea, korelujici

S rozvojentast&né protektivni imunity protie. major(Xu a kol., 2011).

2.5.2. Apyrazy

Apyrazy jsou enzymy, které katalyzuji hydrolyzu mdgintrifosfatu (ATP) a
adenosindifosfatu (ADP) za vzniku adenosinmonotosfAMP) a anorganického fosféatu.
Tato hydrolyticka aktivita apyraz brani jednak agre krevnich destek, kterou indukuje
ADP a také agregaci neutrdgfif uvolreni jejich granuli, které indukuje ATP. Apyrazy tak
u krevsajiciho hmyzu hrajiatezitou roli kEhem procesu sani krve. Zatimco apyrazy
muchntek, tipliki a komait pati do rodiny 5 -nukleotidaz, u flebotanse vyskytuje

zcela odlisna rodina apyréz, tzv. ,,Cimex-type‘tima (shrnuto v Ribeiro a kol., 2010).
Apyrazy patici do této rodiny jsou zavislé na aktivaci vapgmatkationty, zatimco rodina
5"-nukleotidaz mze byt aktivovana i ecnatymi kationty. Jméno ,,Cimex-type* rodiny je
odvozeno od 8hice obecnéimex lectulariuy z jejichz slinnych Zlaz byla apyraza
tohoto typu prva izolovana (Valenzuela a kol., 1998). V nasledafidetech byly
podobné apyrazy nalezeny i u flebotordi Lutzomyiaa PhlebotomugCharlab a kol.,
1999; Valenzuela a kol., 2001a). Apyrazyipatezi vysoce konzervované proteiny, jsou
zasadité a jejich molekulova hmotnost sézngch druli flebotomi pohybuje mezi 35 a
36 kDa (Anderson a kol., 2006; Oliveira a kol., 80Ribeiro a kol., 2010; RohouSové a
kol., 2012; Vlkova a kol., 2014).

Kromeé hydrolytické aktivity ovliviujici hemostazu jsou apyrazy take &iln
imunogennimi proteiny. Jsou rozpoznavany IgG patkdmi ze sér gisopakovas
exponovanyclhiu. longipalpis(Hostomska a kol., 2008), jp$VIkova a kol., 2011),
divokych krélika (Martin-Martin a kol., 2014),iecka a mysi (Martin-Martin a kol., 2012)
exponovanyclhP. perniciosusale i IgG protilatkami lidi vystavenydp. papatasi
(Rohousova a kol., 2005; Marzouki a kol., 2011)yrzaP. duboscqgtaké ve své

aminokyselinové sekvenci obsahuj# potencialnich T-lymfocytarnich epitdgro vazbu
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MHC-II molekul. Ritomnost vysokého g@tu T-epitogi naswdcuje existenci dalSich
interakci apyraz s imunitnim systémem hostitele@keakol., 2006).

2.5.3. Antigen 5-related proteiny
Antigen 5-related proteiny flebotanpati do tzv.CAP rodiny proteiri. Do této rodiny
pafti nacystein bohaté sektri proteiny sav, antigen 5 proteiny fivodné popsané
z vosiho jedu apathogenesis-related 1“ proteiny rostlin (Schredog&pl., 1997). Antigen
5-related proteiny jsou si iznych druli flebotonti znané podobné, vSechny jsou
z&sadité a jejich molekulové hmotnosti se pohybdj28,8 do 31,2 kDa (Oliveira a kol.,
2006; Ribeiro a kol., 2010; RohousSova a kol., 2012b

Funkce &chto proteiri u flebotonii neni prozatim znama, zato je ale znama jejich
znana antigenicita. Jsou rozpoznavany IgG protilatkaensér mysSi opakovan
vystavovanych sarH. papatasiVlkova a kol., 2012), i IgG protilatkami ps
exponovanychP. perniciosugVikova a kol., 2011). Kromvyvolani protilatkové
odpowdi mohou patré antigen 5-related proteiny modulovat i B&mou odpo¥d’; tomu
naswdcuje piitomnost dvou T-buitnych epitofi nalezenych v aminokyselinové sekvenci
antigen 5-related proteirP. duboscq{Kato a kol., 2006). Tyto epitopy se vyskytuji
na mistech, ktera jsou vysoce konzervovana u vdet flebotomi (RohouSova a kol.,
2012b). Antigen 5-related proteiny krevsajiciho kmynohou sobit také jako alergeny

indukujici vznik¢asné hypersensitivni reakce v mdigbbodani (Caljon a kol., 2009).

2.5.4. D7-related proteiny

D7-related proteiny, vyskytujici se pouze u dviedlych, se zgazuji do rodiny OBP
(odorant-binding protein) proteifAnderson a kol., 2006). D7-related proteiny byly
popsany u vSech dosud studovanych arlgbotomi, jejich molekulova hmotnost se
pohybuje v rozmezi 26:38,1 kDa a jejich izoelektrické body nabyvaji Si&bk rozmezi
hodnot pH (Ribeiro a kol., 2010; RohouSova a K12b; Vlkova a kol., 2014). Funkce
D7-related proteii u flebotonii neni znama. Ekteré D7 proteiny komérvazou biogenni
aminy a leukotrieny, iixéemz leukotrieny jsou mediatory zdn a gipadre i
vazokonstrikce a jsou produkované zirnymikami v kizi (Calvo a kol., 2009).
Sekverni motiv pro vazbu leukotrignse nachazi i v aminokyselinové sekvenci D7-
related proteifi flebotomi, coz by mohlo ukazovat na jejich mozny inkiidivliv na

zaretlivou reakci hostitele na postipani (Ribeiro a.kaD10; RohouSova a kol., 2012b).
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Vybrané D7-related proteiny flebotdnsou vyznamnymi antigeny. D7-related
protein ze slinnych Zlaizu. longipalpisbyl siln¢ rozeznavan protilatkami ze sérips
exponovanycliu. longipalpis(Bahia a kol., 2007). 1gG protilatky ze sér lidi
exponovanychP. papatasrozeznavaly dva odliSné D7-related proteiny tolttdhu
flebotoma (Rohousova a kol., 2005; Marzouki a K2011). Jeden z¢hto proteirk
vyvolaval silnou protilatkovou odp&d’ i u mysi opakovahvystavenychP. papatasi
(Vlkova a kol., 2012). Naproti tomu D7-related mioty P. perniciosusyvolavaly
protilatkovou odpowd’ pouze u opakova@mexponovanychiecki a nikoliv u mysi (Martin-
Martin a kol., 2012). Podobnako u antigen 5-related protéiri u D7-related proteih
P. duboscqgtvoii sowast jejich sekvenceskolik potencialnich T-bugEnych epitofi
(Kato a kol., 2006).

2.5.5. PpSP15-like proteiny
PpSP15-like proteiny pit stejré jako D7-related proteiny, do rodiny OBP protein
(Anderson a kol., 2006; Abdeladhim a kol., 2012hBasova a kol., 2012b). PpSP15-like
proteiny byly dosud nalezeny pouze u flebolomjejichz slinnych Zlazach jsou nejhgjin
se vyskytujici proteinovou rodinou (Anderson a k&006; Hostomskéa a kol., 2009;
RohouSové a kol., 2012b; VIkova a kol., 2014). Aokiyselinové sekvencéahto proteiri
s neznamou funkci jsou zivé& divergentni, a to jak mezi druhy flebotérfAnderson a
kol., 2006; RohouSova a kol., 2012; VIkova a k&014), tak i v ramci druhu (Hostomska
a kol., 2009). PpSP15-like proteiny jsou, stgako WtSina slinnych proteiinfleboton,
prevazre zasadité a jejich molekulovd hmotnost je roviibligné 12-17 kDa (Hostomska
a kol., 2009; Martin-Martin a kol., 2012; RohousSawviéol., 2012b; VIkova a kol., 2014)
PpSP15-like proteiny byly pojmenovany podle SPIiginu izolovaného ze
slinnych ZlazP. papatasiTento protein byl schopesté&né chranit vakcinované mysi
pied onemocEnim leishmaniézouisobenol_e. major a to diky indukci silné
protilatkové odpowdi a DTH reakce (Valenzuela a kol., 2001b; Oliveirkol., 2008).
Silna DTH reakce i humoralni odp&a byla pozorovana i u mysi imunizovanych
plasmidem kodujicim PpSP15-like prot@&nariasi(Oliveira a kol., 2006). PpSP15-like
proteiny také pdt mezi antigeny rozeznavané séry pgperimentélai prirozere
exponovanychpP. perniciosugVlkova a kol., 2011a séry mySi experiment&n

pobodanychP. papatasiVlkova a kol., 2012).
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2.5.6. Hyaluronidazy
Hyaluronidazy jsou skupinou enzwrdegradujicich kyselinu hyaluronovou a dalSi
glykosaminoglykany fitomné v extracelularni matrix obratlavdktivita hyaluronidazy
ve slinach krevsajiciho hmyzu byla péyrokazana wu. longipalpis(Charlab a kol.,
1999). Velmi nizké zastoupeni hyaluronidazy verslah Zlazach flebototnkomplikuje
jeji nalezeni v proteomech. Enzymaticka aktivitalbyonidazy byla ale prokazéana u vSech
studovanych druhflebotormi (Charlab a kol., 1999; Ribeiro a kol., 20@@&rna a kol.,
2002; Hostomska a kol., 2009; RohousSova a kol.2B0V¥Ikova a kol., 2014).
Hyaluronidézy jednotlivych druhflebotomi se liSi intenzitou aktivity, stabilitoutip
redukujicich podminkéach a molekulovou hmotnostiléWlolové hmotnosti hyaluronidazy
se lisi i mezi jednotlivymi poddruhy flebotdimu rékterych druli se navic vyskytuje ve
formé dimeru. Hyaluronidazy flebotoirtaké obsahuji z&aé mnozstvi potencialnich N-
glykosylanich mist, picemz jejich pedpokladana N-glykosylacete zn&né zvySovat
molekulovou hmotnost nativniho proteinefna a kol., 2002; Rohou$ova a kol., 2012Db).
Slinna hyaluronidaza je nezbytna zejména pro tedgnuifhmyz, mezi ktery piat
krome flebotomi i muchngky, tiplici a ovadi. Vysoka aktivita hylauronidaaytéchto
skupin hmyzu zajidije zwtSeni potravni Iéze a diky zvySené permedah#iéni napomaha
difusi dalSich farmakologicky aktivnich latek obeaych ve slinach (Charlab a kol., 1999;
Ribeiro a kol., 2000). Fragmenty kyseliny hyalure@povzniklé Spenim hyaluronidazou,
mohou mit imunomodutai vlastnosti. Jsou schopné aktivovat makrofaggkceci
raiznych chemokit, ovliviiuji zréni a migraci dendritickych bé&ka indukuji na
dendritickych biikach zéavislou aktivaci a proliferaci T-lymfoéyfshrnuto v Mummert,
2005). Imunomodulace #pobena hyaluronidazoute pomahat &ni genasenych
patogeri v mist sani flebotoma. Spailea inokulacd.e. majora hyaluronidazy do mysiho
ucha vedla ke vzniku&tSich 1ézi, nezipinokulaci samotného parazita. Hyaluronidaza by
tedy mohla byt u flebotofnjednim ze slinnych fakt@rusnadujicich uchyceni infekce
(Volfova a kol., 2008).

2.5.7. Endonukleazy

Endonukleazy jsou enzymyepici fosfodiesterovou vazbu uvhfiolynukleotidového
iettzce DNA. Slinné endonukleazy krevsajicétdnovar mohou pomahat redukovat
viskozitu Kize, zgisobenou DNA uvolénou z rozpadlych buwk a dale produkovat
farmakologicky aktivni produkty DNA, jakym je na@denosin (Ribeiro & Arca, 2009).
Sekvence kddujici endonukleazu byly nalezenykolika druhi flebotomi. Jedna se o
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zasadité proteiny, jejichzZ@dpo¥zena molekulova hmotnost se pohybuje mezit2kDa
(Hostomské a kol., 2009; Ribeiro a kol., 2010; Waa kol., 2014). Endonukleézy
flebotomi jsou homologni s endonukleazami ostatrtienovai (Anderson a kol., 2006).
Slinna endonukledza. perniciosudyla popsana jako jeden z hlavnich antigen

rozeznavanych séry exponovanych péglkova a kol., 2011).

2.5.8. ParSP25-like proteiny
Proteiny patici do rodiny ParSP25-like protéitbyly prozatim nalezeny jen u flebotém
paticich do podrotl AdleriusaLarroussius(Anderson a kol., 2006; Hostomska a kol.,
2009; Vikova a kol., 2011, 2014; RohousSova a Kf12; Martin-Martin a kol., 2013).
ParSP25-like proteiny patve slinnych zlazach mezi hojné proteiny, hapP. arabicus
tvori druhou nejastji se vyskytujici proteinovou rodinu (Hostomskaa. k2009). Tyto
proteiny nabyvaji molekulové hmotnosti-39 kDa a diky vysokému obsahu kyselych
aminokyselin maji nizké pH, coz je mezi slinnymotginy fleboton pormegrné vyjimecné.
Funkce ParSP25-like protéimebyla dosud zji8ha, jedna se alggmeé o zn&né
imunogenni proteiny. ParSP25-like protBinperniciosudyl jako antigen rozeznavan IgG
protilatkami ze sér pis(Vlkova a kol., 2011), mysi ai&cka (Martin-Martin a kol., 2012)
opakovag pobodanychP. perniciosusimunizace plasmidem kédujicim ParSP25-like
proteinP. ariasivyvolavala u mysi nejen protilatkovou, ale i Bémou odpo¥d’ proti
slinnym zlazan®. ariasi. Intradermalni inokulace plasmidu kédujiciho teRaySP25-like
protein indukovala u mysi imunizovanych slinnymazami silnou DTH reakci (Oliveira a
kol., 2006).

2.6. Rekombinantni slinné proteiny flebotond

Rada praci se v poslednich letech zabyvala sialojeenotlivych drulfi flebotoni. Autofi
identifikovali a charakterizovali proteinové rodiayk nim nalezicich proteiny, prén
dale vytvdili cDNA knihovny a jejich nukleotidové a aminokys®vé sekvence ulozili
do databazi (Anderson a kol., 2006; Hostomska a R009; Ribeiro a kol., 2010;
Abdeladhim a kol., 2012; Rohousova a kol., 2012blMbura a kol., 2013; VIkova a kol.,
2014). Tyto prace usnadnily expresi vybranych slatmproteiri v rekombinantni forra
Rekombinantni proteiny flebotainjsou exprimovany zejména zéalem vyvoje vakcin

proti leishmanioze a k detekci protilatkové odgaivproti slinam u pobodanych hostiiel
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Prvnim rekombinanthexprimovanym proteinem ze slinnych Zlaz flebotidoyl
maxadilan. Maxadilan je velmiinny vasodilaténi peptid vyskytujici se ve slinnych
Zlazéach flebotort roduLutzomyia Rekombinantni maxadilan exprimovany v bakterii
E. colivykazoval obdobnou aktivitu jako nativni pepticazeno bylo jeho vyuziti
jakozto potencialniho antigenu pro vakcinu prasHenaniéze a dale také jako prestku
pro studium vaskularniho systému (Lerner & Shoemadl&92). Mysi vakcinované
syntetickym maxadilanem bybast&né chrarény proti infekciLe. major(Morris a kol.,
2001).

Vhodre vybrané antigenni rekombinantni proteiny, poujakdzto indikatory
vystaveni hostitelské populace flebotom by mohly nahradit celé slinné Zlazy, jejichz
pitvy jsoucasow velmi nar@né. Rekombinantni slinny protein byl k detekci pavkove
odpowdi hostitele proti flebotorim poprvé pouzit v praci Barral a kol. (2000). Poyrai
rekombinantnim proteinem byl 16,7 kDa antikoagukaptavé@podobnou lektinovou
aktivitou, ktery byl izolovany ze slinnych Zl&ntzomyia longipalpi¢Charlab a kol.,
1999). Testovana séra byla odebra&tem Zijicim v endemické oblasti visceralni
leishmanidzy. V praci Barral a kol. (2000) byla kdaana signifikantni pozitivni korelace
protilatkové IgG odpodi proti tomuto proteinu s IgG odpédi protiLeishmania
Protilatkova odpodd’ ale nekorelovala s DTH odp&di protiLeishmaniaani s odpowdi
proti homogenatu celych slinnych Zlaa. longipalpis Tento protein proto neni vhodnym
kandidatem pro zjivani expozice hostitelflebotomim.

Vyuzitim rekombinantnich proteirk detekci protilatkové odp@di proti slinam se
ve svych pracich zabyvali i Marzouki a kol. (201204.2). Testovana byla sér&tid
exponovanyclhP. papatasi Séra rozeznavala celkem sedm slinnych prote@imichz
protein PpSP32, ktery byl sdimozpoznavan vSemi pozitivnimi séry, byl exprimovan
v rekombinantni forriv sawich buikach. V praci byla prokazana pozitivni korelace
hladiny IgG protilatek z &skych sér proti rPpSP32 s hladinou IgG proti cesfimnym
Zldzam. Nebyla také zji&ta Zadné ziZzena reaktivita mezi sérem lidi exponovanych
P. perniciosus rekombinantnim proteinem, coZ ukazuje na jebnba@rou specitinost.
Rekombinantni PpSP32 se proto jevi jako vhodny kktgro studie stanovujici expozici
lidi P. papatas{Marzouki a kol., 2011 a 2012).

Protilatkova odpogd’ proti rekombinantnim proteiim P. papatasbyla sledovana i
u mysi (Vlkova a kol., 2012). Séra mysSi opakavarponovanyclP. papatasdolre
rozeznavala bakteriarexprimovany rekombinantni D7-related protein PpBRE3nizSi

intenzitou byly séry rozeznavany i 2 yellow-relafgdteiny PpSP44 a PpSP42, velmi
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slake byl rozeznavan dalSi D7-related protein PpSP28jeden z rekombinantnich
proteini nebyl rozeznan vSemi séry, kazdé testované sérireagovalo alespos jednim
rekombinantnim proteinem. Jaka@iitko expozice hlodavicflebotonim by tedy bylo
teoreticky mozné pouzit pouze kombinaatto proteii (Vlkova a kol., 2012).

Protilatky proti slinAmlu. longipalps v sérech lidi, gisa lisek z endemickych
oblasti visceralni leishmaniozy v Brazilii rozezasfadu slinnych proteiin(Teixeira a
kol., 2010). V sadim expresnim systému bylo exprimovano&esybranych antigennich
proteini slinnych Zlaa_u. longipalpis Séry vSechit hostitelskych druin byl rozeznavan
pouze rekombinantni yellow-related protein LIM1ibtRatky ze psich a lidskych sér se
vazaly také na dalSi yellow-related protein LIMI#eti yellow-related protein byl
rozeznavan pouze lidskymi séry, zatimco apyrazaidiated protein a PpSP15-like
protein byly rozeznavany pouze psimi séry a endedzk nebyla rozeznanabec.

K yellow-related proteitim LIM17 a LIM11 se specificky vazaly pouze IgG ittty ze
sér lidi exponovanychu. longipalpis nikoliv IgG ze sér lidi vystavenych sympatrickému
druhuLu. intermediaJelikoz rktera lidska séra reagujici se slinnymi Zlazameroévala
pouze jeden z rekombinantnich protgihyla pro zvySeni sensitivity reakce pro dalSi
pokusy zvolena kombinace obou profe{Souza a kol., 2010). Hladina IgG protilatek
proti slindm positivl korelovala s protilatkovou odp&di proti kombinaci

LIM17+LIM11. Slinné Zlazizu. longipalpismohou byt tedy podle autonahrazeny
kombinaci rekombinantnich yellow-related proteidM17 a LIM11. Tyto proteiny
mohou byt déle vyuZity ke zjidvani expozicéu. longipalpisu lidi Zijicich

v endemickych oblastech visceralni leishmaniézygaca kol., 2010).

V bakterialnim expresnim systému byly také expriémyy2 proteiny ze slinnych
ZlazP. perniciosusJednalo se o apyrazu rSP01B a D7-related pros&t04. Oba proteiny
byly rozeznavany séryé&cki a mysi exponovanyd. perniciosusTato data ukazuji, Ze
oba rekombinantni proteiny si zachovavaji, alégpo rékteré druhy hostitél svoji
antigenicitu i po expresi v bakteriich (Martin-Marg kol., 2013).

DalSim divodem pro expresi rekombinantnich protestinnych Zlaz flebotorinje
snaha o charakterizaci jejich funkce. Timtdsagbem byla zjisha schopnost
rekombinantnich yellow-related protéibu. longipalpisvazat biogenni aminy (Xu a kol.,
2011) a podohbnbyla charakterizovana i funkce apyrd&yduboscqiApyraza
exprimovana v bakterialnim expresnim systému boti@gna efektivé hydrolyzovat ADP

a ATP a také inhibovat agregaci désk indukovanou ADP nebo kolagenem (Hamasaki a
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kol., 2009). Enzymaticky aktivni rekombinantni a§met by mohla byt ndpzajimavym
kandidatem pro tbu trombotickych onemoegni. Aktivita apyrdzy exprimované

v bakterialnim systému ukazuje na to, Ze za jgyeratické vlastnosti nejsou zodgowmé
post-translani modifikace proteinu (Hamasaki a kol, 2009). Enayicky aktivni apyraza
byla exprimovana i v hmyzich Bkach. Jednalo se o apyrazu slinnych Rapapatasi
jejiz schopnost hydrolyzovat ATP a ADP odpovidatdrblytické aktivié pozorované u
homogenatu celych slinnych ZI&z papatasiValenzuela a kol., 2001a).

V sawim expresnim systéemu byl exprimovan téz lufaxinikaagulant izolovany
ze slinnych Zlaz u. longipalpis(Collin a kol., 2012). Nedavno popsana rodinaxirfdike
proteini se Zejme vyskytuje pouze u flebotoima to u zastugcrodi Lutzomyiai
PhlebotomugAbdeladhim a kol., 2012; Collin a kol., 2012). Rekbinantni
glykosylovany lufaxin psobil jako inhibitor faktoru Xa koagutai kaskady a pottaval
zaret a trombozun vivou mysi (Collin a kol., 2012). Obdobna schopnogiavdaktor Xa
byla pozorovana i u homogenatu celych slinnych Eladongipalpis P. papatasa
P. duboscq(Collin a kol., 2012).

V bakterialnim systému byly za&@€lem stanoveni jejich funkce exprimovany t
yellow-related proteiny.u. longipalpis Rekombinantni yellow-related protein LIM111
siln¢ vazal adrenalin a noradrenalin, zatimco proteidy11l a LIM17 vazaly s vysokou
aktivitou serotonin a protein LJIM17 vazal navigstamin. Tyto proteiny si tedy
zachovavaji svoji schopnost vazat biogenni ampiyeéxpresi v bakterialnim systému, ve
kterém nedochazi k post-transiém modifikacim a kde d¥e dojit ke zrdinam
konformace proteinu (Xu a kol., 2011).
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Chov fleboton

V ramci pokus byly pouzity dva blizceifbuzné druhy flebotofprenasejicich visceralni
leishmaniozuP. perniciosus P. orientalis V laboratdi byly v doke konani pokus
chovany d¥ kolonie flebotond druhuP. orientalispivodem z Etiopie. Gbkolonie maji
velmi podobny proteinovy profil slinnych Zlaz (Viké a kol., 2014), z tohoistodu byly
pouziti flebotomové pouze z jednéczhto kolonii (Melka Werer), ktera byla v dob
konani pokus pacetnsjsi.

Dosgelci i larvy flebotomi byli chovani @i konstantni tepl@t25-26 °C a za
standardnich podminek (Volf & Volfova, 2011). Dékp byli chovani v sitich z monofilu
napnutych na kovovych konstrukcich o r@zeth 40 x 40 x 40 cm, které byly zabaleny
v igelitovych pytlich. Vysoka vihkost byla udrzoxaapomoci naviéené vaty. Zdrojem
potravy pro ob pohlavi byl 50% roztok hidlého cukru v destilované veckterym byla
navihtena vata umigha na petriho misce. Proteiny pro vyvoj vajec aisikidsamice ze
sani krve. Jako zdroj krve byly daptji pouzity mysi uspané anestetikem podanym
intraperitoneal®. Samice flebotorinse nechavaly saftiplizn¢ 1 hod a sani probihalo ve
tme¢. Nasaté samice byly po cca 5 dneténpistny do sadrou vylitych a zvilenych
kelimki uloZenych v plastovych dézach. Kelimky bykgkryty monofilem, vihkost
v boxech byla udrZzovana vihkym piskem, ktery bylnmmsrné rozvrstven na dndozy.

K vykladeni vajec dochazelo po dalSictb 2inech, mrtvé samice byly poté odstran
pinzetou. Po dalSich-3 dnech se z vajec lihly larvy prvniho instaru.\yaloyly 3x tydré
krmeny mletou sisi fermentovanych kralich pelet a krétiiho trusu v poréru 1:1. Larvy
prvniho instaru byly krmeny jendj$i potravou, zatimco dalSim insiar, které se sviékaly
vzdy fiblizné po 1 tydnu, byla podavéana jiz hrubSigsmLarvyétvrtého instaru se cca po
tydnu zakuklily a za dalSich-Z0 dni se z kukel lihli dosfei, kteri byli vypouséni do siti.

Pouzity roztok:
Anestetikum: 2% ketamin (Narketan; Vétoquinol);%,%ylazin (Rometar; Bioveta);

sterilni fyziologicky roztok.

3.2. Pitva slinnych Zlaz flebotoni
Pro pokusy byly pouzivany slinné Zlazy z mining&hdny starych samic flebot@m
krmenych pouze cukernym roztokem.iiglennich samic je jiz vytwen kompletni
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proteinovy profil slinnych Zlaz (Volf, a kol., 20pGSamici znehybiné na ledu byly
nejprve oddleny nozéky, nasleds bylo €licko umiséno do kapky roztoku Tris-NaCl na
sklicko umistné pod binokularni lupou. Za pomoci entomologickjetiel (minucii)
piipevrenych na Spejli byla nejprve odléna Kidla a tlo s hlavikou bylo gemistno do
Cisté kapky Tris-NaCl. Nasledrbyla jehlou ogiznuta hlavika a tim i periznut slinny
kanalek. Timto postupeniigtanou slinné Zlazy v hrudi, z niZ mohou byt mirrtfakem
vytlaceny ven. Jehlou upravenou do tvardhk¥ibyly slinné zlazy podebrany a ungisy
do mikrozkumavky s roztokem Tris-NaCl. Mikrozkumawk vypitvanymi zlazami
(20 Zlaz ve 20l Tris-NaCl) byly skladovanyipteplot -80 °C.

Pro ELISA pokusy byly slinné Zlazygd pouzitim homogenizovany tak, ze
mikrozkumavka se slinnymi Zlazami byla 3% pégrma stidaw do kapalného dusiku a

teplé vody.

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

3.3. Rekombinantni proteiny

Pro experimenty byly pouZity 4 slinné rekombinamrdgteinyP. perniciosusTyto
proteiny byly vyrobeny firmou Apronex s.r.o. pogiiéslusné jedntettzcové cDNA
amplifikované na zakladpublikovanych sekvenci (Anderson a kol., 2006)in3¢o se o
43 kDa yellow-related protein rSP0O3B (NCBigiupovétislo: ABA43050), 35,3 kDa
apyrazu rSP01B (ABB00907), 35,5 kDa apyrazu rSRBB00906) a 30 kDa antigen
5-related protein rSP07 (ABA43055). Proteiny byyyobeny v bakterialnim expresnim
systémLE. coliBL 21 (DE3). Rekombinantni proteiny rSPO3B a rSBB3ahovaly oproti
nativnim proteiim navic 1 His-tag tvy@ny 6 histidiny, apyrazy obsahovaly 2 His-tagy
tvorené 6 a 8 histidiny a adaptor sloZzeny ze 14 amiseliy. Proteiny byly izolovany za
denaturujicich podminek a dodany rozpunétv pufru obsahujicim 8M miovinu. V praci
Drahota a kol. (2014), kde jsme naslegopsali antigenni vlastnosti rekombinantnich
proteint, byly tyto proteiny popsany jako rSP03B (pET28807 (pET28b), rSP01/2
(PET42b) a rSP01B/2 (pET42b).

3.4. Pouzita séra
MysSi séra byla ziskdna z Balb/c a SKH-1 mysi zdatmwnich chowu katedry parazitologie.

Pozitivni séra pochazela z mysi pouzivanych k jgdmiotlivych kolonii fleboton.
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Samice flebotorin (> 100) nadchto mySich saly minimaébx, v rekterych gipadech az
25x. Pro pokusy byla pouZita 3 negativni séra, 8&éra z mysi opakovaexponovanych
P. perniciosusa po 2 sérech z mySi exponovankipapatasiP. sergenta

Lu. longipalpis

Séra p8 se znamou expoziél. perniciosugpochazela z laboratornich chiopsi
plemene bigl (Bayer Animal Healthghtecko). Tato séra byla pouZzita pro pokusy
zjistujici vhodnost jednotlivych rekombinantnich protejakozto marker expozice
P. perniciosusDale byla tato séra pouzita jako negativni apodikontroly pro
piedlEzné pokusy se séryips neznadmou expozici. Celkem bylo pouZzito 14 sér
negativnich (fed expozici flebotoiim), 8 sér z mé&exponovanych fis(satych 1x tydé
cca 2070 flebotomy) a 12 sér ze silexponovanych s(150-190 flebotont). Schéma
vystaveni p& sanim flebotort je podrobg popsano v praci Vlkova a kol. (2011).

Séra p8 s neznamou expoziBi. perniciosudyla ziskana ve spolupraci s Istituto
Superiore di Sanita v Italii (Prof. Luigi GradonByla pouZita séra pochézejici ze dvou
odliSnych studii. V dlouhodobé studii bylo celkeled®vano 56 psplemene bigl
pochazejicich ze severu Francie. Preimunni sérayla odebranaipd jejich transportem
do oblasti vyskytlP. perniciosugéervenec 2012). Tato séra byla nastepouzita jakozto
negativni kontroly. Psi byli nasledichovani v Gtulku, nachazejicim se v italské oblast
Kampanii, konkréta v provincii Neapol, pobliz sopky Vesuv. Z diufiebotomi v oblasti
dominujeP. perniciosug60-90 %), v nizké nie se zde vyskytujiP. papatasa
P. mascitij zbyvajici¢ast potom tvii flebotomové rodisergentomyiéRossi a kol.,
2007). V letech 2012013 bylo provedeno dalSich 9 @dibsér, celkem bylo ziskdno 529
vzorka sér. Séra byla odebirana v srpndj adijnu roku 2012 a v lednujéznu,cervenci,
srpnu a zé roku 2013. Séra pochazejici Zifgzové studie byla odebrana v letech 2007
2009, 2012 a 2013 fp raznych plemen chovanych ve dvou oblastech Italienpanii a
Umbrii. Celkem bylo odebrano 229 vzérkér.

3.5. Elektroforéza proteini (SDS-PAGE)

Pro separaci proteinobsazenych ve slinnych Zlazédhperniciosusa P. orientalisa pro
vizualizaci a rozliSeni jednotlivych rekombinantm&linnych proteifi P. perniciosusyla
pouzita metoda vertikalni elektroforézy na polydényidovém gelu (SDS-PAGE)iiRéto
metod se proteiny pohybuji pod elektrickym r&éipn v gelu a dli se podle molekulové
hmotnosti. Reakce probihala ¥igiroji MiniProtean 3 (Bio-Rad),ipkonstantnim nai

200V, za neredukujicich podminek kitpmnosti detergentu SDS (dodecylsiran sodny). Na
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elektroforézu byl pouzit 0,75 mm polyakrylamidowi,gskladajici se z 8 ml spodniho
separaniho gelu a 4 ml svrchniho zafstaciho gelu. Pro separaci protetelych

slinnych Zlaz byl gipraven 10% sepatai gel, pro jednotlivé rekombinantni proteiny 12%
gel. Po zpolymerovani sepangho gelu mezi skly (cca 20 minut), byles & nanesen
zaostovaci gel, do kterého byl okam&itloZzen 5 nebo 10 jamkovyében.

Slinné Zlazy nebo rekombinantni proteiny byly negpsmichany s neredukujicim
vzorkovym pufrem v porru 2:1. Mikrozkumavky se vzorky bylyed nanaSenim na gel 3
minuty povdeny ve vod. MnoZstvi slinnych Zlaz obou draitilebotomi nanasenych do
jedné jamky 5 jamkovéhaébenu je shrnuto v tabulce (Tab. 1). Rekombingriotieiny
P. perniciosusyly pipetovany do jamek 10 jamkovéhiebhenu v koncentracich
uvedenych v tabulce (Tab. 3). Standard (InvitroBenchMark, kat¢.: 10747-012) byl
nanasen v mnozstviB na jamku 5 jamkovéhorbbenu a v mnozstvi na jamku pro 10

jamkovy Heben.Separace proteinprobihala 3545 minut.

Pouzité roztoky:

Separani gel:

a) 10%: 2 ml roztoku A; 4 ml di®D; 2 ml roztoku B; 5l TEMED (AppliChem); 50ul
roztoku G

b) 12%: 2,4 ml roztoku A; 3,6 ml di@; 2 ml roztoku B; ul TEMED (AppliChem); 50ul
roztoku G

Zaostovaci gel (4%): 0,4 ml roztoku A; 2,6 ml dBl; 1 ml roztoku C; .l TEMED
(AppliChem); 40ul roztoku G

Roztok A: 50 g akrylamid a 1,4 g bis-akrylamid (Brad); do 100 ml dkO
Roztok B: 75 ml 2M Tris-Cl (pH 8,8); 4 ml 10% SD& ml dHO
Roztok C: 50 ml 1M Tris-ClI (pH 6,8); 4 ml 10% SD& ml dHO
Roztok G: 0,59 APS (peroxodisiran amonny, SERVA)I%IH,O

SDS: Tris/Glycin/SDS pufr (Bio-rad); 25 mM Tris; 29nM glycin; 0,1% SDS

Neredukujici vzorkovy pufr: 60l Tris-HCI (pH 6,8); 50Qul 50% glycerol; 20Qul 10%
SDS; 100ul 1% bromfenolova mag 140ul dH,O

27



3.6. Western blot

Po separaci proteinpomoci elektroforézy (viz vyse) byl galgblotovan na
nitrocelul6zovou membranu wigtroji iBLOT (Invitrogen, 7 minut). Pro vizualizac
proteinovych pruti byla membrana nabarvena Ponceau-3(ninut). Barva byla
nasledg z membrangasté&né oplachnuta vodou a/nebo pufrem Tris-Tween a menabra
byla roZezana na poZzadované mnoZzstvi prauBtandard a zpravidla 1 prouzek

s proteiny byl barven amiderni (1 minuta). K odbarveni byl pouZit odbarvovaztok
(30 minut). Ostatni prouzky byly po jednom uraiist do destiek s jamkami. Prouzky
byly promyty pufrem Tris-Tween pro Uplné zbavenh&sawerverg a moznych néstot.
Postup se dale liSil podle toho, zda se jednaliinolalot ¢i imunoblot (viz 3.6.1 a 3.6.2).

Pouzité roztoky:
Ponceau S: 0,2% Ponceau S (100 mg, Sigma); 3%ikgsmdtova (1 ml); dbD (99 ml)

Tris-Tween: 20 mM Tris (Sigma); 150 mM NacCl; 0,09%een 20 (Serva); pH 7,2

Amidoceni: 0,1% amiddéem 10B (100 mg, Merck); 25% izopropylalkohol (Lach+iNe
25 ml); 10% kyselina octova (10 ml); g8 (do 100 ml)

Odbarvovaci roztok: 25% izopropylalkohol (Lach-Neér% kyselina octova,

po 30 minutach oplachnout g8 a nechat uschnout

3.6.1. Afinoblot

Pomoci afinoblotu byla detekovan&tpmnost a fipadre i typ cukerné slozky u
elektroforeticky separovanych prot@islinnych ZI4z°. perniciosusa P. orientalis Po
pieblotovani proteif na nitrocelul6zovou membranu (viz vyse) byly jetliné prouzky
blokovany 5% BSA (bovinni sérum albumin, Signegnym v Tris-Tween. Inkubace
s BSA probihalai®s noc fi teplo€ 4 °C. Nasledujici rano byly prouzky promyty 3x 5
minut Tris-Tween a inkubovany s biotinylovanymitiel. Inkubace probihalatip
pokojové teplat na tepace 1,5 hodiny. Pouzité lektiny (LTA a ConA vyrolfgsgma,
ostatni pouzité lektiny Vector), jejich vazebnagfie a koncentrace, které byly pouzity
pro oba druhy flebotof jsou shrnuty v tabulkach (Tab. 1 a Tab. 2). Rmotfolu reakni
specifity byl vZzdy k jednomu prouzku napipetovamsiny lektin, zatimco k druhému

shodnému prouzku byl napipetovan stejny lektinr@bovany s odpovidajicim
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inhibi¢nim monosacharidem (Sigma). Preinkubace lektimin®icnim monosacharidem
probihala 30 minut na&gpace. Vysledna molarita monosacharidnanaseném roztoku je
uvedena v tabulce (Tab. 1). Po ukeni inkubace s lektiny byly prouzky é&mgpromyty

(3% 5 minut) pufrem Tris-Tween a inkubovany semtidin-peroxidazou (Sigma)

v koncentraci ig/mlfecénou do Tris-Tween. Po 1 hodibyly prouzky promyty (2% 5
minut Tris-Tween, 1x 5 minut Tris) a byl k nim npetovan substratovy roztok. Po
objeveni prouzk byla reakce zastavenakolikerym promytim destilovanou vodou. Po

uschnuti byly prouzky nalepeny na papir a naskemova

PouZzité roztoky:
Substratovy roztok: 20 ml Tris-NaCl; 0,01 g DAB33diaminobenzidin, Sigma); d
H.O, (Fluka) gidan €&srg pied pouzitim

Tab. 1: MnoZstvi pouzitych slinnych ZI&z perniciosus P. orientalisna jednu jamku 5
jamkového kebenu pro elektroforézu. Koncentrace jednotlivygdtiint (ug/ml) pri pouZziti
tohoto mnozstvi slinnych zlaz a molarita k nifisfusejicim inhikinim monosacharid

_ P. perniciosus P. orientalis L, ,

Lektin 5 5 inhibi ¢ni 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-galaktosamiry
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 methyi-D-manopyranosid
PSA 10 10 20 10 0,5 M methyl-D-manopyranosid
WGA 20 10 - - 0,25 M N-acetyl-D-glukosamin

Tab. 2: PouZzité lektiny, jejich vazebna specifita pmonosacharidy a typ glykénktery je
jimi rozeznavan (upraveno dle Debray a kol., 198ilji a kol., 1994).

Vazebna specifita pro:

Lektin | Zdroj Monosacharid Typ glykania
ConA | Canavalia ensiformis N-glykany

- - . - D-glukosa, D-manosa -
PSA | Pisum sativunthrach sety) komplexni
DBA | Dolichos biflorus N-acetyl-D-galaktosamin

. e N-acetyl-D-galaktosamin O-glykany
SBA | Glycine maxsoja lustinatd)

D-galaktosa
WGA | Triticum aestivunfpSenice seta) N-acetyl-D-glukosamin| hybridni
UEA-I | Ulex europaeughlodas evropsky) L-fukosa komplexni
LTA | Tetragonolobus purpureyedenec nachowvy)) paucimanosidicke
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3.6.2. Imunoblot

Metoda imunoblotu byla pouZita k detekci protilatkdgG odpo¥di proti

rekombinantnim proteinm P. perniciosuskteré byly nejprve elektroforeticky separovany
na gelu a nasledrpieblotovany na nitrocelul6zovou membranu (viz vyse).

Volna vazebna mista na nitrocelul6zovych prouzsicavazanymi proteiny byla
blokovana v 5% odtinéném mléce (Bio-raddedéném do Tris-Tween. Inkubace probihala
bud’ 1-2 hod v pokojoveé teplétna tepace, nebo fes noc p 4 °C. Po ukoteni
blokovani byly prouzky 3x promyty po dobu 5 minutns-Tween a nasledrinkubovany
se séryedinymi v Tris-Tween. MySi séra bytedtna v pongru 1:100, psi séra v pamu
1:50. Po uplynuti 1 hodiny byly prouzky @gpromyty (3% 5 minut v Tris-Tween). Poté
byly prouzky 1 hodinu inkubovany s konjugatem saranou sekundarni protilatkou
fednym v pongru 1:1000 opt do Tris-Tween. Po uk@eni inkubace byly prouzky &p
promyty (2x 5 minut Tris-Tween, 1x 5 minut Tris-N&@ byl k nim napipetovan
substratovy roztok (viz 3.6.1). Po objeveni prau@ca 10 minut) byla reakce zastavena
nékolikanasobnym promytim destilovanou vodou. Po nathbyly prouzky nalepeny na
papir, popsany a naskenovany.

Metoda imunoblotu byla také pouzita ke zjiitpodobnosti antigennich epitop
nativnich proteifi slinnych z2IazP. perniciosus odpovidajicimi rekombinantnimi
proteiny. Proteiny celych slinnych ZI&z perniciosus rekombinantni proteiny byly
nejprve elektroforeticky separovany i@plotovany na nitrocelulosovou membranu. Pro
elektroforézu byl pouzit 12% gel a slinné ZlazybyanaSeny v mnoZzstvi 13 Zlaz na jamku
10 jamkového febenu. MnoZzstvi nanasenych rekombinantnich printgyto shodné jako
u predchoziho pokusu (viz Tab. 3). &8 pozitivnich psich sér (Bayer Animal Health,
Némecko),fedna 1:25 v Tris-Tween, byla preinkubovana v mikranykach
s jednotlivymi rekombinantnimi proteiny 2 hodiny th@pace @i pokojove teplal.
Rekombinantni proteiny byliediny do pufru Tris-Tween, jejich vysledné koncentrpoe
pridani k séiim byla pro rSP0O3B rovna 1&/ml, pro rSP01B 3@Qg/ml a pro rSPOL i
rSPO7 se rovnala 4@/ml. Séra byla po preinkubaci s jednotlivymi rekonantnimi
proteiny napipetovana na nitrocelulosové prouzkiektroforeticky separovanym
proteinovym profilem slinnych ZI&2. perniciosusCast preinkubovanych sér byla, pro
kontrolu schopnosti rekombinantnich proteuyvazat pro & specifické protilatky ze sér,
naredna na koncentraci 1:50 a napipetovana na proupkgtdotovanymi
rekombinantnimi proteiny. Pro kontrolu schopnogtinané smisi sér vazat se k proteim

slinnych Zl4z i k rekombinantnim protém byla na dalSi prouzky sgblotovanym

30



profilem slinnych Zlaz a s jednotlivymi rekombinaimi proteiny napipetovana samotna
séra. Tato séra bylaimakna ve stejném po&nu jako séra smichana s rekombinantnimi
proteiny a pro zachovani stejnych podminek bylé f@&d nanesenim na nitrocelulosové
prouzky preinkubovana 2 hodiny repace. Po 1 hodiinkubace se séry byly prouzky
promyty 3x 5 minut Tris-Tween a naslédnkubovany 1 hodinu s konjugatem. Pro slinné
Zlazy byl konjugét pouZzit v nizsi koncentraci 1:800ro rekombinantni proteiny bkg¢dsn

v poneru 1:1000 do Tris-Tween. Vyvolani reakce bylo prbseo stejs jako v

piedchazejicim pokusu (viz vyse).

Pouzité roztoky:
Konjugat: Goat Anti-mouse IgG (AbD Serotec) pro irséra; Sheep Anti-dog IgG
(Bethyl) pro psi séra

3.7. ELISA
Ke stanoveni a kvantifikaci protilatkové odgadv proti slinnym Zlazant. perniciosus
proti jednotlivym rekombinanthexprimovanych proteiim ze slinnych Zlaz
P. perniciosusi psi a mysi exponovanyckmto flebotontim byla pouzZita metoda ELISA
(Enzyme linked immunosorbent assay). Tato metotkataké vyuZita pro testovani
zkiizené reaktivity mezi rekombinantnimi protefyperniciosus séry mysi
experimentalé pobodanychP. papatasiP. sergentaLu. longipalpis

Pro ELISA testy byly pouzity 96 jamkové mikrotitrd destéky (CovaLinK™,
Nunc). Do jamek bylo naneseno po 10@ntigenuredného do navazovaciho roztoku.
Homogenat slinnych Zlaz byl na dékti navazan v koncentraci 1/5 Zlazy na jamku, coz
odpovida cca 60 ng protéima jamku. Pouzité koncentrace jednotlivych rekarabtnich

proteini jsou shrnuty v tabulce (Tab. 3).

Tab. 3: MnoZstvi rekombinantnich prot@ipouZzitych pro imunoblotug na jednu jamku
10 jamkového tebenu) a jejich koncentrace pro ELISA tegd/(nl) s mySimi a psimi séry.

Ném. = séra psz Némecka, It. = séra figpochazejici z italskych studii.

Rekombinantni protein Imunoblot |Imunoblot | ELISA |  ELISA ELISA
MYS PES MYS | PES (Nm.) | PES (It
Yellow-related protein rSP0O3B 15 3 4 5
35,5 kDa apyraza rSP01 1 2 3 5
35,3 kDa apyraza rSP01B 2,5 4 6 | 9 -
Antigen5-related protein rSP07 4 9 -
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Destitky s navazanym antigenem byly inkubovéargspnoc f teplot 4 °C. Nasledujici
den byla destka 2x promyta promyvacim roztokem (PBS-Tween). MeHjgké vazby
byly blokovany 6% mlékem (BioRadigdném v PBS-Tween; blokovani probihalo 1
hodinu i 37 °C. Poté byla deska ogt promyta (3% promyvacim roztokem) a naskedn
bylo do jamek naneseno my$ipsi sérum (po 100l na jamku). Séra bylgedna do

2% mléka v PBS-Tween v pa@mech uvedenych v tabulce (Tab. 4). Désdibyla se séry
inkubovana 90 minutip37 °C. Po promyti (bx PBS-Tween) byl do jamek napipetovan
konjugat (10Qul na jamku) s navazanou sekundarni protilatkou jfoiazité roztoky
podkapitoly 3.6.2.). Konjugéat byedin do promyvaciho roztoku v panmech uvedenych

v tabulce (Tab. 4). Po 1 hodimkubace v 37 °C byla deskia ot promyta

(5% PBS-Tween). Nasledryl do jamek nanesen substratovy roztok. Po detolavani
(5-6 minut) byla destka prekryta alobalem, poté byla reakce zastavena 10%kem
kyseliny sirové (Lach-Ner). lhned po zastaveni cedkyla znditena absorbance (OD)

v jednotlivych jamkach. N¥eni probihalo $ vinové délce 492 nm ve fluorometru Infinite
M 200 (Tecan).

Tab. 4: Pouzitéedni sér a konjugétpro ELISA testy. Pro yellow-related protein rSP03B
byla mySi séréedna v pondru 1:1600 a konjugat proti psim IgG byl pro pokusy
s iimeckymi psyredn v poneru 1:6000. SGH = homogenat slinnych ZlazpN = séra

psi z Némecka, It. = séra fiz italskych studii.

pivod sér redéni sér redéni
SGH rekomb. proteiny konjugati
MYS 1:200 1:200 1:2000
PES (Ném.) 1:50 1:50 1:3000
PES (It.) 1:200 1:100 1:9000

Pouzité roztoky:
Navazovaci roztok: 20 mM N@O;-NaHCG; pH 9,0

Promyvaci roztok (PBS-Tween): 10kezny PBS + 0,05% Tween, pH 7,2
PBS: 150 mM NaCl (88 g); 3 mM KCI (2,2 g); 8 mM BAPO, (11,4 g); 1 mM KHPO,
(1,36 g); doplnit do 1 litru bO; pH 7,2
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Substratovy roztok (Mclwein fosfat-citrat): 0,11 NaH,PO,- 12H0 (9 ml; Penta); 0,5 M
kyselina citrénova (1 ml; Lach-Ner); pH 5,8ste pied pouzitim fidat 5 mg OPD
(o-fenylendiamin, Sigma) a 10 30% HO,

3.8. Méreni koncentrace proteiri
Koncentrace proteinve slinnych Zldzach obou driufiebotomi byla métena DC metodou
(Bio-Rad), ktera je velmi podobna zngsi Lowryho metod. Tato metoda byla pouZzita
také k ngéteni koncentrace rekombinantnich proieih perniciosus

Pro neteni byly pouzity 96 jamkové mikrotit¢ai desttky (Corning CLS9017,
Sigma). Dle éekdvané koncentrace protéive vzorku byla zvolenagfi¢lennéiedicitrada
BSA (Sigma), slouZiciho jako standard, v rozme2658 ug/ml nebo 0,21,5 mg/ml. BSA
byl fedn do stejného roztoku, ve kterém bytedtn vzorek. Vzorky bylyedny do puffi
neobsahujicich detergent, tudiz byl pouzit zkraganojokol (Bio-Rad). Ke vzoikm
napipetovanym do jamek dedty, byly postup#g pridany¢inidlo A (zasadity roztok
vinanu néd’natého) &inidlo B (Folinovoginidlo). Po 15 minutach byla ztena
absorbance. Bteni probihalo  vinové délce 750 nm ve fluorometru Infinite M 200

(Tecan).

3.9. Statistika a pouZzité predikni programy

Data ziskana z ELISA tesbyla vyhodnocena pomoci neparametrické Spearmanovy

korelani analyzy v programu GraphPad Prism 6. Data zhdidabé studie zagené na

psy z Italie byla vyhodnocena také pomoci nepamckého Wilcoxon Signed-Rank testu

v programu NCSS 6.0. Pro analyzu vyshketilyl pouZzit jednovybrovy parovy T-test.
Potencialni N- a O-glykosytai mista proteiti byla predikovana pomoci vain

dostupnych servérNetNGlyc 1.0 and NetOGlyc 3.Www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc

www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyGupta a kol., nepublikovano; Julenius a kol.,200

Predpokladana C-manosyla mista byla zjitovana pomoci serveru NetCGlyc 1.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCGlytulenius, 2007). Tyto servery hledaji

potencialni glykosykéni mista podle aminokyselinové sekvence prétein
Aminokyselinové sekvence vybranych slinnych praidigly ziskany z proteinove

databaze (NCBI). Vstupni data pro pregikservery byla vkladana ve FASTA formatu.
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4. VYSLEDKY

4.1. Glykosylace proteini slinnych Zl4z flebotomi
Abychom mohli porovnat slinné proteinoveé profilyisZovali jsme nejprve koncentraci
protein ve slinnych zZlazach studovanych flebotoriNantiené proteinové koncentrace
odpovidaji mnozstvi proteirobsazenych v 1 slinné Zlaze. ®operniciosuge obsah
proteini v jedné Zlaze roven 0,38, zatimco prd°. orientalisje 0,14ug, a je tedy vice
nez 2x nizsi.

Pritomnost sacharidové slozky u proteslinnych ZIazP. perniciosus
P. orientalisbyla zji¥ovana pomoci afinoblotu. ¥ad predkEznych pokus byly nejprve
vybrany vhodné lektiny tak, aby pokryvaly co n&jgspektrum glykosytaich typi. Do
zawrecného pokusu byly vybrany 2 lektiny rozeznavajicgigkany (DBA a SBA) a
4-5 lektind rozeznavajicich N-glykany. Lektin ConA se vazevkem tygm N-glykani.
Vyhradré komplexni N-glykany jsou rozeznavany PSA. LektimA a UEA-I
rozeznavaji komplexni a paucimanosidické N-glykaagimco k hybridnim N-glykam
se vaze WGA (viz Tab. 2). Reakce s WGR wrientalisdosahovalaiflis velkého
nespecifického pozadi a nebyla tudiz dose&ného pokusu zahrnuta. Pro oba druhy
flebotomi byly nasleds vytitrovany vhodné koncentrace pouzitych lekt{miz Tab. 1).
Pro kontrolu reasni specificity bylatast lektini preinkubovana sifslusnymi
monosacharidovymi inhibitory (viz Tab. 1). Jakoilritini monosacharid pro ConA a PSA
byl misto manosy nebo glukosy (viz Tab. 2) vybrathygl-a-D-manopyranosid, ktery je
acinngjSim inhibitorem tohoto lektinu (Debray a kol., 198

Pro srovnani a @veni ziskanych vysledkz afinoblotu byla N- a O-glykosytai
mista protein predikovana také pomoci serivéMetNGlyc 1.0 and NetOGlyc 3.1 ( Gupta
a kol., nepublikovano; Julenius a kol., 2004edpokladana C-manosyla mista byla
zjistovana pomoci serveru NetCGlyc 1.0 (Julenius, 2007).

4.1.1. Glykosylace slinnych proteifi P. perniciosus

U P. perniciosugsme progtednictvim afinoblotu rozliSili 910 proteiri pakicich do 7
proteinovych rodin. Tyto proteiny jsme identifikdvgko endonukleazu, 2 yellow-related
proteiny, lufaxin-like protein, ParSP25-like prateAg5-related protein,-3 D7-related
proteiny a pravépodobr i hyaluronidazu (Obr. 5 a 6).

Potencialni hyaluroniddza Hyaluronidaza nebyla dosud v proteoRwperniciosus
nalezena, avsak jeji aktivita byla detekovana ectes inkorporovanym hyaluronanem,
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kde jeji fiblizna molekulova hmotnost byla 1920 kDa Cernéa a kol., 2002; Rohousova
a kol., 2012b). redpokladané hyaluronidaza, specificky rozeznavektiny ConA a PSA,
vytvérela na afinoblotu neohrat@ny proteinovy pruh o molekulové hmotnosti cca

105 kDa (Obr. 6). Na hyaluronidazu se nevazalyingkipecifické pro O-glykany,

ani lektin WGA, ktery rozeznava N-glykany hybridaitypu. Hyaluronidaza je tedy
pravdpodobré N-glykosylovana, a jsou na niggme vazany N-glykany komplexniho

typu.

PpeSP32 (41 kDa endonukleazalNa protein PpeSP32 se specificky vazaly lektion&
a PSA (Obr. 6). Tyto lektiny rozeznavaly PpeSP&® ja oddlené pruhy. Ostatni lektiny
rozeznavaly endonukleazu nespecificky s velmi nizkeenzitou nebodbec,cast&éna
specificita reakce byla zji&ta u lektinu WGA (Obr. 5). Podle aminokyselinovéwance
obsahuje tento protein 5 potencialnich N-glyko&yleh mist. Fitomnost post-transtaich
modifikaci u této endonukleazy Ize odvodit i z pgjESi molekulové hmotnosti n&ihené
na gelu (52 kDa) oprotiipdpokladané molekulové hmotnosti (41 kDa). PratgaSP32
je tedy N-glykoprotein, prawghodobré s komplexnim typem N-glykdin

PpeSPO03B (43 kDa yellow-related proteinNa yellow-related protein PpeSP03B se
specificky vazal pouze ConA (Obr. €)asténé inhibice bylo dosazeno u lekiiPSA,
WGA a UEA-I. Protein PpeSP03B byl rozeznavan i iSestatnimi testovanymi lektiny,
ovSem jejich vazba byla nespecificka (Obr. 5). 4renkyselinové sekvence byla pro
PpeSPO03B predikovana 4 potenciélni O-glykasyla jedno N-glykosykni misto. Tento
yellow-related protein je tedyegmé N-glykosylovan, pitomnost O-glykat nelze

prokazat, ale je pra¥godobna.

PpeSP03 (42 kDa yellow-related proteindyl specificky rozpoznan pomoci lekiilConA

a UEA-I. Casténa inhibice vazby byla prokazana i u LTAjg@mZ nespecificky se

k tomuto yellow-related proteinu vazaly i vSechmsyadni lektiny (Obr. 5). Lektin ConA
rozeznaval oba popsané yellow-related proteiny fakelmi silny proteinovy prouzek
(Obr. 6), zatimco pomoci vazby leldiVEA-I, LTA a DBA bylo mozZné tyto proteiny od
sebe odlisit (Obr. 5 a Obr. 6: vpravo). Dle amirs#{inové sekvence obsahuje protein
PpeSP03 3 potencialni O-glykosymd a jedno N-glykosykni misto. Jedna se tedkepne

o N-glykoprotein a to pravghodobré paucimanosidického typu. Diky nespecifické reakci

lektini vazajicich galaktosu a GalNAc nelze potvrditggmnost O-glykosylace.
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Obr. 5: Afinoblot homogenatu slinnych ZIRz perniciosusPro kazdy pouzity lektin byl
k druhému nitrocelulosovému prouZzkiidan stejny lektin preinkubovany nejprve
s odpovidajicim inhikhim monosacharidem. STD = standard, SG = aeichd barveny

pieblotovany proteinovy profil slinnych Zlaz.

kDa STD
100 — <— hyaluronidaza
80 —
60 —
50 — <«——PpeSP32
PpeSP03B P0eSPO3E
— B <——PpeSP03B, PpeSP03 <— Ppe
40 peSPO3B, Ppes ST PpeSP03
B < PpesPos ~~ PpeSPO1
< PpeSP08
30 — <—— PpeSP07
PpeSP10
25 — <— PpeSP04 a PpeSP04B
ConA PSA

Obr. 6: Vyrez z afinoblotu slinnych zZla2. perniciosugObr. 5) pro lektiny ConA a PSA.
Proteiny byly identifikovany dle molekulovych hmosti, databdze NCBI a
publikovanych proteofn(Anderson a kol., 2006; Vlkova a kol., 2011). fg¢azu vpravo
je znéazorgno uspeadani yellow-related proteimii pouZiti lektinu DBA a také
nespecificka reakce neglykosylované apyrazy PpeSRiddto lektinem (popis podtrzé&n
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PpeSP06 (33 kDa lufaxin-like protein) Na protein PpeSP06 se specificky vazaly lektiny
ConA, PSA (Obr. 6) a UEA-I (Obr. 5). Lektiny spackié pro O-glykany protein PpeSP06
nerozeznavalydbec nebo nespecificky a to s velmi nizkou intenz{{®br. 5).

V aminokyselinové sekvenci tohoto lufaxin-like pwiu (Martin-Martin a kol., 2013)

jsme nalezli 3 potencialni N-glykosyla mista, #ejme se tedy jedna o N-glykoprotein, a
to paucimanosidického nebo komplexniho typu.

PpeSP08 (29 kDa ParSP25-like proteinK tomuto proteinu se vazalyast&énou
specifitou lektiny ConA, SBA, WGA, UEA-l a LTA (Obb a 6). Podle predikiho
serveru obsahuje PpeSP08 pouze jedno potencidhikdsylaini misto. Bitomnosti
O-glykani by odpovidala vazba SBA. Pougsté&né specificka vazba ostatnich lekiin
ziejme tedy nenidzZe byt dikazem pitomnosti N-glykag.

PpeSP07 (30 kDa antigen 5-related proteinNa protein PpeSP07 se specificky vazaly
lektiny ConA a UEA-I, gasté&nou specifitou i PSA a WGA (Obr. 5 a 6), zatimdktile
DBA se vazal nespecificky a lektiny SBA a LTA temtotigen 5-related protein
nerozeznavalyibec. Podle aminokyselinové sekvence ma PpeSP0@ jemtencialni
misto pro vazbu N-glykan Jedna se tedyegmeé o N-glykoprotein.

PpeSP10 (27 kDa D7-related proteinK tomuto proteinu se specificky vazal ConA a
PSA (Obr. 6), zatimco ostatnimi lektiny nebyl raz&zan (Obr. 5). #&jm¢ se tedy jedna o
N-glykoprotein,cemuz odpovida iiftomnost 2 potencialnich N-glykosytach mist

v jeho aminokyselinové sekvenci.

PpeSP04B a PpeSP04 (27 kDa a 24,5 kDa D7-relatediny): Aminokyselinové
sekvencedchto D7-related proteihneobsahuji ZAdnéd N- nebo O-glykogylamista,
pouze u proteinu PpeSP04 jsme nalezli jedno paitkncC-manosykni misto. Na
afinoblotu oba proteinyiejme tvori jeden spolény prouzek, ktery byl specificky
rozeznavan pouze lektinem PSA (Obr. 6), zatimcatoslektiny se nad) nevazaly (Obr.
5). Zda se lektin PSA vazal na oba D7-related prgi€i pouze na jeden z nich, nelze
z afinoblotu uéit. Diky pritomnosti C-manosytaiho mista, specifické vazlektinu PSA
a negitomnosti vazby ostatnich lekfimozeznavajicich N-glykany Ize s vysokou

pravdpodobnosti potvrdit C-manosylaci proteinu PpeSP04.
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4.1.2. Glykosylace slinnych proteifi P. orientalis

Pomoci afinoblotu Ize v proteinovém profilu slinhyglazP. orientalisrozliSit 9 proteita
paticich do 78 proteinovych rodin. Tyto proteiny jsme identifikadi jako hyaluronidazu,
endonukleazu, yellow-related protein, 2 apyrazysSP25-like protein, antigen 5-related
protein a D7-related protein (viz Obr. 7 a 8). Jepeotein se nAm nepaila podle
dostupnych zdrdjinformaci blize ufit (Obr. 8).

Potencialni PorMSP108 (35,6 kDa hyaluronidazaPotencialni hyaluronidaza tiicna
afinoblotu Siroky nejasny proteinovy pruh o molekué hmotnosti vySSi nez 100 kDa.
Hyaluronidaza byla specificky rozeznana lektinerm&q¢Obr. 8), zatimco ostatni lektiny
se k ni nevazaly (Obr. 7). V jeji aminokyselinoe&wenci bylo nalezeno 16 potencialnich
N-glykosylainich mist. Vyraz#é vyssi molekulova hmotnost hyaluronidazy kéema na
gelu oproti pedpoklddané molekulové hmotnosti (35,6 kDa) ukamajéo, Ze se jedn& o
vysoce glykosylovany N-glykoprotein; jinym vy&lenim ale niZze byt i to, Zze
hyaluronidaza na gelu t¥iodimer.

Neidentifikovany protein o molekulové hmotnostiifplizné 64 kDa, ktery byl specificky
rozeznavan ConA (Obr. 8), nespecificky téz lektife8A a s velmi nizkou intenzitou i
DBA (Obr. 7). Je prawpodobné, Ze se jedna o N-glykoprotein.

Potencialni PorMSP101 (41,7 kDa endonukleazaEndonukleaza nebyla dosud

v proteomuP. orientalisnalezena. Diky specifické reakci ConA jsme na dfiotu
identifikovali protein tvaici 2 proteinové pruhy ofplizné molekulové hmotnosti 50 kDa
(Obr. 8). Tyto pruhy nebyly rozeznavany zadnym idgalektinem (Obr. 7). U blizce
piibuzného druh®. perniciosubdobny protein, tvdci téZ 2 proteinové pruhy o
podobné molekulové hmotnosti, odpovida endonuklé@be. 6). NaSe vysledky tedy
swdci o tom, Ze i v fipadt P. orientalisse jedna o endonukledzu. Aminokyselinova
sekvence endonuklea®y orientalisobsahuje 4 potencialni N-glykosytd mista a jedna
se tudiZz o N-glykoprotein

PorMSP24 (42,3 kDa yellow-related protein)Tento yellow-related protein byl
nespecificky rozeznavan viemi pouzitymi lektinyedficky a s velkou intenzitou se na
n¢j vazal ConA. Obsahuje 3 potencialni O-glykogyliaa jedno N-glykosykni misto.
Jedna se tedy o N-glykoproteirtitBmnost O-glykaf nelze diky nespecifické vagzb
lektini potvrdit, ale je prawtpbodobna.
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Obr. 7: Afinoblot homogenatu slinnych ZIRz orientaliss lektiny. Pro kazdy pouZzity
lektin byl k druhému nitrocelulosovému prouzkid@n stejny lektin preinkubovany
nejprve s odpovidajicim inhitmim monosacharidem. STD = standard, SG = ateia

barveny peblotovany proteinovy profil slinnych Zl4z.

kDa STD
<—— PorMSP108
90 —
70 —
<— neidentifikovany protein
50 — <—— PorMSP101
40 — " <—— PorMSP24
— PorMSP4
PorMSP65
30 — é PorMSP6
PorMSP8
25— S porMsP67
ConA

Obr. 8: Vyrez z afinoblotu slinnych Zla2. orientalispro lektin ConA. Proteiny byly
identifikované dle molekulovych hmotnosti, databBi£EBl a proteomu popsaném v praci
Vlkova a kol. (2014).
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PorMSP3 (35,5 kDa apyraza)Na tuto apyrazu se pouze nespecificky vazalyrigkt
DBA, SBA, UEA-I, LTA a PSA. Neobsahuje Zzadna N-gbgilaini ani O-glykosylani
mista. O glykoprotein se tedy nejedna.

PorMSP4 (35,1 kDa apyraza)Tato apyraza se na SDS-PAGE rozpada na 3 preteino
pruhy (Vlkova a kol., 2014), z nichZ 2 byly rozez&éy pomoci lektifi. Na oba pruhy se
specificky vazal ConA a nespecificky i vSechny tistéestované lektiny.
Aminokyselinova sekvence apyrazy obsahuje 2 podémdN-glykosyl@&ni mista a Zzadné
misto O-glykosylani. Jedna se tedy o N-glykoprotein, typ N-glykosglaelze dle vazby
lektint bliZze specifikovat.

PorMSP65 (38,8 kDa ParSP25-like protein)Tento protein byl specificky rozeznavan
lektinem ConA, nespecificky i lektiny DBA, SBA, UERa PSA. Nema Zzadna potencialni
glykosyla&ni mista a tudiZ neinde byt glykosylovan.

PorMSP6 a PorMSP8 (28,8 kDa antigen 5-related protey): Tyto proteiny, které jsou
Z 99 % homologni (Vlkova a kol., 2014), byly spaxkfy rozeznavany lektinem ConA,
nespecificky také lektiny DBA, SBA, UEA-I a PSA jigh aminokyselinova sekvence
obsahuje po jednompotencialnim O-glykosytamim i N-glykosyl&nim misg. Jedna se
tedy Zejmé o N-glykoproteiny, mozna je ale fippmnost O-glykad.

PorMSP67 (26,8 kDa D7-related protein)Na tento D7-related protein se specificky
vazal lektin ConA. Nespecificky byl rozeznavan tagioénoci lektii DBA, SBA, UEA-I a
PSA. Protein ma ve svoji sekvenci 2 potencialnipkasylacni mista a jedna se tedy o N-
glykoprotein, typ N-glykosylace nelze dle vazbytiek blize specifikovat.

4.2. Antigenni vlastnosti rekombinantnich proteini P. perniciosus

Antigenni vlastnosti 4 rekombinantnich slinnychtpnai P. perniciosusyly stanovovany
prostednictvim ELISA test a imunoblotu. Cilem bylo zjistit, zda protilatkowdpovd’
proti testovanym rekombinantnim protém je druho¥ specificka. Dale jsme studovali
podobnost antigennich viastnosti rekombinantniokemi s nativnimi proteiny ze
slinnych ZlazP. perniciosusKe stanoveni hladin protilatkové odgav proti
rekombinantnim proteiim jsme pouZzivali séra mysi afjpsxperimentalé pobodanych

P. perniciosusSchopnost vybranych rekombinamiahradit v epidemiologickych studiich
celé slinné Zlazy jsme testovali s vyuzitim sé@rgzerg exponovanych s chovanych

v endemické oblasti visceralni leishmaniozy.
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4.2.1. ZKiZzena reaktivita rekombinantnich proteinta P. perniciosus se séry mysi
experimentalné pobodanych vybranymi druhy flebotomi

Yellow-related protein rSP03B i 8lapyrazy (rSP01B a rSP01) byly rozeznavany pouze
séry mySi vystavenydh. perniciosusProtilatkami ze sér mySi opakovgnmobodanych
jinymi vybranymi druhy flebotorin (P. papatasiP. sergentalLu. longipalpig byly
rekombinantni proteiny rozeznavany se stejizkou intenzitou jako IgG protilatkami ze
sér kontrolnich mySi neexponovanych flebolom(Obr. 9). Rekombinantni proteiny

P. perniciosugedy nereaguiji ziZere se séry mySi pobodanych jinymi druhy flebotom

N
o

OrSP03B
XrSP01B
————————————————————————————————————— *rSPO1

OD (492 nm)
N

=
ol

[

o
o

NEG PER PAP SER LON
Obr. 9: ZkiZend reaktivita rekombinantnich protiei. perniciosuse séry mysi

opakovag exponovanych dalSim drtim flebotormi (ELISA). NEG = negativni sérum,
PER =P. perniciosusPAP =P. papatasiSER =P. sergentiLON =Lu. longipalpis
OD = absorbance, rSP03B = yellow-related prot&S®,01B = 35,3 kDa apyraza,
rSP0O1 = 35,5 kDa apyraza.

4.2.2. Antigenni podobnost rekombinantnich a nativith proteinia P. perniciosus

Pro zjiS&ni podobnosti antigennich epitoednotlivych rekombinantnich protéirs

epitopy nativnich proteinslinnych zlazP. perniciosusyl proveden inhikiini imunoblot.
Smes pozitivnich psich sér byla preinkubovana s jdryohi rekombinantnimi proteiny a
nasleds byla testovana schopnostiito sér rozeznévat jim odpovidajici proteiny ze
slinnych Zl4z. Pokud byla séra preinkubovana owetelated proteinem rSP0O3B nebo
35,5 kDa apyrazou rSPO01, odpovidajici slinné pngtéPpeSP03B a PpeSP01) nebyly na
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imunoblotu rozeznavany, zatimco ostatni antigeoygmoveho profilu slinnych Zlaz
reagovaly obvyklym zfisobem (Obr. 10 Wz). Ri pouziti sér preinkubovanych s antigen
5-related proteinem rSP07 nebo 35,3 kDa apyrazB01B nebyl pozorovan zadny rozdil
mezi reakcidchto sér a sér kontrolnich (neinkubovanych s rekoartinimi proteiny;

Obr. 10 vyez).

Pro zjiS€ni, zda se na rekombinantni proteirghém inkubace vyvazaly vSechny
pro re specifické protilatky, jsme provedli téZ imunobsojednotlivymi rekombinantnimi
proteiny. Séra preinkubovand s jednotlivymi rekamabitnimi proteiny bylaifdana vzdy
k prouzku, na &mz byl navazan odpovidajici rekombinantni prot¥imvsech pipadech
se podslo timto zpisobem inhibovat vazbu preinkubovanych sérieblptované

rekombinantni proteiny (Obr. 10).

kDa STD  SLINNE ZLAZY rSPO3B rSP07 rSP01B rSPO1

80
60
50 < PpeSPO3B
<- PpeSPO1
30 <- PpeSPO7
i1 4 +
25
20

* 1 02 i3 4 + * +il * +i2 * + i3 * +i4
Obr. 10: Imunoblot homogenatu slinnych Zlaz a refsimantnich proteif P. perniciosus
pii pouziti sér preinkubovanych s jednotlivymi rekandmty. Byla pouZzita kombinace 3
pozitivnich psich sér. * = amiderni barvené proteiny; i = séra preinkubovana ewel
related proteinem rSP03B (il1), antigen 5-relatexdginem rSP07 (i2), 35,3 kDa apyrazou
rSPO1B (i3), 35,5 kDa apyrazou rSPO1 (i4); + = $&apreinkubace; STD = standard.
Vyiez vpravo vyznéuje slinné proteiny, jejichZ reakce se séry bytahovana
preinkubaci sér s rekombinantnimi proteiny (popisd) a proteiny, jejichz reakce se séry

nebyla preinkubaci inhibovana.
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4.2.3. Protilatkova IgG odpo¥d® experimentalné exponovanych mysi a psna

4 rekombinantni proteiny P. perniciosus

K experimenim jsme pouZili celkem 4 rekombinantni protefwyperniciosus
Protilatkova odpodd’ mysSi a p8, experimentaléipobodanychP. perniciosusbyla neiena

prostednictvim ELISA test a imunoblotu.

ProELISA testy s mySimi sérybyla pouzita 3 pozitivni a 3 negativni séra
(Obr. 11). Mysi opakovanpobodand®. perniciosusrykazovaly silg zvySené hladiny IgG
protilatek proti yellow-related proteinu (rSP03Bylaéma apyrazam (rSP01B a rSP01).
Pro rSP0O3B bylo pro jeho silnou reakci pouzito &s§iredini sér; v pipadct stejného
fedni sér jako pro ostatni proteiny byly n&ené hodnoty absorbance vysSsi, nez je horni
mez ELISA testu (nezobrazeno). Antigen 5-relatexdgin (rSP07) byl sikhrozeznavan

jak pozitivnimi, tak i negativnimi séry (Obr. 11).
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rSP0O3B rSPO7 rSP0O1B rSPO1

Obr. 11: Protilatkova odp@d” mysich sér proti rekombinantnim protimP. perniciosus
(ELISA). OD = absorbance, rSP03B = yellow-relateokt@n, rSP0O7 = antigen 5-related
protein, rISP01B = 35,3 kDa apyraza, rSP01 = 35& &byrdza. Rmeérna absorbance

pozitivnich a negativnich sér je vyziema Usékou.
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ELISA testy se psimi sényyly nejprve optimalizovany na malémdbo sér pa
opakovag pobodanychP. perniciosuskonkréti se 4 pozitivnimi a 4 negativnimi séry
(Obr. 12). Psi séra simozeznavala rSP03B a rSP01, a to s obdobnou ittarjako
homogenat celych slinnych zI&z perniciosusApyraza rSPO1B byla déb rozeznavana
protilatkami z pozitivnich psich sér, ale reagovalgednim z negativnich sér. Antigen
5-related protein byl, obdoBrako @i pouZziti mySich sér (Obr. 11), rozeznavan se stejn

intenzitou pozitivnimi i negativnimi psimi séry (01.2).
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SGH rSPO3B rSPO7 rSPO1B rSPO1

Obr. 12: Protilatkova odp@d’ psich sér proti rekombinantnim proti@mP. perniciosus
(ELISA). OD = absorbance, rSP03B = yellow-relateok@in, rSP07 = antigen 5-related
protein, rISP01B = 35,3 kDa apyraza, rSP01 = 35& &byrdza. Rmeérna absorbance

pozitivnich a negativnich sér je vyziema Usékou.

Pro zjiseni korelace 1gG protilatkové odpédi proti rekombinantnim proteimn
s protilatkovou odpaddi proti slindm bylo pouzito 18 psich sér. Sérarsmou expozici
P. perniciosudyla vybrana tak, aby pokryvala Siroké rozmezi imgutotilatek proti
slindm. Absorbance naiifené pro slinné zlazy a pro jednotlivé rekombinaptoieiny
byly vyneseny proti saba statisticky porovnany (Obr. 13). Signifikantozgivni
korelace byla zji$ha pro yellow-related proteip & 0,89; P < 0,0001), 35,3 kDa apyrazu
(p =0,89; P <0,0001) a 35,5 kDa apyragu(0,85; P < 0,0001). Pro antigen 5-related
protein nebyla pozitivni korelace zggia = —0,21; P = 0,4130). Pro nasledujici ELISA
testy se séryifrozere exponovanych psbyly vybrany proteiny rSP0O3B a rSPO1.
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Korelace yellow-related proteinu Korelace antigen 5-related proteinu

5- rSP0O3B vs SGH 25- rSP07 vs SGH
(p=10,89; P <0,0001) ' (p=-0,21; P = 0,4130)
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Obr. 13: Korelace protilatkove IgG odpmir 18 psich sér proti jednotlivym
rekombinantnim proteitm s IgG odpowdi proti homogenatu celych slinnych zlaz (SGH).

Pro kazdé sérum je v grafu vynesen 1 od.pozitivni sérum, o = negativni sérum.
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Prostednictvimimunoblotu byly IgG protilatkami ze sér experiment&in
exponovanycimysi a psi dokfe rozeznany vSechny rekombinantni proteiny mimaant
5-related proteinu rSP0O7 (Obr. 14). Ten bylMysoké koncentraci velmi slalvozeznavan
pouze psimi séry (Obr. 14b)iPouziti kontrolnich sér z neexponovanychiavbyla
reakce ve vSechifpadech negativni (Obr. 14). Protilatky z pouzityieySich sér nejsikji
rozeznavaly yellow-related protein (rSP03B), s kgaointenzitou se ale vazaly i nackob
apyrazy rSP01B a rSP0O1 (Obr. 14a). Pro imunoblpssmi séry byla pouZzita séra
pochazejici od fisvysoce exponovanydp. perniciosusJednotliva psi séra rozeznavala

rekombinantni proteiny siznou intensitou (Obr. 14b).

A) kDa STL _ rSPO3E rSPO’ rSPO1E rSPO:
60-
-5 =pEN -
40- it

30-

25-

20- ¢

B) kDa STC rSP0O3B rSPO’ rSPO1B rSPO:
60-
50- - . -

40- - -

30-:

25-

20-

* + - * + - * + - * + -

Obr. 14: Imunoblot s rekombinantnimi proteidyperniciosusA) mysi séraB) psi séra.
Byla pouzita 3 pozitivni (+) a 1 negativni (-) sérul prouzek byl barven amiderni (*).
STD = standard, rSP03B = yellow-related protein) B antigen5-related protein,
rSPO1B = 35,3 kDa apyraza, rSP01 = 35,5 kDa apyraza
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4.2.4. Protilatkova IgG odpo¥d’ prirozené exponovanych pé na 2 rekombinantni
proteiny P. perniciosus
Pro testovani IgG odpeéui sér pf prirozere exponovanychP. perniciosusyly vyuzity
dva rekombinantni proteiny vybrané na zaklagisledki predchéazejicich experimenfviz
cast 4.2.3.). Jednalo se o yellow-related proteR0fB a 35,5 kDa apyrazu rSP01. Na
z&kladt nekonzistentnich vysledlkpii opakovaném pouziti samotné apyrazy
(nezobrazeno), byl vSak tento rekombinantni prgpewzit pro vysledné pokusy pouze
v kombinaci s yellow-related proteinem (v pé&non 1:1). Pro ELISA testy jsme pouZivali
séra psé chovanych v Italii, pochazejici jednak z dlouhoélatudie, probihajici v letech
20122013, jednak z firezové studie uskuteéné v letech 2002013.

Pri pouziti psich sér pochazejicich z dlouhodobé (@bra 16) i pifezove studie
(Obr. 17 a 18) byla zji&ha signifikantni pozitivni korelace mezi IgG pratkovou
odpowdi proti celym slinnym Zlazam a proti rSPO3B, itpkmmbinaci rSP03B+rSPO1.
U prafezové studie korelovala protilatkova odpdvproti slindm obdobnou silou
s odpo¥di jak proti samotnému rSPO3B £ 0,79; P < 0,0001), tak i proti jeho kombinaci
s rSP01¢ = 0,80; P < 0,0001). U dlouhodobé studiespozitivreé korelovala protilatkova
odpowd’ proti slinam s odpaidi proti yellow-related proteiny (= 0,77; P < 0,0001),
zatimco korelace s protilatkovou odgdv proti jeho kombinaci s apyrazou byla pkad
slabsi p = 0,65; P < 0,0001).

Korelace yellow-related proteinu rSP03B vs SGH
39 (p = 0,77 P<0,0001)

rSP03B

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
SGH
Obr. 15: Korelace 1gG odpei proti yellow-related proteinu (rSP03B) s I1gG oegdi

proti homogenatu slinnych Zl& perniciosugSGH). V grafu je zobrazena protilatkova
odpowd 529 psich sér pochazejicim z dlouhodobé studek&idé sérum je v grafu
vynesen 1 bod.
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Korelace kombinace proteinti rSP03B+rSP01 vs SGH
(p=0,65P<0,0001)

2.5

rSP0O3B + rSP01

]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
SGH

Obr. 16: Korelace IgG odpesi proti kombinaci yellow-related proteinu s apyraz
(rSP0O3B+rSP01) s IgG odp&li proti homogenatu slinnych zI&z perniciosugSGH).
Vysledky pro 529 psich sér pochazejicich z dloubedsiudie, pro kazdé sérum je v grafu

vynesen 1 bod.

Korelace yellow-related proteinu rSP03B vs SGH
(p = 0,79 P<0,0001)

rSP03B

]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
SGH

Obr. 17: Korelace 1gG odpei proti yellow-related proteinu (rSP03B) s I1gG ogegdi
proti homogenatu slinnych Zl& perniciosugSGH). Vysledek pro 229 psich sér
pochazejicim z firezové studie, pro kazdé sérum je v grafu vynedsrdl Jako negativni
kontroly bylo pouzito 56 preimunnich sér z dlouhbéstudie.
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Korelace kombinace proteinti rSP03B+rSP01 vs SGH
(p = 0,8 P<0,0001)

2.5+

rSP03B + rSP01

]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
SGH

Obr. 18: Korelace 1gG odpei proti kombinaci yellow-related proteinu s apyoéz
(rSP0O3B+rSP01) s IgG odp&li proti homogenatu slinnych ZI&z perniciosugSGH).
Vysledek pro 229 psich sér zipgzové studie, pro kazdé sérum je v grafu vynedsrdl
Jako negativni kontroly bylo pouzito 56 preimunnsén z dlouhodobé studie.

Specificka 1IgG odposd’ ze sér p& odebranych v gib¢hu let 20122013
(dlouhodoba studie) se v jednotlivyckEsicich liSila. Psi, kié piredtim nikdy nebyli
vystaveni flebotoraim, byli do oblasti vyskytlP. perniciosugprevezeni Wervenci 2012.
Kratce ged @evozem byla psn odebrana preimunni séra, ktera byla pouzita jako
negativni kontroly. Bhem ,zbytku“ prvni sezony flebotoim(srpen a listopad 2012) doslo
k mirnému, nicméhsignifikantnimu zvySeni (p < 0,001) IgG odgdipsi jak proti
homogenatu celych slinnych Zlaz (Obr. 19), takip®®03B (Obr. 20) i kombinaci
rSP03B+rSPO1 (Obr. 21).¢Bem néasledujiciho obdobi bez flebotomima 2012/2013)
signifikantre (p < 0,001) poklesla protilatkova odpei/psi proti rSPO3B, zatimco pokles
protilatkové odpowdi proti jeho kombinaci s apyrazou nebyl signifikain(p = 0,326) a
protilatkova odpowd’ proti slinam astala na nizké hladérbez signifikantnich zgm
(p = 0,104). S novou sezonou aktivity flebotofdervenec az listopad roku 2013) doslo
k vyraznému signifikantnimu (p < 0,001) asiu hladin IgG jak proti rSPO3B (Obr. 20),
tak proti celym slinnym Zlazam. perniciosugObr. 19). Po#ékud nizsi, nicmé&
signifikantni (p < 0,001), nést hladin protilatek byl hem sezény flebotoin2013
zaznamenan i proti kombinaci rSP03B+rSP01 (Obr. 21)
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Obr. 19: Specificka 1gG protilatkova odpalk47 psi prirozere exponovanych flebotoéim proti slinnym zlazan®. perniciosugSGH).
Sloupce odpovidaji jednotlivymdsiaim odkEria sér, NEG = preimunni séra, OD = absorbance, medigaarbanci je vyzian usékou,

g ** =signifikance p < 0,001.
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Obr. 20: Specificka IgG protilatkova odpalr47 psi prirozerg exponovanychP. perniciosugproti yellow-related proteinu rSP03B. Sloupce

odpovidaji jednotlivym rsiaaim odkEria sér, NEG = preimunni séra, OD = absorbance, medidarbanci je vyzgan Usékou,

a = signifikance p < 0,001.
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5. DISKUZE

Rekombinantni antigeny exprimované v bakterialnyst&muE. colijsou produkovany

v neglykosylované forg Glykosylace proteiin piitom ale miize byt zasadni pro jejich
aktivitu, coz niize byt zfisobeno jednakifmou interferenci glykans funkci proteinu, ale
také nespravnym gigobem sbaleni proteinu v iépmnosti jeho sacharidové slozky
(Soldatova a kol., 1998; Reddy a kol., 2000; Hafing kol., 2007). U antigennich
glykoproteini muze bytcast nebo vesSkera protilatkova odpdwnamfena proti jejich
cukerné slozce.itkladem niize byt nap klistci protein BMA7, za jehoZ antigenicitu

v ELISA testu s dobyimi séry byla ze zrimé ¢asti odpo¥dna jeho sacharidovgast
(McKenna a kol., 1998). Také lidskou protilatkovadpowd’ proti nekterym
glykosylovanym antigeim promastigat Le. chagasvyvolavala jejich sacharidovzst.

U glykoproteini s molekulovou hmotnosti vy3si nez 60 kDa bylagamini pouze cukerna
slozka, zatimco u antigérs nizSi molekulovou hmotnosti vyvolavaly IgG odgdiw lidi

s leishmanidzou abslozky,c¢i pouze proteinovaast glykoprotein (Atta a kol., 2004).

VySe popsané vlastnosti glykahyly pro nasi laboratovelmi dilezité, a to
zejména proto, Ze jsme planovali exprimovat antig@noteiny ze slinnych Zlaz flebot@m
P. perniciosus P. orientalisv rekombinantni forv bakterialnim systémib. coli. V nasi
praci jsme proto nejprve zjidvali Urover glykosylace slinnych proteinéchto drult
flebotomi a nasled&jsme pro expresi vybrali antigeny nééglykosylovang, tak aby
vysledné proteiny exprimovanéB colico nejlépe odpovidaly nativhim protém.

Pro zjis&ni piitomnosti potenciélnich glykosyaich mist v aminokyselinovych
sekvencich slinnych proteairbyly pouzity volrg dostupné servery (viz kapitola 3.9). Tyto
servery se specializuji na predikci glykosylech mist u sasich proteirii. Saxi i hmyzi
proteiny sdili stejnd vazebna mista pro vazbu Mayly, pricemz glykosylani mista, na
kterych se u sawcnachazi vysoce manosylované N-glykany, jsou u hnmghrazeny
oligomanosidickymi, zatimco mista s navazanymi fkghy komplexniho typu jsotasto
nahrazena paucimanosidickymi N-glykany (Lopez a,K&897). K O-glykosylaci u hmyzu
ziejme také dochazi na shodnych mistech jako utsavayd. lidsky interferorn2
exprimovany v hmyzich bikach byl O-glykosylovan na stejné aminokyselinoggipi
jako nativni protein (Sugyiama a kol., 1993). Nédmalezené pgy potencialnich
glykosylatnich mist u slinnych proteirP. perniciosugsou v souladu s daty uvedenymi
v ostatnich pracich (Ribeiro a kol., 2010; RohodsSakol., 2012b). Glykosylaci protéin

slinnych Zl4z pibuzného druh. orientalisse ged ndmi nikdo nezabyval.

53



Pomoci afinoblotu jsme v proteinovém profilu slinngh ZlazP. perniciosus
identifikovali 9-10 proteina patricich do 7 proteinovych rodin. U druhuP. orientalis
se lektiny vazaly na 9 proteiri patiicich z‘ejmé také do 7 proteinovych rodin.U obou
druhi flebotomi Ize identifikovat yellow-related proteiny, ParSPi& protein, antigen 5-
related protein, D7-related proteiny a prgwoadobr i hyaluronidazu a endonukleézu.
Kromé téchto proteiri byl uP. perniciosusdentifikovan také lufaxin-like protein a u
P. orientalisrozeznaval afinoblot také apyrazy.

Afinoblotem nebyl rozeznan zadny proteinipztdo rodiny PpSP15-like protéira
to presto, Ze pdt mezi proteiny nejhoj)i nalézané v sialomech flebotanfHostomska a
kol., 2009; Rohou3ova a kol., 2012b; Martin-Maetikol., 2013; VIkova a kol., 2014).
Neschopnost lektinrozeznat tyto proteiny je ale v souladu s velmkgin patem
glykosylatnich mist vyskytujicich se v sekvenci¢htto proteiti (Ribeiro a kol., 2010;
RohouSové a kol., 2012b), kdy ze Sesti PpSP15skikeein vyskytujicich se u nami
studovanych druhflebotomi obsahoval pouze jeden z nich jedno potencialiicgylani
misto.

V¢étSina proteii rozeznavanych afinoblotem je u obou nami studosfamyuhii
flebotomi ziejmé N-glykosylovana. N-glykosylaci jsme prokazali digyecifické vazé
lektinu ConA, jehoz vazbu bylo moZné inhibovésfuSnym monosacharidem. Obdébn
byla specificka vazba lektinu ConA zggt i pro slinné glykoproteink. tobbi
(Rohousova a kol., 2012b), zatimc® uduboscqgalLu. longipalpisse vazbu ConA
nepodailo zcela inhibovat (Volf a kol., 2000). Specifiakopop. casté&ne specifickou
vazbu ostatnich lektinrozeznavajicich N-glykany jsme zaznamenali powreqei
afinoblotu se slinnymi Zlazank. perniciosusa to jen pro &teré proteiny. Typ
N-glykosylace bylo tudiz mozno blizecitrpouze pro #kolik proteini P. perniciosus
Data ziskana z predikiho serveru jsou veitsing pripadi v souladu se specifickat
casténe specifickou vazbou lektinu ConA, vyjimkou jsou BR25-like proteiny obou
druhi flebotomi, které neobsahuji Zzadna glykosylamista, a tudiz nemohou byt
glykosylovany. Obdobny nesoulad byl zaznamenan paii¢ednu z apyral. tobbi
v praci Rohousova a kol. (2012b).

Lektiny rozeznévajici O-glykany se k polypefitia rozclenym na nitrocelulosové
membrag vétSinou vazaly nespecificky, vyjiniaé s cast&nou specificitou. O-glykosylaci
proteint, jejichz aminokyselinova sekvence obsahuje poénicO-glykosyl&ni mista,
nelze tudiz diky nespecifickym vazbatigtusnych lektid potvrdit. Obdobné vysledky
byly zisk&ny i v jinych studiich zabyvajicich samami krevsajiciho hmyzu. Lektin SBA,
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ktery se vaze k O-glykad@m, reagoval pouze nespecificky se slinnymi prot&nguboscqi
alLu. longipalpis(Volf a kol., 2000) a s glykoproteiny ze slin z&kiee Triatoma infestans
(Volf a kol., 1993). Nespecifické reakce leKtia glykoproteiny si Volf a kol. (2000)
vyswetluji nizsi afinitou lektinu k fislusSnému inhildinimu monosacharidu nez k cukerné
sloZce glykoproteinu nebo existenci interakci niedginem a bilkovinnodasti
glykoproteinu.

Pritomnost potencialniho C-manos§tého mista a vazba lektirodpovidajici
C-manosylaci byla zji8ha pouze u jednoho z D7-related prolgt perniciosus
(PpeSP04). Momnost C-manosytaich mist byla dosud u flebotdnstanovovana pouze
v praci Rohousova a kol. (2012a), a to pro yell@ated proteiny. papatasiP. sergenti
aP. perniciosusZjisténa nepitomnost C-manosytaich mist u yellow-related protdin
téchto druti flebotomi je v souladu s vysledky nasi prace. C-manosykceljezobratlych
pomérné opomijenym typem glykosylace, dosud u hmyzu popsgoouze u pakobylky
indické (shrnuto v Lafite & Daniellou, 2012). Vzhiem k tomu, Ze u saéich proteiri je
ziejm¢ C-manosylace obvyklou post-trangi@amodifikaci v ramci sekemi drahy busk
(shrnuto v Ihara a kol., 2011),te se i u hmyzu jednat o roy fenomén. Nami
zjisSttnou C-manosylaci nelze pouze na zékleazby lektirh definitivné potvrdit,

k owvéreni gitomnosti C-vdzané manosy by bylo vhodné pouzitbkombinaci metod
plynové chromatografie a hmotnostni spektrometangtta a kol., 2004), nebo
monoklonalni protilatky cilené proti C-manosylovamétryptofanu (Ilhara a kol., 2005).

Diky specifické vaz®élektinu ConA jsme u obou studovanych didlebotom
identifikovaly i proteiny, které nebylo mozné idéikbvat z gelu a nebyly dosud nalezeny
ani @i proteomickych studiich (Anderson a kol., 2006kafta a kol., 2014). Jednalo se o
hyaluronidazy obou testovanych déud endonukleazB. orientalis Tyto proteiny maji
nejspise natolik vysokou enzymatickou aktivitujegejich (Einnost dostat@na i @i
nizkém zastoupeni ve slinnych Zlazach (Vikova g 128114). Pro hyaluronidazu i
endonukleaz. orientalisbyl v praci VIkova a kol. (2014) ziské&n transkriptdiZ bylo
mozné porovnat get potencialnich glykosytaich mist v sekvencéthto enzyni s nami
ziskanymi vysledky z afinoblotu. Proteinové prukigré jsme identifikovali jako
hyaluronidazy (Obr. 6 a Obr. 8), odpovidaly svofilekulovou hmotnosti a vzéenim na
blotu (Siroké difuzni prouzky) hyaluronidaPe perniciosus blizce gibuzného druhu
P. tobbivizualizované na gelu s inkorporovanym hyaluromaiiB@ohouSova a kol.,
2012b). Sekvence hyaluronidaRyorientalisaP. tobbijsou z 8993 % identické (Vlkova
a kol., 2014), tudiz je pra¥dodobné, Zze molekulova hmotnost i vied hyaluronidazy
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P. orientalisbude obdobné jakoR. tobbi Umisgni proteinového pruhu odpovidajiciho
endonukleaze jsme odvodili z obdobného unistndonukleaz. perniciosugVikova a
kol., 2011; Obr. 6). Schopnost lektinu ConA vizmaliat i proteiny vyskytujici se ve
slinach ve velmi nizkém mnozstvi ukazuje na vysositivost pouzité metody. Obdobn
byly lektiny schopné vazat i vysoce molekularniisé proteinyAnopheles gambia&teré
nebylo moZné vizualizovat na gelu (Andrews a Kif97).

Rada proteifi obsazenych ve slinach flebotdmyvolava u pobodanych hostitel
protilatkovou odpowd’. VyuZziti slinnych Zlaz pro epidemiologické studemérené na
detekci této protilatkové odpaédi u hostiteh exponovanych flebotodm je vSak porérné
problematické (shrnuto v Andrade & Teixeira, 20 Bijvy velkych mnozstvi slinnych
Zlaz jsou pracné &sow narane, take je nutné mit diozavedené a dostate velké
kolonie fleboton. Uniformita ziskaného materialu navic zavisi nedipgickém stavu
flebotomi (Volf a kol., 2000; Prates a kol., 2008).&hto divoda se jako vyhod¥Si jevi
vyuZzit k detekci protilatek konkrétni antigenni fgia (pogipact kombinaci vice takovych
proteini) exprimovany v rekombinantni fon

V této praci byly testovany antigenni vlastn@sgi rekombinantnich protein
P. perniciosusJednalo se o bakteri&lexprimované proteiny odpovidajici vySe popsanym
N-glykosylovanym slinnym proteirm PpeSP03B a PpeSP07 (Obr. 6) a
neglykosylovanym apyrazam PpeSPO01 a PpeSPO01B. 2piABeSP01 byla na afinoblotu
nespecificky rozeznanakterymi lektiny (Obr. 6 vpravo). U slinného yellowtated
proteinu PpeSP0O3B je mimo N-glykosylaci prgpaddobna i itomnost O-glykosylace.
Proteiny slinnych zZlaP. perniciosuodpovidajici nami pouzitym rekombinantnim
proteimim byly dol¥e rozeznavany IgG protilatkami ze séé pgperimentaléi piirozere
vystavenych flebotodm P. perniciosuspri¢emz nejsil@jSi reakce byla pozorovana pro
protein PpeSPO3B (Vlkova a kol., 2011). ProteinFR@3B i ok apyrazy byly také sith
rozeznavany séry mysi experimentadxponovanychr. perniciosugMartin-Martin a
kol., 2012).

VSechny testované rekombinantni proteinglymma imunoblotu vySSi molekulovou
hmotnost nez odpovidajici proteiny ze slinnych Zatrné na Obr. 10). To je #gobeno
histidiny pipojenymi k proteiim pro usnadni jejich purifikace z bakterii. Rozdil mezi
molekulovymi hmotnostmi nativnich a rekombinantnégtyraz je vyrazhivétsi nez u
yellow-related a antigen 5-related proteifelikoz k sekvenci apyraz bylaigano navic

8 histidini a nadto obsahuji j@Saminokyselinovy adaptor tveny 14 aminokyselinami.
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V endemickych oblastech leishmaniéozasto vyskytuje vice druhflebotomi.
Hostitelé Zijici v &chto oblastech jsou tedy, krémzika pobodani infikovanymi vektory,
opakovas vystaveni i sani neinfikovanych flebotémiznych druli. Proto jsme
zjistovali, zda jsou nami testované rekombinantni antiggoecifické pro studovany druh
flebotoma. Pro otestovaniiikené reaktivity rekombinantnich prot&iR. perniciosusyla
pouzita séra mysi opakowapobodanych flebotomy dralP. papatasiP. sergenta
Lu. longipalpis Z téchto druti je P. papatasminoritnim druhem v oblastech Italie, odkud
pochazela &tSina psich sér testovanych v této praci (Rossi.a 2007); ostatni druhy
flebotomi se v této oblasti nevyskytuji.

Rekombinantni antigeny byly rozeznany pouze sér§irmyponovanych
P. perniciosugObr. 9), coz ukazuje na jejich druhovou spénifist. Obdob& nebyla
nalezena zikZena reaktivita ani mezi antigeny slinnych ZRazerniciosusa sérem mysi
exponovanychP. papatasv praci Volf & Rohousova (2001). Na druhou strakitizena
reaktivita byla jinymi autory nalezena mezkterymi slinnymi antigeny. perniciosus
sérem p& experimental&é pobodanych.u. longipalps (Teixeira a kol., 2010), coz ukazuje
na vliv hostitelského druhdi pouzité metody na rozeznavani antiyeNektere slinné
antigenyP. perniciosusyly také rozeznavany séry kralik keckt exponovanych druhu
P. halepensi¢Volf & Rohousova, 2001 Phlebotomus halepengiaki k podrodu
Adlerius blizce gibuznému podroduarroussius do kterého péi P. perniciosustudiz
pravdEpodobnost zizZené reaktivity s antigery. perniciosuge zde ¥tSi nez u mén
piibuznych drufi, jakym je nap zminovanyP. papatasiz podroduPhlebotomugRispail
& Léger, 1998). Souhrnem Iz&i, Ze naSe vysledky ukazuji na druhovou sp&aifst
testovanych rekombinantnich antigeRro gesrEjSi zjiS€ni miry specificity by nicmén
bylo zajimavé otestovat tyto proteiny se séry diaé hostiteli exponovanych blizce

piibuznym drulim flebotomii podroduLarroussius

Antigenni vlastnosti rekombinantnich protieioyly testovany progednictvim
ELISA testi a imunoblotu se séry mysi ajpsxperimentalé pobodanychP. perniciosus
Pro protein rSP0O3B a kombinaci rSP03B+rSP0O1 bylyptévedeny ELISA testy
S pouzitim sér gspiirozere vystavenych flebotofim. U #chto psi nebyla pedem znadma
mira jejich expozice flebototim P. perniciosusni hladiny protilatkové odp@di proti
jejich slinam. Pouze bylo znamo, Zeiata Zila v oblasti s vyskytem tohoto druhu

flebotoma. Pro pilotni experimenty byla pouZzitaasérysi, jakozto snadno dostupnych
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laboratornich zvat, zatimco pro nasledné pokusy byla pouzita s#rgqkozto zviat,

které jsou firozenym rezervoarete. infantum jejimz vektorem jé. perniciosus

Rekombinantni antigen 5-related protein rSPODyl v ELISA testu stejnou #mou
rozeznavan jak positivnimi, tak negativnimi mys(@br. 11) i psimi (Obr. 12) séryiiP
pouZziti konjugatu proti mySim IgG protilatkarnepmé dochazi k nespecifické reakci mezi
rSPO7 a konjugatem, na coz ukazuje podolysoka absorbanceigpouziti mySiho séra i
pii jeho vynechani a pouziti pouze samotného konju@f@&zobrazeno). Na imunoblotu
nebyl rISPO7 séry rozeznavéitbec nebo jen velmi slabJelikoz PpeSPO7 jeégme N-
glykosylovan (Obr. 6), je mozné, Ze za jeho antigetastnosti u ps(Vlkova a kol.,
2011) je odpoddna cukerna slozka proteinu, ktetagxpresi v bakterialnim systému neni
piitomna. Nepitomnost N-glykosylace mohla ovlivnit také konforeharoteinu, tudiz u
rekombinantniho proteinu mohou byt na povrchitopnny jiné epitopy, které mohou byt
nespecificky rozeznavany protilatkami. Tomu odpd@vidilna reakce slinného proteinu
PpeSP07 se séryipsexperimentalé exponovanych. perniciosugObr. 10 vyez), kterou
nebylo mozné inhibovatipdchozi inkubaci sér s rekombinantni formou tolpotdeinu.
Rekombinantni antigen 5-related protein byl expiéan i u glosinyGlossina
morsitans morsitanAlves-Silva a kol., 2010). K expresi byl pouzigjsty vektor i stejna
linie E. colijako u nami testovaného rSP0O7 a protein byl tai@imovan ve form
obsahujici navicdkolik histidinia. Tento rekombinantni protein byl sfinozeznavan IgG
protilatkami ze sér kralikimunizovanych slinnymi Zldzan@. m. morsitangAlves-Silva
a kol., 2010). Rekombinantni slinné antigen 5-gslgiroteiny byly v bakterialnim systému
exprimovany i u tiplikaCulicoides nubeculosws muchniky Simulium vittatumTyto
proteiny byly v rekombinantni for&rozeznavany IgE protilatkami ze sér exponovanych
koni (Schaffartzik a kol., 2010). Ve své aminokysalé sekvenci obsahuji oba proteiny
jedno potencialni N-glykosytai misto, obdobhjako PpeSP07. Schopnost protilatek
vazat se na rekombinantni neglykosylované antigesidbed proteiny tedyrejme zavisi
na vice faktorech jako je typ sledovanych protkatiruh genasee, z jehoz slin byl

protein ziskan, pdpi testovany hostitelsky druh.

Rekombinantni 35,3 kDa apyraza rSPO1Byla v ELISA testu i imunoblotu doé
rozeznavana mysimi sery i séry experimertékponovanych s Pramérné ELISA
absorbance pozitivnich a negativnich psich sélesiéSdy vyrazrée méré nez u rSP03B,
rSP0O1¢i homogenatu celych slinnych Zlaz (Obr. 12). Nagsdedky byly v souladu
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s vysledky ELISA testu s mySimi séry a imunobls¢ séry mysi i fisziskanymi pi

pouZiti proteinu rSPO1B exprimovaném ve stejnémdraknim systému Janem Drahotou
(Drahota a kol., 2014). Obdobnymizmbem byla na imunoblotu s mySimi i psimi séry
rozeznavana i renaturovana apyraza rSP01B exprimdolvees Martin-Martin (Drahota a
kol., 2014), ktera téZ dob reagovala se séryekkn opakovags pobodanychP. perniciosus
(Martin-Martin a kol., 2013) a se sérjrpzerg exponovanych zajic(Martin-Martin a

kol., 2014).

Signifikantni pozitivni korelace mezi IgG odpal proti homogenatu celych
slinnych ZI&zP. perniciosusa proti rSP01B bylo dosazeno pouZegouZiti ndmi
testované denaturované apyrazy (Obr. 13)f.mimpdné apyrazy rSP01B exprimované
Janem Drahotou (Drahota a kol., 2014). Obaakiimé signifikantni korelace bylo
dosazeno takérptestovani této apyrazy se sery Sfiskych psi piirozere exponovanych
P. perniciosugMartin-Martin a kol., 2014). Denaturované apyrlyly exprimované ve
vektoru pET42b. Naproti tomufigoouziti renaturované apyrazy rSP01B exprimované
v odliSném vektoru pQE31 a obsahujici navic sigraptid, nebyla korelace € 0,24; p
= 0,339) mezi IgG odpadi proti proteinu a proti slinnym zlazam signifikah(Drahota a
kol., 2014). Protilatky ze psich sér tudfgjme rozeznavaji takové epitopy rekombinantni
apyrazy, které jsou snadno ovlivnitelné odliSnoofeomaci proteinu. Na druhou stranu
Vv navazujici praci Martin-Martin a kol. (2014) platkova odpo¥d’ ze sér firozerg
exponovanych zajica divokych kralik proti renaturované rSP0O1B signifika&tn
pozitivré korelovala s odpadi proti slinnym Zlazank. perniciosusZ popsanych
vysledii tedy vyplyva, Ze antigenicita rSP0O1B se liSi grzneé hostitelské druhyfigemz
pro imunologické pokusy se psimi séryijeha pouzivat rekombinantni apyrazu
v denaturovaném stavu.

Rekombinantni apyraza rSPO1B fejm¢ rozeznavana odliSnymi IgG protilatkami
ze psich sér nez jejtippzena forma PpeSPO1B. N#tpmnost odliSnych epitdppro
vazbu IgG u nativniho a rekombinantniho proteinazulfe to, Ze nebylo mozné inhibovat
vazbu protilatek k PpeSP01B pomoci preinkubacetipozth psich sér s rSP01B (Obr.
10). Apyraza rSPO1B neni glykosylovana, tudiz ro#dantigenni vlastnosti nativni a
rekombinantni formy proteinu nejsou darijtpmnostici absenci cukerné slozky, spiSe by
mohly byt zgisobeny odliSnou konformaci proteinu. Vlastnosti8® by ale mohla také
ovliviovat gitomnost 14 histidifa a 1,4 kDa adaptoru, které obsahuje navic oproti
PpeSPO01B. Vazba IgG protilatek ze sér preinkubostasyrSP0O1B k nativni apyraze by
ale mohla byt téZ Zsobena vyssi afinitou protilatek k PpeSP01B neZR(B.

59



Rekombinantni 35,5 kDa apyraza rSPObyla silré vdzana IgG protilatkami ze sér mysi
a psi experimentalé vystavenychP. perniciosusa to jak pomoci ELISA testtak i
imunoblotu. Progednictvim imunoblotu s mySimi i psimi séry bylaotapyraza
rozeznavana srovnatelnymigobem jako jina forma rSP0O1 exprimovana Janem Doaho
(Drahota a kol., 2014). Jednotliva psi séra se MSBliestu vazala na rSP01 s obdobnou
intenzitou jako k rSPO3B a k celym slinnym ZlazBnperniciosugObr. 12). Protilatkova
odpowd experimental&é exponovanych gsproti rSPO1 signifikanthpozitivre korelovala
s IgG odpovdi proti homogenatu slinnych Zlaz. Ve srovnaniel@nim koeficientem
p = 0,91 namsfenym pro stejnou apyradzu exprimovanou Janem Drahofwaci Drahota a
nizkému mnoZstvi pouzitych sér je tento rozdil diwagelny. Obdobného vysledku bylo
s touto apyrazou dosazeno také v praci Martin-Martkol. (2014), kde byla pouzita séra
Sparlskych psi prirozere exponovanyche. perniciosusKorelani koeficient narsreny
v této studii p = 0,86) dobe odpovidal nami ziskané hod&ot

Rekombinantni slinné apyrazy byly exprimovany ialsich druli flebotomi
(Valenzuela a kol., 2001&tamasaki a kol., 2009; Teixeira a kol., 2010). Kambinantni
apyrazeP. duboscgexprimované \E. colise na imunoblotu siivazaly IgG ze sér mysSi
imunizovanych homogenatem slinnych ZRzduboscg{Hamasaki a kol., 2009). Séraips
piirozere exponovanycliu. longipalpisna imunoblotu rozeznavala rekombinantni
apyrazu_u. longipalpisexprimovanou v sa%ch buikach (Teixeira a kol., 2010).

Rekombinantni slinné apyrazy byly exprimovany iamtaiti (Champagne a kol.,
1995; Sun a kol., 2006; Dong a kol., 2012) a hdike T. infestangFaudry a kol., 2004), u
nichz vsak tyto enzymy piatdo odliSné proteinoveé rodiny (shrnuto v Ribeirkah, 2010).
VétSina rekombinantnich apyraz byla exprimovanacedein jejich funkni
charakterizace, pappro jejich mozné terapeutické vyuziti v medécitmunizace mysSi
rekombinantni apyrazou koméha albopictus exprimovanou E. coli, vedla k produkci
IgG protilatek, které se na imunoblotu vazaly takénativni formu této slinné apyrazy,
coz ukazuje na antigenni podobnost obou protéong a kol., 2012). Obdobnym
zpiusobem byla prokadzana antigenni podobnost rekominingimné apyrazyA. aegypti
exprimované také . coli, s nativni formou této apyrazy (Champagne a k65).

Antigenni podobnost rekombinantni apyrazy rSP@isativni formou PpeSP01
byla v naSi préaci zjtovana prosednictvim imunoblotu se psimi séry preinkubovanymi
s rSPO1. Preinkubovana pozitivni psi séra se n&vaagoroteinovy prouzek odpovidajici

PpeSPO01 (Obr. 10 #§z); rekombinantni apyraza je tedgjm¢ schopna ze sér vyvazat
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vSechny specifické IgG protilatky, které se vytyaroti PpeSP01. To znamena, ze rSP01
ziejme sdili stejné antigenni epitopy s nativhim protgireekretovanym slinnymi Zlazami.
Exprese v bakterialnim systému tedy v tomi@ad neovlivnila konformaci a vlastnosti
rekombinantniho proteinu tak, jak tomieprné doSlo u apyrazy rSP01B.

Apyraza rSPO1 byla z obou apyraz vybrana jako mé8tdpro naslednouast
prace zabyvajici se detekci protilatkové odjulbwe sér p& prirozere vystavenych
P. perniciosusBéhem pa@atesnich experimerit se ale ukazalo, Ze 1gG odpadvtéchto sér
proti rSPO1 neni konzistentni, a Ze seopakovani experimentu vyrazisi. Pro
stanovovani hladin specifické protilatkové odgaiwe velkych souborech sér byla tudiz
apyraza rSPO01 pouzita pouze v kombinaci s yelldated proteinem rSP03B.

Rekombinantni yellow-related protein rSP03Bbyl v ELISA testech i na imunoblotu
silné rozeznavan IgG protilatkami ze vSech pozitivnigfsioh i psich sér. Protilatkova
odpowd experimental&é exponovanych gsproti rSPO3B signifikanthpozitivre
korelovala s protilatkovou odpédi proti homogenatu celych slinnych ZRzperniciosus
Reakce IgG protilatek z mySich sér s rSP03B bytaarg silngjSi, nez reakce psich sér.
Tento trend byl pozorovan jak u ELISA testu, taknunoblotu (Obr. 14). Pro ELISA test
s mySimi séry muselo byt pro rSP03B pouzito vyéazasihoredni sér nez pro ostatni
proteiny. Obdob&velké rozdily v intenzé IgG odpowdi mezi hostiteli byly nagieny
nag. i pro jednotlivé rekombinantni proteihy. longipalpis(Teixeira a kol., 2010).

Preinkubaci pozitivnich psich sér s rSP03B bylomédhhibovat vazbu IgG
protilatek k PpeSP03B z homogenatu slinnych Zl&kadrmbinantni yellow-related protein
je tedy Zejme¢ schopny ze sér vyvazat vSechny protilatky, vigwne proti PpeSP03B.
Za antigenni vlastnosti rSP0O3B jsou tedy oduiné stejné epitopy jako u PpeS03B.
Vzhledem ke shadantigennich vlastnosti bakteridlexprimovaného i nativniho
yellow-related proteinu, je tedygimé, Ze za antigenicitu glykosylovaného PpeSP@3B j
odpowdna zejména jeho proteinovast.

Podobnych vysledkbylo dosazeno i u imunogenniho rekombinantnihoejpma
rPpSP32 ze slinnych ZI&z papatasi{Marzouki a kol., 2012). Preinkubaci rPpSP32
s lidskym sérem se také vyvazaly vSechny IgG i namfené proti jeho nativni forgn
ze slin. Yellow-related protein PpSP32 se ve shricpapataspravdpodobr vyskytuje
v O-glykosylované foriy, piicemz jiny typ O-glykosylace syntetizovanghiem jeho
exprese v sa¥m systému nezémil jeho antigenicitu. Zejme i u PpSP32, podoknako u
yellow-related proteint®. perniciosus?peSPO03B, je antigenni bilkovinst proteinu.
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V ¢asti prace zagitené na protilatkovou odp&¥ ze sér ps prirozerg
exponovanychP. perniciosudyla u dlouhodobé i piezové studie zjigha signifikantni
pozitivni korelace mezi protilatkovou odpaii proti celym slinnym zlazam a proti
yellow-related proteinup(= 0,77;p = 0,79). Takka totoZzné hodnoty nami nahenych
korelanich koeficient v dlouhodobé i pitezové studii ukazuji na vysokou
reprodukovatelnost vysledks rSPO3B. Nami testovany rSP0O3B byl pouZit takietekci
protilatkové odpowdi ze sér firozerg exponovanych s zajidi a divokych kralik
pochazejicich z Madridu (Martin-Martin a kol., 2p1gignifikantni pozitivni korelace
protilatkové odpowdi proti rSPO3B s odpa@di proti slinnym Zldzan®. perniciosusyla
nameérena pro séra vSech testovanych hostitélsouladu s nasimi vysledky, i v praci
Martin-Martin a kol. (2014) byly hodnoty koreéfdch koeficieni pro rSP0O3B celkay
vySSi nez pro apyrazy.

Protilatkova odpogd’ proti yellow-related proteiim byla stanovovana i u jinych
druhi flebotomi. Obdobg s naSimi vysledky byla zji&a signifikantni pozitivni korelace
mezi hladinou protilatek ze séfipzere exponovanych &i proti rPpSP32 a proti celym
slinnym ZlazanP. papatasikde korelani koeficient byl roven 0,81 (Marzouki a kol.,
2012), coz dote odpovidd nami nattrenym hodnotam. Dva yellow-related proteiny ze
slinnych ZI&zP. papatasbyly exprimovany také v bakterialnim systému v pkdkova a
kol. (2012). Oba proteiny byly na imunoblotu rozézany stejnymi séry mySi opakowvan
exponovanychP. papatasiZ peti testovanych mysich sér obsahujicich protilatiotip
slindm se vSak k @ma rekombinantnim proteim vazala jen 3 séra. Tyto yellow-related
proteinyP. papatasby tudiZ na rozdil od nami testovaného proteirRO3B, ktery byl
rozeznavan prakticky vSemi pozitivnimi séry, nenyohtetekci protilatkové odp@di
proti flebotonim nahradit slinné zlazy.

V sawim expresnim systému vyuZzivajicim embryonalniédoau linii izolovanou
z lidskych ledvin (HEK-293) byly exprimovany 3 yell-related proteiny ze slinnych Zlaz
Lu. longipalpis Rekombinantni yellow-related proteiny LIM17 a UIVoyly
prostednictvim imunoblotu rozeznavany séryipéidi ptirozerg exponovanych
Lu. longipalpis zatimco LIM111 byl rozeznavan pouze lidskymi g&sixeira a kol.,
2010). V navazujici praci Souza a kol. (2010) kbglstovany antigenni vliastnosti LIM17 a
LIJM11 pomoci ELISA testse séry &i piirozere exponovanyclu. longipalpis Znaina
cast vzork sér pozitivnich na slinné Zlazy reagovala pougglsim ze dvou testovanych
rekombinantnich protein Yellow-related proteiny.u. longipalpistedy Zejmé nejsou

natolik antigenni jako nami testovany yellow-rethpgoteinP. perniciosus
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Kombinace dvou rekombinantnich proteini rSP03B+rSP01byla pouZita pouze pro
ELISA testy se séry spiirozerg exponovanychP. perniciosusProtilatkova odposd’
proti této kombinaci signifikantnpozitivie korelovala s protilatkovou odpédi proti
homogenatu celych slinnych ZI&z perniciosusNaneiené korelani koeficienty se ale
mezi jednotlivymi studiemi zréaé liSily. JelikoZ korel&ni koeficienty narérené pro
samotny rSP03B byly v obou studiichitied shodné (viz vySe), jggmé, Ze za tyto
rozdily je odpo¥dna apyraza. Je mozné, Ze apyraza podléha ryctijsadaci p
dlouhodobém skladovani a opakovaném rozmrazovg@ina mozné drobné zmy
podminek reakce nachyisi nez yellow-related protein. Diky problematicképouZziti
apyrazy nevedlo tedy vyuZziti kombinace 2 proidie zvySeni senzitivity ELISA testu, tak
2010; Vlkova a kol., 2012).

Korelaci protilatkové odpavdi proti kombinaci rekombinantnich protéis IgG
odpowdi proti slinnym Zlazdm se zabyvala i prace Soukal a2010). Pro zjigni nakolik
koreluje protilatkova odpad’ proti kombinaci rekombinantnich yellow-related fefoam
LIM17+LIM11 s IgG odpaddi proti slinnym Zlazam bylo pouzito 107&skych sér
s nezndmou seropozitivitou pratil. longipalpis Korela:ni koeficient naréteny v této
studii byl v8ak roven pouze 0,37%i PouZiti pouze sér 20t majicich protilatky proti
slinnym zlazaniu. longipalpisstoupl korelani koeficient na 0,491. S ohledem na tyto
hodnoty Ize korelace natifené v nasi studii povaZovat za velmi silné a i dakezovat o

pouziti kombinace rSP03B+rSP01 jakeétitka expozice hostitele flebotdimn.

Dynamika protilatkové odpovédi proti rSP03B, rSP03B+rSP01 a celym slinnym Zlazam
P. perniciosusdyla sledovana v ramci dlouhodobé studie prolihajletech 2012013

v Italii. Sezona flebotorntrva v jizni Italii od¢ervna datijna, gricemz pdaty flebotomi

v jednotlivych letech zavisi na tepdad vihkosti prosedi. Nejvice flebotorindruhu

P. perniciosusse Vv oblasti jizni Italie sousedici s nami stushmeaoblasti vyskytovalo

v ¢ervenci a srpnu (Tarallo a kol., 2010). Jelikozdeani psi byli pevezeni do endemické
lokality vyskytuP. perniciosusaz v polovir sezony flebotorin, byly u velkécasti z nich
béhem prvniho roku detekovany pouze nizké hladiny pg@i slindm (Obr. 19). Vyrazny
signifikantni naiist hladin protilatek zgitkem druhé sezo6ny flebotdrbyl ziejme

zpiasoben sensibilizaci pobechem gedchazejici sezony. Obdobny signifikantnitisér
hladin 1gG g opétovné expozici flebotoim byl zjiS€n takeé u lidi exponovanych

P. argentipegClements a kol., 2010) nelha. longipalpis(Vinhas a kol., 2007) a také u
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mySi exponovanycR. papatas(Vlkova a kol., 2012). MySi byly aftovr¢ vystaveny
flebotomim po 23 tydnech od posledni expozicé¢emz fiblizné pal roku dlouha
mezera mezi expozicemi napodobovala obdobi beatfhefi v endemické oblasti (Vlkova
a kol., 2012). Bhem prvni sezony flebotairsi tedy Zejmeé hostitelé vytvdi panttove
B-lymfocyty, které petrvavaji do dalSi sezény flebotéra umo#uji nasledny rychly
vzestup specifické humoralni odpaol.

Protilatkova odposd’ specificka pro rekombinantni proteinylia u psi
z dlouhodobé studie odliSnou kinetiku ve srovnamdgowdi proti slinnym Zlazam.
Protilatky proti rekombinantnim proteim klesaly rychleji nez protilatky proti slinam. Pro
yellow-related protein byl nagken signifikantni rozdil v IgG odp@&dich mezi vSemi
ttremi sezénami (Obr. 20), zatimco IgG odgdproti slinam se mezi prvni sezénou a
sezonou bez flebotaimeliSila (Obr. 19). Lze tedifci, Ze 1gG odpo¥d’ detekovana
proteinem rSPO3B je citl§Si na znény v paitech flebotoni sajicich na psech nez
protilatkova odpowd’ proti slinnym Zldzam. Protilatky proti tomuto yaN-related
proteinu tedy klesajii stoupaji rychleji nez IgG protilatky proti celkgm slinnym

proteimim.

Dosud byly za vhodna #fitka expozice hostitele flebotdmm ozn&eny pouze
rekombinantni protein PpSP32 a kombinace rekomhifem protei LIM11+LIM17
(Marzouki a kol., 2011; Souza a kol., 2010). Dledenych praci by rekombinantni
protein vyuZzitelny pro epidemiologické studi€lrbyt dolre rozeznavan protilatkami ze
Sér firozere exponovanych hostitiel piicemz protilatkova odpad’ proti danému
rekombinantnimu proteinu byda pozitivre korelovat s odpadi proti slinnym Zlazam
odpovidajiciho druhu krevsajicikitenovce. Rekombinantni protein by také gem
zkiizere reagovat se séry hostiiedxponovanych jinym drdim krevsajicicltlenovdi,
nez druhu, z jehoz slinnych Zl4z pochazi. Tate@ketsphuje i nami testovany
rekombinantni yellow-related protein rSP0O3B a zatych podminek i jeho kombinace
apyrazou rSPODetekce protilatkové odpowdi proti rSPO3B miize byt proto pouzito
ke stanoveni expozice gisflebotomam P. perniciosus, a to zejména ve
sttedoma‘skych oblastech, kde je endemickBe. infantum pienasena timto druhem
flebotoma. Rekombinantni yellow-related protein takmize slouzit i ke stanoveni
miry rizika onemocnéni leishmaniozou u pf a zprostredkovarg i k odhadu rizika

této nakazy u lidi.
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6. ZAVERECNE SHRNUTI

«  Zjistili jsme, Ze celkem nejméri5 slinnych proteif, paticich do 7 eiznych
proteinovych rodin, je u flebotolmdruhi P. perniciosus P. orientalis
N-glykosylovano. Urovie O-glykosylace slinnych proteirse nam na zéaklagouzité
metody nepoddo urcit.

» Otestovali jsme antigenni vlastnosti 4 rekombinafitiakterial exprimovanych
proteini slinnych ZI4zP. perniciosusAntigen 5-related protein rSPQ7 ztratil expresi
v prokaryotnim systému svoje antigenni vlastndstizbylé rekombinantni proteiny
specificky reagovaly se séry mysi opakavpobodanychP. perniciosusnikoliv se

séry mySi satych jinymi druhy flebotdim

* Yellow-related protein rSP0O3B i 35,5 kDa apyrazR@$ byly na imunoblotu i ELISA
testech siltd rozeznavany séry mysi ijpsxperimentalé exponovanych
P. perniciosuszatimco 35,3 kDa apyraza rSPOIBELISA testu reagovala i

S negativnimi psimi séry.

* Protilatkova IgG odposd’ prirozere exponovanych sproti samotnému
yellow-related proteinu rSP03B i jeho kombinacpgrazou rSPO1 signifikantn
pozitivné korelovala s protilatkovou odpédi proti slinamP. perniciosusCelkow
vySSi hodnoty koretanich koeficiend byly nangieny pro samotny yellow-related
protein, také dynamika protilatkové odgadyv proti samotnému rSP03B nejlépe
odpovidala éekdvanym hodnotadm s ohledem k sezonnirénam v populaci
flebotom.

» Prokazali jsme, Ze rekombinantni yellow-relatedgirorSP03B mze byt pouZzit
v epidemiologickych studiich ke zj&ti miry pobodani gsflebotomy druhu

P. perniciosus

Cast vysledk uvedenych v této diplomové préaci byla zahrnut2 gablikaci
uvarejnénych véasopisdPLoS Neglected Tropical Diseas&spraci VIkova a kol. (2014)
jsme publikovali vysledky afinoblotu protéirslinnych ZlazP. orientalis(viz kapitola
4.1.). V praci Drahota a kol. (2014) byly publikoyavysledky ELISA test a imunoblod

mysSich i psich sér se 4 rekombinantnimi prot@&nperniciosugviz kapitola 4.2.).
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