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SEZNAM ZKRATEK

ADP adenosindifosfat

Ag5Srp antigen5-related protein

AGI index antigenicity

AMP adenosinmonofosfat

ATP adenosintrifosfat

BSA bovinni sérum albumin

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina (z angl. complementary
DNA)

DNA deoxyribonukleova kyselina

D7rp D7-related protein

ELISA z angl. Enzyme-linked immunosorbent assay
gSGo6 z angl. salivary gland protein 6

Ig imunoglobulin
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kDNA kinetoplastovda DNA
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MRIJP z angl. major royal jelly protein
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PPV pozitivni prediktivni hodnota (z angl. positive predictive value)
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SGH homogenat slinnych zlaz (z angl. salivary gland homogenate)
Tsall z angl. Tsetse salivary gland protein 1

Tsgfl z angl. Tse tse growth factor 1

VL visceralni leishmanidza

Yrp Yellow-related protein



ABSTRAKT

Sliny flebotom@ obsahuji proteiny a peptidy, které maji dilezitou roli pfi sani krve.
Nékteré z téchto proteind jsou zaroven antigenni a v opakované poStipaném hostiteli se
proti nim vytvareji protilatky. Pomoci imunoblotu s psimi séry jsme identifikovali
antigenni proteiny slinnych Zlaz Phlebotomus orientalis, ktery je hlavnim pfenaseCem
pfipraveno v rekombinantni formé& v bakteriich E. coli a pouzito jako antigen v ELISA
testech se séry doméacich zvitat z Etiopie a mysi z chovu, které byly vystaveny poStipani
P. orientalis. Jako pozitivni kontrola byl pouzit homogenat slinnych 714z (SGH).

Nejlepsi antigenni  vlastnosti prokadzaly dva rekombinantni proteiny
Yellow-related protein PorSP24 a ParSP25-like protein PorSP65. Protildtkova odpovéd
proti t€émto proteinim vysoce korelovala s odpovédi proti SGH, zejména v testech
s ovéimi a psimi séry. V testech s psimi séry vSak byla u obou antigeni detekovédna
také nespecificka vazba protilatek. Dale bylo zjisténo, Zze v testech s SGH
a rekombinantnimi proteiny slinnych zlaz P. orientalis nedochazi ke zkiizenym reakcim
se séry mysi postipanych P. papatasi a Sergentomyia schwetzi.

Z obou vySe zminénych slinnych proteini byly nasledné navrzeny
a syntetizovany peptidy, které by meély byt totozné s epitopy rozpoznavanymi
protilatkami proti slindm P. orientalis. Tyto peptidy byly rovnéz testovany jako
antigeny v ELISA testech s vySe zminénymi séry. V porovndni s rekombinantnimi
proteiny jsme v testech s peptidy doséhli vyznamného zvySeni specificity u psi i u ovci.
Oba peptidy odvozené =ze struktury Yellow-related proteinu (PorSP24 Pepl
a PorSP24 Pep2) je mozné na zakladé dobrych korelaci s SGH i vysokych hodnot
testovanych statistickych veli¢in povazovat za vhodné markery expozice pro psy, navic
PorSP24 Pep?2 také pro ovce. Oba peptidy odvozené ze struktury PorSP65 vykazovaly

vysokou antigenicitu v testech s psimi a kozimi séry.

Klicova slova: Phlebotomus orientalis, ELISA, slinné zlazy, rekombinantni proteiny,

peptidy



ABSTRACT

Sand fly saliva contains proteins and peptides that have an important role in
bloodfeeding. Some of those proteins are antigenic and repeated sand fly bites result in
a specific antibody response of the bitten host. Antigenic salivary proteins of
Phlebotomus orientalis, main vector of visceral leishmaniasis in Sudan and Ethiopia,
were identified using immunoblot with dog sera. The 5 most promising antigens were
expressed in an E. coli bacterial system. Subsequently, these proteins were tested in
ELISA with sera of domestic animals from Ethiopia naturally exposed to P. orientalis,
and with sera of mice bitten experimentally by this sand fly species. Salivary gland
homogenate (SGH) was used as the positive control.

The best antigenic properties were detected in two recombinant proteins,
Yellow-related protein PorSP24 and ParSP25-like protein PorSP65, especially in tests
with sheep and dog sera. However, nonspecific binding of dog sera was also detected
using both antigens. In addition, we proved that sera of mice repeatedly bitten by
P. papatasi and Sergentomyia schwetzi do not crossreact with SGH and the tested
recombinant proteins of P. orientalis.

In a second part of this thesis we designed peptides representing epitopes
recognized by specific anti-saliva antibodies. Two peptides were derived from each
above mentioned salivary protein and tested in ELISA using sera of domestic animals
from Ethiopia and experimentally bitten mice. In comparison to recombinant proteins,
peptides revealed much higher specificity with dog and sheep sera. Both peptides
deriving from PorSP24 could be considered as good markers of exposure to
P. orientalis bites in dogs, one of them (PorSP24 Pep2) also in sheep. Both peptides

deriving from PorSP65 revealed high antigenicity in tests with dog and goat sera.

Key words: Phlebotomus orientalis, ELISA, salivary glands, recombinant proteins,

peptides
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1. UVOD A CILE PRACE

Visceralni leishmani6za (VL) patii mezi vyznamnd infekéni onemocnéni suzujici lidi ve
vychodni Africe, vcetné Etiopie. Jejim plvodcem jsou paraziticti prvoci rodu
Leishmania, kteti jsou ptendSeni samicemi flebotomi (Diptera: Phlebotominae).
V Etiopii kazdoro¢né onemocni VL 4500-5000 lidi (FMOH 2006) a 3,2 miliona lidi
zije v riziku ndkazy (Tsegaw et al. 2013). Diky nedostatecnému hldSeni jsou vsSak obé
Cisla povazovana za velmi podhodnocend (shrnuto v Leta et al. 2014).

Soucasna kontrolni opatfeni probihajici v endemickych lokalitach Etiopie
zahrnuji zejména 1éCbu leishmanidzy jiz nakaZenych a recidivujicich pacientt, ktefi
tvofi jediny potvrzeny rezervoar infekce v danych oblastech. Intervence, které omezuji
kontakt pfenasSece s ¢lovékem, jsou pfevazné napojené na programy zaméiené na boj
s maldrii. Mezi takovato opatfeni patii pouziti loznich moskytiér napusténych
insekticidy, které jsou uc¢inné i vici flebotomtiim (shrnuto v Leta et al. 2014) a které se
jiz osvédcily jako efektivni nastroj snizeni rizika nakazy VL v Etiopii (Argaw et al.
2013).

Samice flebotoml béhem sani krve injikuji do hostitele sliny. Antigenni slinné
proteiny vyvolavaji u hostitele protilatkovou odpovéd’, kterou lze v kontrolnich studiich
vyuzit jako marker expozice flebotomim u lidi ¢i zvifat zijicich v endemickych
oblastech. Studie Rohousova et al. (2015) prokézala, Ze séra odebrana z riznych druht
domadcich zvifat v Etiopii obsahuji protilatky proti slinnym proteinim Phlebotomus
orientalis, ktery je hlavnim pifenaSeCem VL v severni poloviné Etiopie (shrnuto
v Elnaiem 2011). Pfitomnost téchto protilatek vede k hypotéze, ze testované druhy
zvifat by mohly tvofit potencialni rezervoar VL ¢i pfinejmenSim casty zdroj krve pro
pfenasece. Ob& informace jsou potiebné pro dalsi pldnovani programi zaméfenych na
kontrolu flebotomtl.

Pro kvantifikaci protildtkové odpovédi vytvarejici se po bodnuti flebotomem Ize
pouzit homogenat celych slinnych zldz, vhodné vybrané rekombinantné pfipravené
slinné proteiny, nebo jejich antigenni ¢asti-peptidy. V rekombinantni formé byly proto
pfipraveny antigenni slinné proteiny P. orientalis a z nich dale navrzeny syntetické

peptidy.



Cile mé diplomové prace byly nasledujici:

1) Srovnat antigenni vlastnosti homogenatu slinnych zldz a rekombinantnich
slinnych proteinti druhu P. orientalis na sérech domacich zvitat z Etiopie

2) Pomoci stejnych sér prostudovat antigenni vlastnosti slinnych peptidii druhu
P. orientalis

3) Zjistit, zda dochazi ke zkiizenym reakcim homogendtu slinnych Zlaz,
rekombinantnich proteini a peptidd P. orientalis s dal§imi druhy flebotomd,

kteti se vyskytuji ve studované oblasti (Sergentomyia schwetzi, P. papatasi)



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Slinné Zlazy flebotomii
Slinné zlazy flebotomli maji ovalny tvar a jsou parové (obr. 1); v zavislosti na druhu
flebotoma se mohou jednotlivé Zlazy v ramci paru tvarové i velikostné liSit (Adler
a Theodor 1926). Slozeni proteind slin se lisi podle stafi, pohlavi, druhu, ale i1 u kolonii
zijicich v odliSnych lokalitach, ¢i chovanych za rGznych laboratornich podminek
(Warburg et al. 1994; Volf et al. 2000; Cerna et al. 2002; Vlkova et al. 2014;
Ramalho-Ortigdo et al. 2015). Primarni funkei slinnych proteinti je zajisténi ispéSného
sani na hostiteli obranou proti zan¢tu a hemostazi v misté¢ bodnuti. Imunomodulacni
vlastnosti nékterych proteini ovliviiuji imunitni odpoveéd’ hostitele, zatimco nckteré
slinné proteiny pusobi antigenné a indukuji tak specifickou protilatkovou odpovéd’
(shrnuto v Ribeiro a Francischetti 2003; Gomes a Oliveira 2012).

Slinné proteiny flebotomt byly dle pfibuznosti seskupeny do tzv. proteinovych

rodin. Vyznamné rodiny, jejichz sekvence byly nalezeny v c¢DNA knihovné

P. orientalis, budou podrobnéji popsany v nésledujici kapitole.

150 pm

Obr. 1: Slinné Zlazy flebotomii
(A) Par morfologicky heterogennich zlaz P. duboscqi. (B) Morfologicky homogenni
zlazy Lutzomyia longipalpis. (C) Slinné zldzy P. duboscqi s pouzitim kontrastni

mikroskopie. Pfevzato z review Lestinova et al. (2017)



2.2 Vyznamné rodiny slinnych proteinii P. orientalis a jejich antigenni vlastnosti

V praci Vlkova et al. (2014) byly popsany cDNA knihovny slinnych Zlaz kolonii
P. orientalis pochazejici ze dvou etiopskych lokalit Addis Zemen a Melka Werer. V této
diplomové préaci bude diskutovdna pouze cDNA knihovna kolonie z oblasti Melka
Werer, jelikoZ v navazujici praktické ¢asti bylo pracovano pouze se slinnymi zlazami
pitvanymi ze samic této kolonie.

Zminény transkriptom P. orientalis popisuje proteiny ze 13 proteinovych rodin.
V nésledujicim textu jsou popsany nejvyznamnéjsi z nich; diraz je kladen na antigenni
vlastnosti, jez byly u nékterych proteinli prokazany, a které jsou pro tuto diplomovou
praci zasadni.

Prvnimi z vyznamnych slinnych komponenti, jez se ucastni sani, jsou
hyaluronidazy. Jednd se o enzymy, které Stépi hyaluronan a nckteré dalsi
glykosaminoglykany, které jsou soucasti extracelularni matrix pokozky (Volfova et al.
2008). Enzymaticka aktivita téchto proteinti byla prokézana u riznych druht flebotomu
(Charlab et al. 1999; Cerna et al. 2002; Hostomska et al. 2009; Rohousova et al. 2012;
Vikova et al. 2014).

Apyrazy patii mezi fosfatazy, které hydrolyzuji ATP a ADP na AMP a Pi. Tvofi
zasadni antihemostatickou slozku slinnych Zzlaz, kterd brani fyziologickému signalu
poskozenych bunck a tkani. Jejich vyznam pii sani krve doklada skute¢nost, Ze jsou
ptitomny ve slindch vSech dosud studovanych skupin krevsajicich ¢lenovcii (shrnuto ve
Francischetti 2010). Apyrdzy krevsajiccho hmyzu se déli na 3 rodiny:
5'-nukleotiddzovou, CD-39 nukleotiddzovou a Cimex rodinu apyraz (shrnuto v Ribeiro
et al. 2010); do posledni jmenované rodiny spadaji vSechny apyrazy popsané
u flebotomt (Charlab et al. 1999; Anderson et al. 2006; Kato et al. 2006; Oliveira et al.
2006). V transkriptomu i proteomu slinnych zlaz P. orientalis byly identifikovany dva
homology s molekulovou hmotnosti 33,3 a 35,6 kDa, které jsou si sekvenén¢ podobné
pouze ze 66 %. Vyznamné antigenni vlastnosti potvrdily oba homology v imunoblotu se
séry my$i experimentalné poStipanych samicemi P. orientalis (Vlkova et al. 2014).
Antigenicita apyraz s mySimi, kie¢¢imi ¢i krali¢imi séry byla popsana také u druht
P. arabicus, P. argentipes, P. papatasi, P. perniciosus a P. tobbi (Hostomska et al.
2009; Martin-Martin et al. 2012; RohouSova et al. 2012; Vlkova et al. 2012;
Martin-Martin et al. 2013a).

Pii studiu kinetiky protilatkové odpovédi u mysi a kralikd proti slindm

P. perniciosus bylo zjisténo, Ze rtzné apyrdzy mohou mit vliv na vznik imunitni
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odpovédi v riznych fazich imunizace. V pfipad¢ experimentalné postipanych mysi se
35 kDa apyraza podilela na vzniku imunitni odpovédi jiz v prvnich tydnech pravidelné
expozice, zatimco k reakci s 37 kDa apyrazou doSlo az o n¢kolik tydnii pozdéji.
U pobodanych kralikti naopak 37 kDa apyrdza reagovala se séry jiz v pocatecni fazi
imunizace (Martin-Martin et al. 2015). Apyrazy byly rozpoznany séry pst postipanych
flebotomy druht P. perniciosus (Vlkova et al. 2011) a Lu. longipalpis (Hostomska et al.
2008). U druhu P. papatasi byla identifikovana antigenicita apyrdzy s lidskymi séry
z endemickych oblasti kozni leishmanidzy (Marzouki et al. 2011). Skute€nost, Ze tentyz
protein nereagoval se séry postipanych mysi, znaci moznou druhovou specificitu tvorby
protilatek vii¢i tomuto slinnému proteinu (Rohousova et al. 2005).

Ve slinnych zldzach P. orientalis se dale vyskytuji D7-related proteiny (D7rp)
a PpSP15-like proteiny, oboji patii do rodiny tzv. Odorant-vazebnych proteini. D7rp
byly nalezeny u fady krevsajicich ¢lenovcil véetné flebotomt (Valenzuela et al. 2002).
Jejich schopnost véazat biogenni aminy a leukotrieny byla potvrzena pouze u komart
(Mans et al. 2007), nicméné¢ pritomnost cysteinyl leukotrien vazebné domény u riznych
druht flebotoml naznacuje moznost tlohy v potlaceni koagula¢ni kaskady (Rohousova
et al. 2012). Experimentdln¢ vSak tato funkce nebyla dosud ovéfena. V transkriptomu
P. orientalis byly identifikovany 4 rizné D7r proteiny (Mr = 26,7-27,3 kDa), pouze tfi
z nich byly nalezeny také v proteomu. Tyto tfi D7rp P. orientalis reagovaly se séry mys$i
postipanych zminénym druhem, je ale tfeba podotknout, Ze ne vSechna pozitivni séra
byla v§emi proteiny rozpoznéana (Vlkova et al. 2014). V nékterych studiich séra mysi ¢i
kraliki exponovanych P. papatasi a P. perniciosus s D7rp pozitivné reagovaly (Vlkova
et al. 2012; Martin-Martin et al. 2015), nicméné ve studii Martin-Martin et al. (2012)
reagoval D7rp slinnych 714z P. perniciosus pouze s kie¢cimi a nikoli my$imi séry. Se
séry piirozen¢ 1iexperimentdlné postipanych pst reagovaly D7rp P. perniciosus
a Lu. longipalpis, pticemz D7rp P. perniciosus rozpoznala pouze néktera pozitivni séra
(Bahia et al. 2007; Hostomska et al. 2008; Vlkova et al. 2011).

PpSP15-like proteiny jsou, podobné jako D7rp, v ramci rodt Phlebotomus
a Lutzomyia velmi hojné a strukturné rozmanité. U druhu P. orientalis to jsou viibec
nejpocetnéji zastoupené proteiny s 5 homology (Mr = 13,9-14,9 kDa). Vysokou
divergenci lze vidét z porovnani sekvenci PpSP15-like proteinli znamych druht
podrodu Larroussius, kde podobnost mezi proteiny Cinila pouze 24 % (Vlkova et al.

2014). Funkce PpSP15-like proteinti je doposud neznadma.



Yellow-related proteiny (Yrp) patii mezi proteiny charakterizované
pfitomnosti MRJP (major royal jelly protein) domény. BéZzné¢ se vyskytuji
v transkriptomu vSech studovanych flebotomli (shrnuto ve Vlkova et al. 2014).
Struktura Yrp je vysoce mezidruhové konzervovana, druhy flebotomt se v§ak mohou
ligit po¢tem homologti (Sima et al. 2016).

V cDNA knihovné i proteomu P. orientalis byly identifikovany 2 Yrp
(Mr =41,5; 42,3 kDa). Ty se rozdélily do dvou vétvi, mezi nimiz je podobnost 77 %
(Vlkova et al. 2014). Toto rozdéleni do dvou skupin je typické pro druhy v rdmci
podrodu Larroussius (Sima et al. 2016). U Yrp Lu. longipalpis byla prokizana
schopnost vazat biogenni aminy jako jsou histamin, serotonin a katecholaminy (Xu et
al. 2011). Vazba téchto aminl brani hemostazi a vzniku zanétu v pokozce hostitele.
Stejnd vazebna doména byla nalezena také u druhit Lu. ayacuchensis, Lu. intermedia,
P. orientalis, P. tobbi, P. ariasi a P. perniciosus (Hostomska et al. 2008; Kato et al.
2013; Vlkova et al. 2014). Protizanétlivé uCinky Yrp u téchto druhli vSak nejsou
ovétene.

Vlastnost, ktera je naopak u Yrp intenzivné studovana, je jejich antigenicita
a silnd reakce se séry opakované poStipanych zvifat. Na imunoblotu s mySimi séry
obsahujicimi protiladtky proti slinnym proteinim P. orientalis ptedstavovaly oba
homology Yrp siln€ a specificky reagujici antigeny (Vlkova et al. 2014). Podobné
intenzivné reagovaly Yrp druhu P. perniciosus se séry experimentdlné postipanych
mys$i, kieckil, ¢i pfirozené exponovanych kralikii a zajici (Martin-Martin et al. 2012,
2014). U druhu P. perniciosus bylo také zjiSténo, ze rizné homology Yrp se mohou,
podobn¢ jako apyrazy, podilet na vzniku imunity v riznych fazich imunizace. Napiiklad
u mysi vznikd imunitni odpovéd’ proti obéma Yrp az po nckolika tydnech pravidelné
expozice. Naopak u kralikl Ize detekovat jeden z proteind jiz v pocatcich, zatimco
druhy protein az v pozdgjsi fazi imunizace (Martin-Martin et al. 2015). Vyborné
antigenni vlastnosti Yrp P. perniciosus byly prokadzany také v testovani sér
experimentalné postipanych psi (Vlkova et al. 2011). Tento vysledek vedl k pozdéjsi
produkci Yrp v rekombinantni formé a jeho pouZiti v terénnich studiich (Kost'alova et
al. 2015 a 2017).

Protilatky proti SGH byly dale detekovany v mysich ¢i krali¢ich sérech pomoci
Yrp P. arabicus, P. papatasi a P. tobbi (Rohousova et al. 2005; Hostomska et al. 2009;
Rohousova et al. 2012; Vlkova et al. 2012). U druhu P. papatasi byl Yrp identifikovan



jako jeden z proteint reagujicich se séry lidi z endemickych oblasti kozni leishmani6zy
(Marzouki et al. 2011).

Dalsim druhem flebotoma, u néjz byla dokdzéna antigenicita Yrp, je
Lu. longipalpis. Protilatky proti slindim rozpoznavané timto slinnym proteinem byly
nalezeny naptiklad v sérech postipanych mysi a kufat (RohousSova et al. 2005; Soares et
al. 2013). Opakovana detekce téchto protilatek v sérech experimentalné ¢i pfirozené
postipanych pst, liSek a lidi zijicich v endemickych oblastech vyskytu Lu. longipalpis
(Gomes et al. 2002; Bahia et al. 2007; Gomes et al. 2007; Hostomska et al. 2008;
Teixeira et al. 2010) pak rovnéz vedla k pfiprave téchto proteinli v rekombinantni formé
(Teixeira et al. 2010).

Antigen-5-related proteiny (AgSrp) patii do CAP rodiny proteind, jez dale
zahrnuje skupiny Cystein-rich secretory proteini a Pathogenesis-related proteind.
Antigen-5-related proteiny se hojné vyskytuji v jedovych Zlazach blanokiidlych, napf.
vos a mravenct (Hoffman 1993; King and Spangfort 2000), ¢i slinnych Zzlazach
krevsajicich Clenovcil véetné flebotomt (Anderson et al. 2006; Oliveira et al. 2006;
Ameri et al. 2008; Hostomska et al. 2009; Rohousova et al. 2012). U zaketnice rodu
Triatoma byla u jednoho z AgSrp proteini zjiSténa superoxid dismutdzova aktivita
spojend s anti-neutrofilovou aktivitou (Assumpg¢ao et al. 2013). U flebotomti zlistava
funkce téchto proteint neznama.

V transkriptomu i proteomu P. orientalis byly popsany dva Ag5rp s podobnou
molekulovou hmotnosti 28,8 kDa. Sekvencné jsou nejbliz§i druhiim P. perniciosus
a P. tobbi. Antigen-5-related proteiny patii mezi dalS$i vyznamné antigenni proteiny
slinnych Zlaz flebotomd. Se séry mysi poStipanych P. orientalis velmi intenzivné
reagovaly oba proteiny (Vlkova et al. 2014). Podobné vysledky ukazuji imunobloty se
séry exponovanych mysi, jejichz protilatky rozpoznévaji AgSrp slinnych Zlaz
P. arabicus (Hostomska et al. 2009) a P. papatasi (Vlkova et al. 2012) nebo kieckl ¢i
kralikii postipanych druhy P. argentipes (Martin-Martin et al. 2013a) a P. tobbi
(Rohousova et al. 2012). Stejné antigenni vlastnosti potvrdily 1 Ag5rp P. perniciosus se
séry experimentalng i laboratorné€ postipanych pst (Vlkova et al. 2011).

pSP32-like protein byl poprvé popsan v transkriptomu P. papatasi (Valenzuela
et al. 2001). Pozdé&ji se zjistilo, ze se tyto proteiny vyskytuji i ve slinach dal$ich druht
studovanych flebotomtl, véetné¢ P. orientalis (Vlkova et al. 2014). U jinych organismu
dosud nebyl pSP32-like protein zaznamenan a jeho funkce zistdva neznamd. Antigenni

vlastnosti tohoto proteinu jsou ziejmé zavislé na druhu flebotoma, ze kterého pochézeji.
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Zatimco pSP32-like protein slinnych zlaz P. papatasi je zieteln€ rozpoznavéan
protilatkami v sérech exponovanych mysi (Marzouki et al. 2011), v pfipadé pSP32-like
proteint P. orientalis k zadné reakci s mySimi séry nedoslo (Vlkova et al. 2014).

ParSP25-like protein je vyluénym proteinem podrodu Larroussius. Nebyl
nalezen ve slindch zadného novosvétského druhu flebotomi a jeho funkce je dosud
nezndma. U druhu P. orientalis mé molekulovou hmotnost 27,6 kDa a se séry
postipanych mysi nereaguje (Vlkova et al. 2014). Naopak ParSP25-like protein blizce
ptibuzného druhu P. perniciosus se séry opakované exponovanych mysi, kieckd a psi
reaguje (Vlkova et al. 2011; Martin-Martin et al. 2012). V reakci s mySimi séry byl
detekovan jako antigenni jiz v pocatecni fazi imunizace (Martin-Martin et al. 2015).
Tentyz protein byl také detekovan na imunoblotu se séry pfirozené exponovanych
zajich a kraliki (Martin-Martin et al. 2014).

Lufaxin-like protein patii mezi dal$i unikatni proteiny slinnych Zl4z flebotomi.
V transkriptomu P. orientalis je charakterizovan velikosti 18,8 kDa a je strukturné
velmi podobny Lufaxin-like proteiniim P. perniciosus a P. tobbi. Jeho funkce, objevena
u Lu. longipalpis, spo¢iva v inhibici alternativni drédhy komplementu piimou vazbou
prokonvertdzy C3b-B. Lufaxin tak zfejmé¢ chrani flebotoma b&hem sani pted tcinky
anafylatoxinii a ukladani komplementu v poskozené tkani (Mendes-Sousa et al. 2017).

Mezi enzymy piitomné ve slinach flebotomu patii také endonukleaza. Protein
obsahujici NUC Smart motiv, ktery je typicky pro endonukleazy a fosfodiesterdzy
Stépici nespecificky DNA nebo RNA. Stejny enzym byl pfitomen také v transkriptomu
dalsich flebotomt a jinych krevsajicich ¢lenovct (Ribeiro et al. 2004; Valenzuela et al.
2004; Anderson et al. 2006). V cDNA knihovné P. orientalis byla nalezena jedna
sekvence kodujici protein o molekulové hmotnosti 41,7 kDa (Vlkova et al. 2014), jeji

funkce neni znama.

2.3 Protilatkova odpovéd’ proti slinnym proteiniim a jeji pouZziti v praxi

Protilatkova odpoved hostitele, kterd vznikd po opakovaném sani krve a tedy inokulaci
slin do ktze hostitele, je tvofena riznymi skupinami imunoglobulinii (Ig) (Ribeiro
a Francischetti 2003). Nejcasteji identifikovanymi imunoglobuliny jsou IgGl, IgG2,
IgG3 a IgG4, jez byly v rizném zastoupeni a hladinach detekovany v sérech mysi, pst
a lidi poStipanych starosvétskymi i novosvétskymi druhy flebotoma (Oliveira et al.
2006; Vinhas et al. 2007; Hostomska et al. 2008; Marzouki et al. 2011; Vlkova et al.
2011, 2012; Martin-Martin et al. 2015). U ¢&asti IgG pozitivnich sér lidi exponovanych
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P. papatasi ¢ Lu. longipalpis, byly detekovany také specifické IgE protilatky
(Marzouki et al., 2011; Vinhas et al., 2007). Tentyz typ imunoglobulinti byl detekovan
také v sérech pst exponovanych Lu. longipalpis, nicméné jejich hladina nekorelovala
s intenzitou postipani (Hostomska et al. 2008). Pfitomnost I[gM v sérech experimentalné
postipanych kralikl byla testovana ve studii Martin-Martin et al. (2015). Signifikantni
rozdil mezi hladinami téchto protilitek u jedinc exponovanych pobodani
P. perniciosus a negativnimi kontrolami v§ak pozorovan nebyl.

Protildtkova IgG odpovéd’ proti slinnym proteinim flebotomti je druhové
specifickd (Volf a Rohousova 2001; Rohousova et al. 2005; Thiakaki et al. 2005)
a pozitivn¢ koreluje s intenzitou expozice hostitelit (Vlkova et al. 2011, 2012; Martin-
Martin et al. 2015). K detekci jeji hladiny v epidemiologickych studiich se uziva
znafena antiprotildtka (= konjugat) namifena proti celkovym IgG, kterd rozpoznava
vétSinu IgG subtypt (Clements et al. 2010; Gidwani et al. 2011; Kostalova et al. 2015;
Kostalova et al. 2017).

Dynamika specifické IgG odpovédi byla studovana u riznych druhli zvitat
experimentalné vystavenych opakovanému pobodéni flebotomy (Hostomska et al. 2008;
Vlkova et al. 2012; Martin-Martin et al. 2015). U vsech testovanych druhti (mysi, kralici
a psi) doslo ke vzniku specifické protilatkové odpovédi v rozmezi 2.—5. tydne od prvé
expozice, pficemz v pribéhu kazdotydennich séni se hladina protilatek dale zvySovala.
Nésledujici prabéh kinetiky IgG se po skonceni imunizace u riznych kombinaci
hostitel-ptenase¢ mirné 1iSil. U mysi a kralikd imunizovanych P. perniciosus zlstala
hladina IgG po fadu tydnt vysoka (Martin-Martin et al. 2015). Hladiny IgG BALB/c
mys$i exponovanych postipani P. papatasi po skon¢eni imunizace nadale rostly (Vlkova
et al. 2012), zatimco u psu postipanych Lu. longipalpis doSlo pomérné rychle k jejich
vyraznému poklesu. I pfesto, zlstala hladina IgG v krvi pst v porovnani s negativnimi
kontrolami signifikantné vyssi jest€¢ 19 tydnl po posledni expozici flebotomim
(Hostomska et al. 2008), coz nam umoziuje detekovat protilatky proti slindm
P. perniciosus vytvotrené v jedné sezén€ i na zacatku sezoény nadchazejici (Hostomska
et al. 2008; Kost'alova et al. 2015).

Existence pamétovych B-lymfocyti byla prokdzana u mySi poStipanych
P. papatasi a mysi a kréalikli pobodanych P. perniciosus, kteti byli po nékolika tydnech
bez expozice opct vystaveni poStipani. Hladina IgG po opétovné expozici u vsech
zminénych zvifat signifikantné stoupla; u mysi postipanych P. papatasi doslo k naristu

043 % (Vlkova et al. 2012; Martin-Martin et al. 2015).



Vysledky ptedeslych experimentalnich studii byly déle ovéfeny i v terénni studii
Clements et al. (2010). Pacientim s VL hospitalizovanym 30 dni v nemocnici klesly
hladiny specifickych IgG proti slindm P. papatasi a P. argentipes v praméru o 15 %. Po
propusténi byli pacienti znovu vystaveni postipani flebotomd. Hladiny protilatek
detekovanych u téchto lidi po pll roce dosahovaly jesté vysSich hodnot, nez byly
hodnoty namétfené pied hospitalizaci. Podobnd kinetika IgG byla stanovena pro
P. papatasi i P. argentipes (Clements et al. 2010) .

Skutecnost, ze hladiny IgG kolisaji v zavislosti na pfitomnosti ¢i absenci
expozice postipani, zna¢i, ze IgG jsou vhodnym nastrojem k testovani efektivity
ochrannych opatieni proti nedavné expozici flebotomim (Clements et al. 2010). Tento
poznatek byl zuzitkovan v terénnich studiich testujicich pouziti insekticidnich siti
v domacnostech v ohniscich VL v Indii a Nepalu (Dinesh et al. 2008; Gidwani et al.
2011). Ackoli ve studii Dinesh et al. (2008) k zabranéni poStipani lidi nedoslo,
v nasledujici praci Gidwani et al. (2011) bylo béhem dvou let zaznamenano snizeni
hladiny protilatek proti slinam o 9—12 % v porovnani se skupinou, jez insekticidni sité
nepouzivala.

Anti-SGH IgG protilatky mohou byt téz vyuzity jako marker rizika kozni
leishmaniozy. ZvysSené hladiny protilatek oproti zdravym jedincim byly detekovany
ulidi nakazenych druhem Le. tropica v Turecku (RohouSova et al. 2005),
Le. braziliensis v Brazilii (de Moura et al. 2007) a Le. major v Tunisku (Marzouki et al.
koreluje s rizikem vzniku VL u lidi a pst infikovanych Le. infantum (syn. chagasi)
(Gomes et al. 2002; Aquino et al. 2010; Vlkova et al. 2011). Ve studii Kost'alova et al.
(2015) se naopak u pst prokazala pozitivni korelace mezi anti-SGH odpovédi a aktivni
leishmaniovou infeket.

DalSim a pro tuto praci podstatnym uplatnénim specifické protilatkové odpovédi
proti slinam je také identifikace hostitelskych druht, jez mohou slouzit jako casty zdroj
krve pro flebotomy ¢i jako eventudlni rezervoar leishmanii.

Takovymto hostitelem a potencidlnim rezervoarem infekce v okoli endemické
lokality VL v Brazilii je napt. liSka Cerdocyon thous. Séra vSech testovanych zvifat
vykazovala vysokou hladinu protilatek proti SGH Lu. longipalpis a je tedy mozné, ze
v dané lokalité¢ dochazi k sylvatickému cyklu VL nezavislému na piitomnosti tradi¢nich
rezervoarovych hostitelii. U lisSek nebyly detekovany protildtky proti Le. chagasi,

nicméné pomoci PCR, pfimé detekce z kostni dfené ¢i pitvy nakazenych flebotomi byla
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u tfi z jedenacti vzorkl prokdzana piitomnost vySe zminénych paraziti (Gomes et al.
2007).

Divoci kralici a zajici byli identifikovani jako rezervoarovi hostitelé VL
v jihozapadni ¢asti Madridu. Detekce vysoké hladiny protilatek v sérech odchycenych
zvifat, stejné jako nizka protildtkova odpovéd’ v sérech psi, jez byli diive povazovani za
jediny rezervoar infekce VL v jizni Evropé (Alvar et al. 2004), naznacuje vyznamnou
ulohu zajicovcetl ve vzniku epidemie VL v tomto ohnisku (Martin-Martin et al. 2014).

Ve studii Rohousova et al. (2015), se kterou Castecné souvisi i méa diplomova
prace, bylo zjiSténo, ze ackoli je pfenos VL zplsobené komplexem Le. donovani
v Etiopii povazovan za antroponoticky (shrnuto v Chappuis et al. 2007), séra vSech
testovanych druhit domacich zvifat (ovce, kravy, kozy, psi a osli) obsahuji protilatky
proti slinam piedpokladaného pienaseée infekce P. orientalis (Elnaiem 2011; Seblova et
al. 2013), stejn¢ jako protilatky proti parazitu z komplexu Le. donovani. Konkrétnéji,
celkova séroprevalence IgG protilatek etiopskych zvitat proti slindm P. orientalis ¢inila
23,1 %. Nejvice pozitivnich jedincl bylo zastoupeno mezi psy, ovcemi a osly
(57,1-66,7 %). Psi byli taktéz druhem s nejcastéji diagnostikovanou pozitivni
protilatkovou odpovédi proti Le. donovani (55,9 %), pficemz celkova séroprevalence
vSech etiopskych zvifat €inila 18,9 %. Pozitivné korelovaly hladiny protilatek proti
Le. donovani a SGH P. orientalis u ovci, kde korela¢ni koeficient dosdhl hodnoty 0,65;
o néco nizsi pak byly korelace u krav a koz (Kf = 0,37 pro oba druhy).

Zminéné druhy domécich zvifat byly také testovany na pfitomnost
kinetoplastové DNA (kDNA) leishmanii. Pouze 5,9 % z celkového poctu 546
testovanych zvitat bylo kDNA pozitivnich. Nejvyssi zastoupeni pozitivnich vzorkl bylo
mezi osly (10 %), psy, kozami a ovcemi (5,9-6,7 %). U zadného z testovanych zvifat
nebyly pozorovany znamky onemocnéni VL. Z téchto vysledkt je zfejmé, Ze uvedené
druhy domécich zvifat patrné neslouzi jako rezervoar infekce VL, ale vzhledem
k vysokym procentlim jedincii s protilatkami proti slindm P. orientalis, jsou tato zvitata

pravidelnym zdrojem krve pro pfenasece (Rohousova et al. 2015).

2.4 Rekombinantni proteiny jako markery expozice

Ve slinnych Zzlazdch P. orientalis se nachazi celé spektrum antigennich proteint
(Vlkova et al. 2014). Ptesto je homogenat slinnych zlaz (SGH) jako biomarker expozice
flebotomiim z n¢kolika diivodli nevhodny. Proteinové slozeni slin miize byt ovlivnéno

n¢kolika faktory, naptiklad stafim samic (Volf et al. 2000; Prates et al. 2008). Zejména
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vSak dlouhodoby chov kolonii vyzaduje prostor, specifické podminky a vyskolené
pracovniky, jez jsou schopni slinné Zlazy pitvat v mnoZzstvich dostacujicich i pro pouziti
v rozsahlych epidemiologickych studiich (Kostalova et al. 2017).

VétsSina dosud testovanych rekombinantnich proteind slinnych zlaz flebotomt
byla exprimovéana v bakterialnim systému E. coli (Hamasaki et al. 2009; Vlkova et al.
2012; Martin-Martin et al. 2013b; Drahota et al. 2014). Ackoli se jedna o systém, ve
kterém lze proteiny produkovat rychle, levné¢ a efektivné, velkou nevyhodou je
neschopnost bakterii proteiny posttranslacné modifikovat (shrnuto v Yin et al. 2007).
V tomto kontextu je Casto zminovanou modifikaci zejména glykosylace. Absence
glykosyla¢nich uprav muize vést ke sniZzeni enzymatické aktivity a Spatnému sbaleni
proteintl, jez mlze mit vliv na expozici povrchovych epitopt (Hofinger et al. 2007).

Vliv posttranslacni glykosylace na antigenicitu slinnych proteinti flebotomut
dosud nebyl studovan. Pomérné¢ mnoho studii se vSak vénovalo vlivu glykosylaci na
antigenicitu a imunogenicitu proteinil virovych obali ¢i bakteridlnich kapsuli (Ansari et
al. 2006; Dowling et al. 2007; Berud et al. 2010; Gavrilov et al. 2011). V nékterych
studiich dosli autofi k zavéru, ze jednotlivé glykany na povrchu virl prostoroveé omezuji
pfistup neutralizacnich protilatek k epitoptim proteinti, a tudiz dochazi k niz§imu
rozpoznavani protilatkami (Fournillier et al. 2001; Wei et al. 2003). Naopak v praci
Gavrilov et al. (2011) se ukézalo, Ze deglykosylované virové proteiny vazou nizsi
hladiny neutralizacnich protilatek v porovnani s plné¢ glykosylovanymi proteiny.
Vzhledem ke komplikované situaci a moznym vedlejSim ucinkiim absence glykosylaci
se proto pii vybéru proteinii pro expresi v rekombinantni form¢ stanovuje kromé
antigenicity také potencidlni pfitomnost N- a O-glykosylaci jednotlivych proteint.
Preferencné jsou vybirany ty proteiny, jejichz mira glykosylace je v nativni formé co
nejnizsi, a tedy i riziko ovlivnéni jejich antigenicity vlivem posttranslaéni modifikace je
minimalni.

Alternativou bakteridlniho systému jsou hmyzi a sav¢i expresni systémy. Vyroba
vétSinou niz$i (shrnuto v Yin et al. 2007). Oba systémy jsou schopny vsSech
posttransla¢nich modifikaci, nicméné hmyzi buiiky jsou limitovany v tvorb& nékterych
N-glykosyla¢nich uprav; konkrétné¢ v mistech, kde sav¢i buniky syntetizuji terminalné
sializované N-glykany, vznikaji v hmyzich bunkach glykany zakoncené
paucimandzovym zbytkem (Shi a Jarvis 2007). Ackoli se zd4 byt pouziti hmyzich

buné¢k pro piipravu slinnych proteint flebotomi nejptirozenéjsi zptisob exprese, dosud
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zadny z publikovanych slinnych proteini flebotomt takto exprimovan nebyl. Naopak
rekombinantni proteiny uréené primarné k testovani lidskych sér byly vyrobeny
v savéim expresnim systému (Teixeira et al. 2010). I u sav¢ich bungk je tfeba zohlednit,
ze jednotlivé linie bun¢k se li§i mirou glykosylace, kterd by méla odpovidat nativnim
proteinim (Croset et al. 2012). V pfipadé¢ bunéfnych linii, u nichz dochazi
k hyperglykosylacim, by mohlo dojit k pfekryvani antigennich mist proteini cukernymi
fetézci.

V nasledujicich podkapitolach bych se rada blize vénovala rodindm slinnych
proteinti flebotomt, jez byly pfipraveny v rekombinantni formé a testovany se séry
hostitell pfirozené ¢i experimentalné pobodanych flebotomy. S ohledem na rozsah této

prace jsou zminény pouze rodiny, jeZ jsou relevantni pro navazujici praktickou ¢ést.

2.4.1 Apyrazy

V bakteridlnim expresnim systému E. coli byly za denaturujicich ¢i nativnich podminek
exprimovany dvé slinné apyrazy rSPO1B a rSPO1 ze slinnych Zlaz P. perniciosus, které
specificky reagovaly se séry experimentalné¢ pobodanych psii a mysi na imunoblotu
i1 v ELISA testu. Protilatkova odpovéd mysi i psii proti obéma apyrazdm exprimovanym
v denaturované formé¢ siln¢ korelovala s IgG protilatkovou odpovédi proti celym
slinnym zlazam. Mira korelace se vyjadiuje pomoci korela¢niho koeficientu (Kf), ktery
pro oba proteiny dosahoval velmi vysokych hodnot (Kf = 0,89-0,91).

Odpovéd’ proti nativné exprimované apyraze korelovala s odpovédi proti SGH
pouze v testech s mySimi séry. Pii pouziti psich sér u tohoto proteinu dosahoval
korela¢ni koeficient hodnoty pouze 0,24. Rozdil mezi vysledky Kf denaturované
a nativni formy téhoz proteinu je pravdépodobné zplsoben rtiznou expozici epitopl
vzniklou pfi zméné konformace (Drahota et al. 2014).

Imunogennim vlastnostem apyrazy rSPO1B exprimované v nativnim prostiedi se
vénuje také prace Martin-Martin et al. (2013b), antigenicita byla testovana s mysSimi
a kfe¢Cimi séry, se kterymi protein rSPO1B specificky reagoval (Martin-Martin et al.
2013b). Stejny protein byl pouzit pii testovani kinetiky protilatek proti slindm
u experimentalné postipanych mysi. Kinetika celkovych IgG protilatek proti rSPO1B
a celym slinnym Z14zdm byla velmi podobnd, ackoli vznik protilatkové odpovédi proti
rSPO1B byl pozorovan o tyden diive. Kfivky popisujici hladinu IgGl se u obou

antigenll témét shodovaly. Zajimavy vysledek pak bylo mozno spatfit pti detekci [gG2a

13



protilatkové odpoveédi proti rSPOIB. U néekterych z mysi doslo k jeji tvorbé
v intervalech a hladinach srovnatelnych s tvorbou IgG a IgG1, zatimco u ostatnich mys$i
se kiivka podobala spiSe neexponovanym kontrolam (Martin-Martin et al. 2015).

Rekombinantni apyrdza rSP01B exprimovana v nativnim prostedi byla pouzita
také v terénni studii, ve které byly detekovany protilatky proti slindm P. perniciosus
v sérech divokych kraliki a zajict z ohniska VL ve Spanélsku. PouZitelnost rSPO1B
jako markeru expozice pro tyto zajicovce dokazuje vysoka korelace se slinami v ptipadé
obou testovanych druht (Kfuji = 0,71; Kfiuii = 0,67), stejné jako reakce sér
pozitivnich pro SGH s rSPOIB na imunoblotu. Podobné byla vyuzita antigenicita
apyrazy rSPOl anativné¢ purifikované rSPO1B v testovani UC€innosti ochrannych
opatfeni zamétenych proti poStipani psii samicemi P. perniciosus. 1 zde byla nalezena
silna korelace se slinami (Kf = 0,86 pro oba proteiny) (Martin-Martin et al. 2014).

Rekombinantni apyraza P. duboscqi rPduApy 2 byla taktéZz exprimovandna
v bakteridlnim systému E. coli (Hamasaki et al. 2009). Reagovala se sérem poStipané
my$i na imunoblotu, je ale tfeba zminit, Ze v této praci bylo pouzito sérum pouze jedné
my$i, a pro dosazeni komplexni informace o antigenicit¢ zminéného rekombinantniho
proteinu by bylo zdhodno provést testovani s vétSim mnozstvim sér.

Rekombinantnim proteinem testovanym na pfirozené postipanych psech je
apyraza rLJL23 slinnych 714z Lu. longipalpis. Tento protein exprimovany v savéim
systtmu byl rozpoznavan protilitkami psi z ohniska VL. Pfi testovani rLJL23
s lidskymi séry ze stejné oblasti vSak nedoslo na imunoblotu k zddné viditelné reakci

(Teixeira et al. 2010).

2.4.2 D7-related proteiny
Vlkova et al. (2012) testovala dva rekombinantni D7-related proteiny P. papatasi se
séry mysi experimentalné postipanych timto druhem. U rekombinantniho PpSP30 D7rp
byla silna reakce na imunoblotu pozorovana u 4 z 5 exponovanych mysi. Druhy
rekombinantni D7rp, PpSP28, nebyl rozpoznan zadnym z pouzitych mysich sér (Vlkova
etal. 2012).

Rozdilné vysledky v testovani antigenicity byly zjiStény u rekombinantniho
D7rp proteinu P. perniciosus. Protein rSP04 exprimovany v bakteridlnim systému
v nativni formé nebyl na imunoblotu rozezndn mysSimi ani psimi séry. Pfi testovani

mySich sér v ELISA testu nékteré ze zvifat s rSP04 slabé reagovaly, avSak hladina
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protilatek se blizila hodnotdm negativnich kontrol. Obdobného vysledku bylo dosazeno
také v ELISA testu s psimi séry (Drahota et al. 2014). Na druhou stranu totozny protein
rSP04 ve studii Martin-Martin et al. 2013b na imunoblotu spolehlivé rozeznaval séra
kieckli 1 mysi experimentadlné¢ exponovanych postipani P. perniciosus. Odpovidajici
nativni slinny D7rp, byl vSak pfi pouZiti celych slinnych zl4z jako antigenu, rozpoznan
pouze kiec¢imi, nikoli mySimi séry. Jedno z moznych vysvétleni je rozdilné schéma
imunizace pouzitych my$i (Martin-Martin et al. 2013b).

Rekombinantni rSP04 byl téz pouzit k testovani kinetiky protilatek u BALB/c
my$i. Vznik a nartst hladin IgG i1 IgG1 proti rSP04 byl pomalej$i nez pro hladiny
anti-SGH protilatek a jejich nejvyssi hodnoty byly detekovany v pozdéjsich intervalech
imunizace (Martin-Martin et al. 2015).

V sav€im systému exprimovany rekombinantni D7rp LJL13 slinnych zlaz
Lu. longipalpis byl rozpoznavan séry experimentalné i pfirozené postipanych psi. Se
séry lidi exponovanych bodnuti tomuto pfenaseci LJL13 nereagoval (Teixeira et al.

2010).

2.4.3 Yellow-related proteiny

Yellow-related proteiny patfi mezi rodinu vysoce antigennich slinnych proteint a jsou
nejcasteji testovanym antigenem v fad¢ experimentalnich i terénnich studii (Souza et al.,
2010).

Prvnimi z uméle exprimovanych Yrp proteint slinnych zlaz flebotoml byly
rLIM17, tLIM11 a rLIM111 Lu. longipalpis. Tyto proteiny produkované v savéim
expresnim systému byly testovany jako antigeny se séry psi, liSek a lidi zijicich
v endemickych oblastech VL. Nejlepsi antigenni vlastnosti prokéazal rLJM17, ktery byl
rozezndn IgG protilatkami obsazenymi v sérech vSech zminénych hostiteld.
Yellow-related protein rLJM11 byl rozpoznan séry pst a lidi, zatimco rLIMI111
pozitivné reagoval pouze s lidskymi séry (Teixeira et al. 2010).

Antigenicita proteinti tLIM17 a rLIM11 byla dale testovana se séry déti Zijicich
v oblasti VL, u kterych byla pti opakovanych odbérech krve zjisténa sérokonverze IgG
protilatek proti slinnym zldzam. Oba proteiny zachytily sérokonverzi v rizném poctu
vzorkl, kombinaci proteinii se pocty pozitivnich sér zvysily, nicméné nedosahly pocti
pozitivnich sér detekovanych pomoci SGH. Imunoblot s vybranymi séry ukazal, ze

rLIM17 rozpoznal séra, kterd rLJM11 nerozpoznal a naopak. Pouziti obou proteint by
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tedy mélo vést ke zvySeni senzitivity testovani. Kombinace téchto proteint byla proto
dale pouzita v hlavni studii s 1074 séry. Ackoli korelace s SGH byla pouhych 38 %,
senzitivita testli s pouzitim SGH jako standardu ¢inila 77 % a specifita 88 % (Souza et
al. 2010).

K testovani potencialnich zktizenych reakci rLIM17 a rLIMI11 se slinnymi
proteiny Lu. intermedia byla pouzita séra lidi pochézejicich z endemickych oblasti
kozni leishmaniozy, kde je hlavnim pienaSeCem Lu. intermedia, a oblasti s vyskytem
VL, za jejiz ptenos je zodpovédna Lu. longipalpis. Ve studii Teixeira et al. (2010)
reagovaly oba rekombinantni proteiny pouze se séry z oblasti vyskytu Lu. longipalpis.
V navazujici praci Souza et al. (2010) se navic ukdzalo, ze pouziti rLIM17 a rLIM11
jako antigent vede v porovnani s SGH k identifikaci mensiho poctu zktizenych reakci
mezi Lu. longipalpis a Lu. intermedia, a tedy vysS$i specificit¢ imunologického
testovani. Je vSak tfeba zminit, Ze druhy Lu. longipalpis a Lu. intermedia 7iji v jinych
ekosystémech a pouze vyjimecné jsou lidé postipani obéma druhy soucasné (Souza et
al. 2010).

Dosud jedinou praci zabyvajici se detekei protilatek u domécich zvifat s cilem
zjistit, které aredly jsou pro clovéka rizikové z hlediska postipani Lu. longipalpis, je
studie Soares et al. (2013). V této préci byly detekovany hladiny IgY protilatek proti
slindm a rekombinantnim Yrp u domdcich kufat. Protein rLJM11 rozpoznéaval vSechna
séra kurat exponovanych Lu. longipalpis, pricemz korelacni koeficient se slinami Cinil
0,42. Yellow-related protein rLIM17 detekoval 86,6 % kufecich sér pozitivnich na
SGH, nicmén¢ jeho korelace se slinami nabyvala zapornych hodnot (Kf = -0,33). Test
s pouzitim rLJM17 jako antigenu se tedy ukazal jako nefunkéni (Soares et al. 2013).

DalSim druhem flebotoma, jehoZ Yrp byly pouzity zejména v terénnich studiich,
je P. perniciosus. Antigenicita rekombinantniho SP03B byla nejprve otestovana
v imunoblotu se séry experimentalné postipanych mysi a psti. V ELISA testu pak bylo
pro oba druhy zvifat dosazeno vysokého korela¢niho koeficientu s odpovédi proti
slinnym zlazdm (Kfnys = 0,93; Kf,si = 0,89) (Drahota et al. 2014).

Diky silné antigenicité odpovidajici SGH byl protein rSPO3B a také kombinace
proteini rSPO3B a apyrazy rSPOl vyuzit ke sledovani distribuce a dynamiky
protilatkové odpovédi u 56 pst pfirozené postipanych P. perniciosus, kterym byla
opakované odebirdna krev. Korela¢ni kiivky rekombinantnich proteini a celych
slinnych 7laz demonstrujici dvé sezény tvorby a poklesu IgG protilatek jsou si velmi

podobné. Konkrétnéji, korelace protilatkové odpovédi mezi slinnym homogenatem
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a proteinem rSP03B cinila 77 %, zatimco korela¢ni koeficient SGH s rSP03B+rSP01
dosahl 65 %. Vzijemna korelace rekombinantii rSPO3B a rSP03B+rSP0O1 nabyvala
75 %. Z téchto vysledki lze soudit, ze kombinace Yrp rSP03B s rekombinantni
apyradzou v tomto piipadé neni pfinosnd, zatimco samotny Yrp rSP03B je slibnym
kandidatem na marker expozice pro druh P. perniciosus (Kostalova et al. 2015).

Predmétem dalsi prace Kostalové et al. (2017) bylo porovnat hladiny protilatek
u pst ze tii riznych endemickych lokalit vyskytu VL a zjistit, zda protein rSP03B lze
pouzivat v celém aredlu rozsiteni P. perniciosus, od Italie az po Portugalsko. U 118 psi
z jizni Italie korelace IgG protilatek proti rSPO3B a slinam dosahovala 73 %. U 96 psich
sér ze stfedni Italie byl Kf trochu nizsi (56 %), zatimco protilatkova odpoveéd’ sér 341
pst z metropolitni oblasti portugalského Lisabonu se mezi zminénymi antigeny
shodovala v 81 %.

Zaroven byla pomoci imunoblotu testovana podobnost antigennich epitopi Yrp
slinnych Zlaz a rekombinantniho Yrp SPO3B. Inhibi¢ni test ukazal, ze vSechny IgG
protilatky specifické pro nativni Yrp se bcéhem preinkubace se séry vazi na
rekombinantni formu téhoz proteinu, a béhem vyvolani barevné reakce dojde ke
kompletnimu vymizeni odpovidajiciho pruhu na imunoblotu. Antigenni epitopy nativni
formy v celych zldzach ina rekombinantni form¢ proteinu tedy rozeznavaji stejné
protilatky obsazené v psich sérech. Pro ovéteni specificity tohoto inhibi¢niho testu byla
pouzita rekombinantni forma jiného, neantigenniho Yrp (42kDa SP03). IgG protilatky
vytvofené v sérech postipanych pst z riznych oblasti vyskytu P. perniciosus tedy
specificky reaguji s testovanym rekombinantnim Yrp rSP03B (Kostalova et al. 2017).
Zadna kauzalita ale nebyla nalezena mezi hladinou protilatek proti rSPO3B a akutnim
onemocnénim pst nakazenych VL, proto se jako marker rizika onemocnéni zda byt
zminény rekombinantni protein nevhodny (Kostalova et al. 2015).

Yellow-related protein rSP03B byl taktéz (podobné jako apyraza) vyuzit
k detekei protilatek v krvi divokych zajicti a kraliki v endemické oblasti VL v Madridu.
V této studii byly zjistény vysoké korelace protilatek proti rSPO3B s protilatkami proti
SGH v sérech obou druhti zajicovel (Kfyaici = 0,9; Kfiwaiei = 0,71). Imunogenicita
rSP0O3B se séry téchto zvifecich druhii byla prokdzana také na imunoblotu. Detekovana
protilatkovd odpovéd’ proti SGH 1 rSP03B vedla autory k hypotéze, Ze divoci kralici
izajici mohou v Madridu slouzit jako potencidlni zdroj ndkazy VL pienaSené
P. perniciosus (Martin-Martin et al. 2014).

V rekombinantni formé byly exprimovany také 2 Yrp druhu P. papatasi.
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Proteiny rPpSP44 a rPpSP42 byly testovany na imunoblotu se séry pfirozené
exponovanych mysi. Ackoli zejména protilatkova reakce s rPpSP44 byla velmi silna,

oba proteiny byly rozpoznany pouze tiemi z péti pouzitych sér (Vlkova et al. 2012).

2.4.4 Antigen-5 related proteiny

Rekombinantni Ag5rp byl dosud studovany pouze Drahotou et al. (2014): protein rSP07
ze slinnych zl4z druhu P. perniciosus exprimovany v bunikdch bakterie E. coli byl
testovan se séry experimentalné poStipanych pstt a mysi. K rozpoznani rSP07 jako

antigenu vSak nedoslo ani v ELISA testu ani na imunoblotu (Drahota et al. 2014).

2.4.5 ParSP25-like proteiny

Drahota et al. (2014) se ve své praci zabyval také testovanim antigennich vlastnosti
ParSP25-like proteinii. Rekombinantni protein rSPO8 slinnych zlaz P. perniciosus byl
exprimovan v nativni form¢ v bakteridlnim systému E. coli a nasledné testovan se séry
experimentalné postipanych psti a mysi. Na imunoblotu se séry obou druht zvifat byla
zaznamenana pozitivni reakce, avSak v ELISA testu se vysledky liSily. S pouzitim
mysich sér dosadhl rSPO8 100% korelace se slinnymi zlazami, naopak u psich sér nebyla
korelace anti-rSPO8 IgG s protilatkami proti celym slindm signifikantni. Odli§né
chovani rSP08 s psimi séry v ELISA testu a na imunoblotu je zfejmé zplisobeno riiznou

expozici antigennich epitopii v téchto testech (Drahota et al. 2014).

2.5 Peptidy jako markery expozice

Syntetické peptidy piredstavuji typ molekuly schopné napodobit antigenni mista
(B-bunécné epitopy) proteind, na néz se vazi protilatky. Mohou byt generovany jako
ptesné kopie fragmentil proteinu nebo jako sekvence aminokyselin obsahujici chemické
modifikace (GroB et al. 2016).

Vyhodou syntetickych peptidit je v porovnani s rekombinantnimi proteiny
predevsim jejich vyroba ve velkém mnozstvi. Ve slinach flebotomt se vyskytuje fada
proteinti, které jsou si strukturné znacné podobné (viz podkapitola 2.2). Proto i pfii
pouziti rekombinantnich proteinli v sérologickych testech vznika riziko zkiiZzenych
reakci. Vybérem sekvenci peptidi specifickych pouze pro konkrétni druh Ize docilit

1 zvySeni specificity v imunologickych testech. Naopak k moznému sniZeni senzitivity
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detekce postipanych hostiteli mize ptispivat fakt, Ze ne vSichni jedinci exponovani
hmyzimu pfenaSeci produkuji protilatky zaméfené na jeden konkrétni epitop slinného
proteinu, jenz byl vybran k syntéze peptidu. Studie Vlkova et al. (2012) prokazala, ze
pouziti rekombinantnich proteinii misto celych slinnych zldz vede k niz§i hladiné
detekce protilatek v sérech mysi experimentadlné posStipanych druhem P. papatasi.
Ackoli u vSech mysi doslo k produkci protilatek proti SGH, zadny ze Ctyf testovanych
rekombinantnich proteini nebyl rozpoznavan vSemi séry. Redukce nékolika epitopt,
vyskytujicich se na slinném proteinu, na pouze jeden epitop peptidu tedy vede
k dalSimu snizeni senzitivity. Tento problém je mozno Caste¢né vyfeSit souCasnym
pouzitim nékolika peptidii (Dama et al. 2013).

U flebotomi dosud nebyly antigenni vlastnosti peptidi publikovany, avSak
vysledky, kterych bylo dosazeno u komdart a much tse tse, se zdaji byt velmi slibné.
Prozatim nejvétSich uspécht bylo dosazeno s peptidem gSG6-P1 ze slinnych zlaz
komplexu Anopheles gambiae, jez se osved¢il jako antigenni biomarker expozice v fadé
terénnich studii (Poinsignon et al. 2009; Drame et al. 2010; Sagna et al. 2013; Londono-
Renteria et al. 2015). Tento peptid byl navrzen podle sekvence slinného proteinu gSG6
(salivary gland protein 6), ktery je exprimovan pouze u dospélych samic komarti rodu
Anopheles (Poinsignon et al. 2008; Lombardo et al. 2009). Peptid gSG6-P1 obsahuje
doménu konzervovanou mezi riznymi druhy rodu Anopheles, coz umoziuje jeho
pouziti pro $ir$i spektrum druhtl, ale zaroven znemoziiuje odliSeni jednotlivych druhti
od sebe. Reakce s IgG protilatkami lidskych sér byla zaznamendna u starosvétskych
(A. funestus, A. gambiae) i novosvétskych (A. albimanus, A. darlingi, A. punctimacula)
druhti (Poinsignon et al. 2008, 2010; Londono-Renteria et al. 2015).

Ve studii Poinsignon et al. (2009) byla testovana séra déti pochézejicich z oblasti
Senegalu s nizkym vyskytem komard. Ackoli bylo v danych oblastech tradicnimi
entomologickymi metodami odchyceny pouze malé pocty samic Anopheles, 1gG
odpovéd proti gSG6-P1 v priubéhu sezdny signifikantné stoupala. Pouziti tohoto peptidu
by tedy mohlo nahradit béZzné odchytové metody a zvysit uc¢innost méfeni vyskytu
komara (Poinsignon et al. 2009). Diky svoji vysoké senzitivité, maji gSG6-P1 peptidy
velmi vyrazny potencidl pfi kontrole ochrannych opatieni proti pfenosu malarie (Drame
et al. 2010). Po dvou meésicich, kdy byly aplikovany deltamethrinem oSetfené
moskytiéry se snizilo procento lidi s pozitivni anti-gSG6-P1 protilatkovou odpovédi
z relativné konstantnich 64-81 % na 5 %. Takovyto rychly pokles IgG protilatek po

pouziti insekticidem napuSténych siti se zdd byt unikatni vlastnosti protilatkové
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odpovédi proti gSG6-P1, ktera je kratkodobd, nedochdzi-li k pravidelné antigenni
stimulaci. Tato vlastnost je velmi dulezita pii kontrole efektivity kontroly pfenaSect
(Drame et al. 2010).

V porovnani s homogenatem slinnych 714z a rekombinantnim proteinem gSG6,
je peptid gSG6-P1 rozpoznavan lidskymi IgG s daleko vyssi senzitivitou. Je tedy
mozné, ze pro vytvoreni anti-gSG6-P1 protilatkové odpovédi je dostacujici expozice
s nizkou frekvenci postipani, zatimco protilatky proti celym proteinim se vytvaii az po
mnoha pravidelnych sanich. Peptid gSG6-P1 se tedy zda byt vhodnym markerem
expozice zejména v oblastech s nizkou denzitou komart rodu Anopheles (Poinsignon et
al. 2009).

Skutecnost, ze hladiny protilatek korelujici s frekvenci postipani komary rodu
Anopheles, by méla umoznit identifikovat oblasti s vyssi pravdépodobnosti ptenosu
malarie (Badu et al. 2012; Sagna et al. 2013). Tento piedpoklad byl potvrzen také ve
studii Londono-Renteria et al. (2015), kde bylo zjiSténo, ze ucastnici studie s vysokou
anti-gSG6-P1 protilatkovou odpovédi méli 20,24 x vyssi pravdépodobnost nakazy
malarie oproti lidem s nizkymi titry protilatek. Naproti tomu v nckterych oblastech
Kolumbie, kde se vyskytuje velké mnozstvi komart rodu Anopheles a tudiz dochazi
k pfenosu malarie Casto, nebyl nalezen signifikantni rozdil mezi anti-gSG6-P1
hladinami protilatek malarii nakazenymi a zdravymi jedinci. V hyperendemickych
oblastech, kde je s vysokou frekvenci komary postipdna vétSina populace nelze tudiz
tento marker expozice vyuZzit pro stanoveni rizika ndkazy. Pro tyto studie je tfeba nalézt
specifictéjsi biomarker. Obdobné nelze tento marker pouZzit v oblastech, kde je pouze
cast komart Anopheles schopna ptenosu plasmodii (Londono-Renteria et al. 2015).

DalSim druhem komaéra, u n€hoz byly bioinformaticky navrzeny a syntetizovany
peptidy slinnych proteintl, je Aedes aegypti. Nejlepsich antigennich vlastnosti dosahl
N-term-34 kDa peptid, jenz byl pouzit k testovani lidskych sér z endemickych oblasti
jizntho Beninu. V pribéhu dvou let hladiny IgG protilatek kolisaly dle sezony
a pozitivné korelovaly s intenzitou obdobi destt (Ndille et al. 2012).

U lidi pobodanych glosinami je nejslibnéj$im peptidem epitop slinnych zlaz Tse
tse growth factor 1, podle n¢hoz byl syntetizovan peptid Tsgfligas. Protilatkova
odpovéd’ proti Tsgflisas byla méfena ve dvou africkych populacich exponovanych
glosindam. V obou z nich byla hladina anti-Tsgfls.43 IgG signifikantné vys$i nez
v kontrolnich skupinach. Naproti tomu homogenat slinnych 714z byl rozpoznavan také

séry z oblasti bez vyskytu glosin, ktefi dle pouziti peptidi spadali do skupiny
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negativnich kontrol. Z toho lze usuzovat, ze detekce anti-Tsgfl;s4s protilatek je
specifictéjsi a jedna se o vhodny biomarker expozice. Vyssi protilatkova odpovéd’ proti
slinnému epitopu Tsgf15.43 u pacientli trpicich spavou nemoci oproti zdravym jedinciim
navic nasvédcuje tomu, ze dany peptid lze vyuzit také ke zhodnoceni rizika infekce
spavou nemoci v endemickych oblastech Afriky (Dama et al. 2013). Stejny peptid byl
pouzit ke zhodnoceni efektivity kontrolniho programu, jehoz soucasti bylo zavedeni
insekticidem napusténych panelll v okoli vesnic na pobtezi Guiney. Jiz po prvnim roce
instalace byl vidét signifikantni pokles anti-Tsgflisas IgG protilatek, naopak ve
vesnicich bez jakékoli kontroly pfenasecti doslo naopak k mirnému zvySeni protilatkové
odpoveédi (Courtin et al. 2015).

Dosud jedinym publikovanym peptidem hodnoticim expozici domdcich zvifat,
konkrétn€ skotu, vii¢i bodnuti much tse-tse je peptid Tsalls, 75 pochazejici ze sekvence
Tsetse salivary gland proteinu 1 druhu Glossina morsitans morsitans. Antigenni
vlastnosti tohoto peptidu byly prokazany pii detekci specifickych protilatek v séru
ptirozené postipaného skotu. Potencidlni nespecifické reakce byly vylou¢eny v ELISA
testech se séry skotu z kontrolnich skupin z oblasti bez vyskytu glosin stejné jako ve
skupinach exponovanych ovadim, bodalkdm, komdrim a klistatim. K dalSimu
testovani peptidu Tsalls,7s byla pouzita séra experimentalné postipaného skotu. Séra
byla rozdélena do dvou skupin dle miry expozice. Na jedincich v prvni skupiné sélo
10 glosin jednou tydné a jiz po tfech tydnech bylo mozno pozorovat narast hladiny
anti-Tsalls;.7s protilatek, které pfetrvaly po dobu 11-ti tydnii pravidelné expozice.
Podobné kinetika protilatek byla prokdzana i pifi pouziti celych slinnych Zlaz jako
antigenu. Naopak ve skupiné vystavené bodnuti 50ti glosin dvakrat tydn¢ se protilatky
vytvotily pouze proti proteinim celych slinnych zlaz a u antigenu Tsalls;.7s nebyla
zaznamenana téméf zaddna protilatkova odpovéd’. Na zakladé tohoto vysledku autofi
predpokladaji, ze peptid Tsallsy751ze pouzit jako marker expozice pouze u zvifat
zijicich v oblastech s nizkou expozici glosin a neni vhodny pro méfeni intenzity

expozice (Somda et al. 2016).
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Slinné Zlazy flebotomi druhu P. orientalis a jejich pitvy

Jako standard, se kterym byly srovnavéany testované antigeny (rekombinantni proteiny

a peptidy), byl pouzit SGH druhu P. orientalis. Kolonie tohoto druhu pochazi z lokality
Melka Werer na severozapadu Etiopie a je od roku 2008 drZena v laboratornich
podminkach katedry Parazitologie, PfTF UK. PéCe o ni je obstardvana dle instrukci
uvedenych v publikaci Volf a Volfova (2011). Pro pitvu slinnych zlaz se pouzivaly
samice flebotomt staré 3—5 dni. Po znehybnéni na ledu a odtrzeni nohou byly pitvany
na podloznim sklicku v kapce Tris-NaCl pufru. Pod binokularni lupou jim byla pomoci
pitevnich nastrojii odtrzena hlava s parem slinnych z1az. Aby doslo k co nejvétSimu
oCisténi zlaz od tekutin uvolnénych z roztrZzeného téla, byla hlava se zldzami pfevedena
do nové kapky, v niz byly Zlazy oddéleny od hlavy a pfeneseny do mikrozkumavky
s ptipravenym 10x zfedénym Tris-NaCl pufrem (standardni pomé&r 1 zlaza / 1 ul pufru).

Zlazy byly nadale uchovavany pfi teploté -20 °C.

3.2 Pouzita séra

K testovani rekombinantnich proteinii a peptidi jako moznych antigenii byla uZzita séra
domacich zvitat z lokalit Addis Zemen, Sheraro a Humera ze severu a severozapadu
Etiopie. Dané¢ lokality se ptekryvaji s aredlem vyskytu P. orientalis (Gebresilassie et al.,
2015). Pomoci ELISA testi s SGH jako antigenem bylo zjisténo, Ze vyznamné
mnozstvi sér obsahuje protilatky proti slinnym proteinim tohoto druhu flebotoma
(Kostalova (2012)). Proto byla tato séra vyhodnocena jako vhodna také k detekci
protilatek pomoci rekombinantnich proteint a peptidi. Celkem bylo pouzito 36 psich,
179 ov¢ich, 34 kravskych a 233 kozich sér. Odbér a jejich zpracovani je popsano
v publikaci Rohougova et al. (2015). Jako negativni kontroly slouzila séra zvifat z Ceské
republiky (Fakulta veterindrniho lékarstvi v Brné — 20 ovcich, 2 kozi séra; Statni
veterinarni ustav v Praze — 10 ov¢ich, 13 kozich sér) a laboratornich chovii v Némecku
(Bayer Animal Health, 14 psich sér). Mysi séra (14 pozitivnich, 9 negativnich) byla
ziskana z laboratornich chovl katedry Parazitologie, PfF UK. Kazda z pozitivnich mys$i

byla alesponi 11x postipana vice nez sto samicemi P. orientalis.
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3.3 Identifikace antigennich slinnych proteint P. orientalis

Slinné proteiny P. orientalis byly separovany na SDS-PAGE elektroforéze a poté
identifikovany pomoci hmotnostni spectrometrie v laboratoii OMICS Proteomika
(Biocev) nebo byla pomoci imunoblotu s psimi séry testovana jejich antigenicita, viz

dale.

3.3.1 SDS-PAGE elektroforéza

Byla pouzita vertikdlni aparatura Mini-Protean 3 (Bio-Rad) a separace probihala na
12% gelu za neredukujicich podminek. Homogenat slinnych Zlaz P. orientalis byl
v poméru 2:1 smichan s neredukujicim vzorkovym pufrem, 3 min povafen a nanesen
v objemech po 60 pl do tfi jamek pétijamkového hiebenu. Do ¢tvrté jamky bylo
naneseno 12 pl standardu (BenchMark Protein Ladder, Invitrogen). Elektroforéza

probihala asi 45 min pfi limitnim napéti 200 V.

3.3.2 Imunoblot s psimi séry

Rozdélené proteiny byly nésledné preblotovany na nitrocelul6zovou membranu a jejich
pfitomnost potvrzena reverzibilnim barvenim Ponceau Cerveni. Poté byla membrana
rozfezéna na prouzky, které se nejprve inkubovaly v blokovacim médiu (5% odtu¢néné
mléko fedéné v Tris-Tween) pies noc ve 4 °C. Poté byly prouzky 3 x 5 min promyty
v Tris-Tween a inkubovany 1 hod se smésnym vzorkem péti psich sér fedénych 1 : 50
v Tris-Tween. Dva ze vzorkli obsahovaly séra etiopskych psi exponovanych
P. orientalis, zatimco tfeti vzorek byl tvofen kontrolnimi séry psi z Némecka. Po
opetovném promyti (3x5 min v Tris-Tween) ndasledovala 1 hodinova inkubace
s peroxiddzou s navéazanou sekundarni protilatku fedénou 1 : 3000 v Tris-Tween. Po
skonceni inkubace byly prouzky opét promyty (2x5 min v Tris-Tween a 1 x 5 min
v Tris-NaCl pufru). K vizualizaci antigennich proteini byl pouzit roztok s Tris-NaCl
s diaminobenzidinem a peroxidem vodiku. Vznikla reakce byla asi po 10 min inkubace

ve tm¢ zastavena promytim destilovanou vodou.

3.4 Rekombinantni proteiny

Celkem bylo testovano 5 rekombinantnich proteinti: D7-related protein rPorSP67,
apyraza rPorSP15, antigen 5-related protein rPorSP76, yellow-related protein rPorSP24
a ParSP25-like protein rPorSP65. VSechny tyto proteiny byly v rdamci dlouhodobého
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vyzkumu v nasi laboratofi identifikovany jako antigeny (pomoci imunoblotu se slinami
P. orientalis, cDNA knihovny a proteomu) a exprimovany zaklonované v pET-42

plazmidu v expresnim systému Escherichia coli (E. coli BL21 (DE3) gold (Agilent)).

3.4.1 Exprese rekombinantnich proteini z bakterialniho systému E. coli

Bakterie obsahujici plazmidy s danym rekombinantnim proteinem byly uchovavany pfi
teploté -80 °C. Pomoci 100 pl pipety bylo hrotem Spicky odebrano ptiblizné 10-20 pl
zmrzlych bakterii, které byly pfeneseny do zkumavky s 10 ml tekut¢ho LB média.
K nim bylo pfidano 10 ul Sirokospektralniho antibiotika kanamycinu, jez zabranilo
rastu cizim bakteridlnim kmentim v médiu. Tato smés se inkubovala ptes noc v 37 °C
za trvalého tfepani. Druhého dne byla smés ze zkumavek s bakteriemi pfenesena do
Erlenmayerovych banék s 200 ml LB média. Inkubace pokracovala za stejnych
podminek do doby, nez optickd denzita narostlych bakterii dosdhla hodnoty 0,6-0,8.
Poté byla pfidanim isopropyl f-D-1-thiogalactopyranosidu (IPTG) indukovéana exprese
proteinli. Po 4 hodindch inkubace bylo médium s namnoZenymi bakteriemi
centrifugovdno (15 min, 4500 RPM). Pro findlni pfecisténi byl pelet resuspendovan
v 5 ml 10 x zfedéného Tris/NaCl pufru a za stejnych podminek byly zkumavky stoceny
jesté jednou. Vznikly pelet byl ulozen v -20 °C. Po rozmrznuti bylo do peletu pfidano
5ml pufru B a vznikld smés byla pomoci pipety resuspendovana. Bunécénd sténa
bakterii byla na ledu rozrusena sonikaci po dobu 3 min, lyzat byl centrifugovan 35 min

(40 tis. RPM; 4 °C) a poté byl odebran supernatant s exprimovanymi proteiny.

3.4.2 Purifikace rekombinantnich proteini

Purifikace rekombinantnich proteinii znacenych His-tag probihala na kolonich za
denaturujicich podminek v prosttedi 8M mocoviny. Kolony se uchovéavaly s malym
mnozstvim 20% ethanolu v lednici ve 4 °C. Pfed pouzitim byl ethanol vypustén
a kolona nékolikrat promyta destilovanou vodou. Poté byl na kolonu pieveden
supernatant obsahujici bakterialni proteiny spolecné s Ni-NTA agar6ozou, kterd ma na
sob¢ navazanu kyselinu nitrilotrioctovou s iontem niklu. Nikl disponuje dvéma volnymi
vazebnymi elektrony, jimiz reaguje s polyhistidinovou znackou (His-tag), jez je soucasti
rekombinantnich proteinli. Zatimco balastni proteiny byly promyty elu¢nimi pufry
s postupné se snizujicim pH (viz. Tab. 1), tagované rekombinantni proteiny

interagovaly s niklovym filmem na kolon€ a k jejich odmyti (zruSeni vazby His-Ni)
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Systém promyvani a jimani frakci je znazornén v Tab. 1.

Tabulka 1: Postup jimani frakei pri purifikaci rekombinantnich proteini

Pufr B pH = 8,0 1 jimana frakce (1ml)

Pufr C pH=6,3 2 jimané frakce (2 x 1 ml)
Pufr DpH=15,9 4 jimané frakce (4 x 0,5 ml)
Pufr E pH =45 4 jimané frakce (4 x 0,5 ml)

3.4.3 SDS-PAGE elektroforéza a imunoblot s anti-polyHis protilatkou

Pro potvrzeni, ze se dany rekombinantni protein nachdzi v ocekdvané frakci, byla
vyuzita vertikalni SDS-PAGE elektroforéza a imunoblot. Vzorky z kazdé jimané frakce
byly nafedény v poméru 4 : 1 s neredukujicim vzorkovym pufrem a povareny 3 min.
Celkem 11 vzorkli z kazdého rekombinantniho proteinu bylo naneseno do 12% 15-ti
jamkového gelu v mnozstvi 15ul na jamku. Pro spravnou identifikaci vzniklych pruht
byl pouzit standard vmnozstvi 7 ul na jamku. De¢leni proteini probihalo
v neredukujicim prostiedi pifi limitnim napéti 200 V v Mini-Protean 3 aparatufe (Bio-
Rad). Rozd¢€lené proteiny byly pfeblotovany na nitroceluldzovou membranu 6 x 8 cm
a obarveny Ponceau cerveni. Po odmyti Ponceau cervené byla nitroceluldzova
membrana prenesena do nadobek s 5% odtu¢nénym mlékem fedéném v Tris-Tween
a inkubovéna pfes noc ve 4 °C. Druhého dne byla promyta promyvacim roztokem (Tris-
Tween, 3 x 5 min) a pfenesena do folie zatavené ze tii stran. Zbyvajicim otvorem byly
pridany 3 ml anti-polyHis protilatky fedéné do Tris-Tween v poméru 1 : 1000. Poté byla
zatavena 1 tato strana a po dobu 1 hod se membrana s protilatkou inkubovala na otacivé
ttepacce. Po vyjmuti z folie byla membréna opét promyta (2 x 5 min v Tris-Tween
a1 x5 min v Tris-NaCl) a inkubovéna se substratovym roztokem. K zastaveni reakce

byla pouzita destilovana voda.

3.4.4 Méreni koncentrace rekombinantnich proteinii

Koncentrace rekombinantnich proteini byla méfena metodou Lowry. K vytvofeni
standardni kiivky byla pouzita fedici fada bovinniho sérového albuminu (BSA); bylo
vyuzito dvou variant méteni liSicich se jeho koncentraci. V nizko koncentracni varianté
byla vytvofena fedici fada s rozptylem koncentraci 9,38-300 pg/ml. Vysoko
koncentracni varianta detekovala koncentraci vrozmezi 300-1500 pg/ml. V obou

variantach byly pfitomny kontroly neobsahujici protein, tzv. blank. VSechny standardy
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byly fedény v pufru, do kterého byly eluovany dané frakce rekombinantnich proteinti
(pufr D nebo pufr E). Jelikoz oficidlni protokol metody Lowry nedovoluje pfitomnost
8M mocoviny v pufru, bylo potieba elucni pufr pfed pouzitim 4x nafedit, aby molarita
mocoviny klesla na 2M. Ze stejného ditvodu byly v destilované vod¢ 4x natedény
itestované vzorky rekombinantnich proteinti. Standardy fedici fady i rekombinantni
proteiny byly v kvadrupletech naneseny do jamek mikrotitracni desticky Costar 9017
(Sigma). Po ptidani ¢inidel A a B vznikla barevnd reakce, ktera byla pomoci
fluorometru (Tecan Infinite M200) kvantifikovana pii 750 nm. Redici fada BSA byla
vynesena do kifivky linearni regrese, na zaklad¢ jejiz rovnice byla spoctena hodnota
koncentrace jednotlivych vzorkli rekombinantnich proteind. Z divodu 4x fedéni
proteini  bylo potieba zjiSténou koncentraci 4x vynasobit. Zméfené frakce

rekombinantnich proteint byly dale uchovavany v -20 °C.

3.4.5 Zhodnoceni antigenicity rekombinantnich proteinu s ¢asti sér vS§ech druhii
testovanych zvirat
Prostfednictvim metody Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) byly na
malém vzorku sér z kazdého druhu zvitete (psi, ovce, kozy, kravy, mysi) testovany
antigenni vlastnosti vSech péti rekombinantnich proteinti (rPorSP67, rPorSP15,
rPorSP76, rPorSP24 a rPorSP65). Jako zlaty standard, se kterym byly vysledky
srovnavany, slouzil SGH P. orientalis. Samotnym testiim pfedchazela fada optimalizaci
metody, z ¢ehoz bylo dosazeno vysledného postupu.

Slinné zlazy byly zhomogenizovany ctyindsobnym zmrazenim a rozmrazenim
v tekutém dusiku a natedény v koncentraci 1/5 Zlazy (cca 40 ng proteini) na 100 pl
navazovaciho roztoku. Rekombinantni proteiny byly nafedény v koncentraci 0,5 pg
proteinu na 100 pl navazovaciho roztoku a inkubovany v mikrotitracni destice
Immulon 4 HBX (TermoFisher Scientific) pfes noc ve 4 °C. Po dvojnasobném promyti
promyvacim pufrem (PBS/Tween) byly jamky inkubovény hodinu ve 37 °C s 6%
blokovacim médiem fedéném v PBS/Tween (blokovaci médium se liSilo v zavislosti na
druhu zvitete, viz Tab. 2). Po trojndsobném promyti byla v duplikatech nanesena zviteci
séra fedéna do 2% blokovaciho média. Séra byla inkubovana 60 min ve 37 °C,
koncentrace sér se opét lisila v zavislosti na konkrétnim zvifecim druhu (viz Tab. 2).
Nésledovalo 5x promyti promyvacim roztokem, inkubace s navadzanou sekundarni
protilatkou s peroxiddzou (60 min ve 37 °C) a 6x promyti. Barevna reakce byla

vyvolana pfidanim substratového roztoku s ortho-fenyldiaminem a peroxidem vodiku.
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Tabulka 2:

Pouzita séra, blokovaci média, konjugaty a jejich redéni v ELISA testech s SGH a rekombinantnimi proteiny

Pocet exponovanych

Pocet neexponovanych

Zvite zZvirat v (kontrolnich) zvirat v | Blokovaci Redéni sér Koniugat Redéni
predpokusech/finalnich | pfedpokusech/finalnich | médium Jug konjugatu
pokusech pokusech
Rabbit anti-
0 A 0
Ovce 35/179 8/30 %’ig{lzgg’ - é‘;o 1:50 | SheepIgG | 1:10 000
(Bio-Rad)
6% kralici 2% Rabbit anti-
Kozy 10/233 3/15 sérum kralic¢i 1:50 Goat IgG 1:5000
(Vector) sérum (Bio-Rad)
6% slepici 2% Goat anti-
Kravy 34/nd 8/nd sérum slepici 1:200 | Bovine IgG| 1:10 000
(Vector) sérum (Bio-Rad)
. Sheep anti-
0 0
Psi 10/36 3/14 %’ig{lzgg’ - é‘;o 12200 | DoglgG | 1:3000
(Bio-Rad)
Goat anti-
0 A 0
Mysi 10/nd 3/nd %’ig{lzg’ 2 11100 | MicelgG | 1:750
Ko (Bio-Rad)

Pozn.: U krav a mysi nebyly findlni pokusy délany (nd), diivody jsou uvedeny v textu.




Reakce probihala za tmy 5—7 min v pokojové teploté a byla zastavena 10% kyselinou
sirovou. Barevnd zména byla kvantifikovana jako hodnota optickych denzit méfenim
absorbance jednotlivych vzorkli pomoci fluorometru (Tecan Infinite M200) pti 492 nm.
Vsechny roztoky byly do jamek nanaSeny v objemu 100 pl na jamku.

Vysledky byly vyhodnoceny statisticky. U kazdé kombinace antigent
s jednotlivymi druhy zvifat byl vypocften primér OD negativnich kontrol (NK)
a standardni odchylka mezi vzorky NK. Z téchto hodnot pak mohla byt uré¢ena hodnota
cut-off, rozdélujici jednotlivd séra na pozitivni a negativni skupinu sér. Vypocet
hodnoty cut-off je dan vzorcem:
cut — off = primér OD NK + 3 x smérodatna odchylka NK

VSechny testované vzorky s hodnotou vys§i nez hodnota cut-off byly
povazovany za pozitivni.

Dale byla zjisténa korelace mezi vzorky jednotlivych druhli zvifat s pouzitim
jednotlivych rekombinantnich proteini a homogenatu slinnych zlaz. Tuto korelaci
popisuje korelacni koeficient (Kf), jez nabyva hodnot 01, pfi¢emz hodnota 1 odpovida
100% korelaci. K vypoctu korelacniho koeficientu a tvorbé grafi byl uzit
neparametricky Spearman-Rank Correlation Matrix test a Spearman test ve statistickém
programu GraphPad Prism version 6.

Zasadni informaci, kterd rozhodovala o tom, zda budou jednotlivé
rekombinantnimi proteiny pouzity do dalSich pokusii se vSemi dostupnymi séry, bylo

dosazeni minimalni hodnoty Kf alespon 0,7 a hodnoty cut-off < 1.

3.4.6 ELISA testy se vSiemi dostupnymi séry vybranych zvirat

Rekombinantni proteiny, které splnily vySe zminéné kritéria, byly pouzity v ELISA
testech se vSemi dostupnymi séry dan¢ho druhu zvitete. Mysi séra nebyla dale pouzita
v testech s zddnym rekombinantnim proteinem z divodu malého objemu vzork,
kterymi disponujeme. Metodika téchto ELISA testil byla totozna s metodikou popsanou
v kapitole 3.4.5. Pocty testovanych zvifat, pouzitd blokovaci média, konjugaty a jejich
fedéni jsou uvedeny v Tab. 2.

Podobné jako v ptredpokusech s malym mnozstvim sér, byla ze ziskanych hodnot
optickych denzit u testovanych zvifat spocitana hodnota cut-off a korela¢ni koeficient.
Hodnota cut-off byla déle pouzita k vypoctu dalSich statistickych veli¢in (senzitivity,
specificity, pozitivni prediktivni hodnoty a negativni prediktivni hodnoty), jez blize

popisuji presnost testu a mozné pouziti jednotlivych rekombinantnich proteinli v praxi.
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Stejn¢ jako pfi vypoctu korelacniho koeficientu byly i1 k vypoctu téchto veli¢in pouZzity
vzorky testované s SGH jako antigenem jako zlaty standard.

Senzitivita testu zna¢i schopnost testu spravné identifikovat séra, jez jsou podle
SGH oznacena jako pozitivni. Nabyva hodnot 01, pfi€emz hodnota 1 znaci 100%
senzitivitu testu. Je ddna vypoctem:

pocet skutecné pozitivnich

senzitivita = " . — < " -
pocet skutecné pozitivnich + pocet falesSné negativnich

Specificita testu naopak vyjadiuje schopnost oznacit séra, jez byla dle SGH
oznaCena jako negativni za negativni i s pouzitim jiného antigenu. Taktéz nabyva
hodnot 0-1. Lze ji vypocitat takto:

pocet skutecné negativnich

specificita = — = — ” = —
pocet skutecné negativnich + pocet faleSné pozitivnich

Pozitivni prediktivni hodnota (PPV) je pravdépodobnost, Ze testovana séra jsou
skute¢né pozitivni, pokud tak bylo ur€eno testovanym antigenem.

— pocet skutecné pozitivnich
~ pocet skute¢né pozitivnich + pocet fale$né pozitivnich

Negativni prediktivni hodnota ndm naopak wurcuje pravdépodobnost, Ze
testovana séra urcena za negativni jsou opravdu negativni.

pocet skutecné negativnich

NPV = — = — - . —
pocet skute¢né negativnich + pocet faleSné negativnich

3.4.7 Testovani zkFiZenych reakci rekombinantnich proteint P. orientalis

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda jsou testované rekombinantni proteiny
natolik specifické, Ze vazou pouze protilatky vytvofené proti slinnym proteinim
P. orientalis. Pro tento pokus byla pouzita séra myS$i opakované postipanych
P. orientalis, P. papatasi a Sergentomyia schwetzi (pro kazdy druh flebotoma vzdy
4 mysi postipané). Ctyfi naivni mysi slouzily jako negativni kontroly. Uvedené druhy
flebotomt byly pouzity z diivodu sympatrického vyskytu s P. orientalis v nékterych
lokalitach na Uzemi Etiopie (Gebresilassie et al. 2015). Prostfednictvim ELISA testu
byly testovany se tfemi rekombinantnimi proteiny rPorSP67, rPorSP76 a rPorSP24,
které byly vybrany na zakladé signifikantni korelace se slinnymi Zlazami v pfedchozich

ELISA testech s mySimi séry. Zaroven byl testovan i homogenat slinnych zlaz.

29



3.5 Peptidy

3.5.1 NavrZeni peptidi

Druhym typem antigenu, jenz byl testovan v ramci mé diplomové prace jsou peptidy
(linearni B-bunécné epitopy). Na zéklad¢ predchozich ELISA testli s rekombinantnimi
proteiny se séry ruznych etiopskych zvitat byly vybrany dva slinné proteiny (PorSP24
a PorSP65), jez dosahovaly nejvyssich korelaci se slinnymi zlazami, a z téchto proteint
byly pomoci komeréniho programu Epiquest B z Aptum Biologics Ltd (Southampton,
Hampshire, UK) navrzeny 4 peptidy (PorSP24 Peptid 1, PorSP24 Peptid 2, PorSP65
Peptid 1 a PorSP65 Peptid 2).

Epiquest B uziva software, ktery na zaklad¢ aminokyselinové sekvence vybere
potenciondlné imunodominantni linedrni peptidy a ur¢i jejich index antigenicity (AGI).
Index antigenicity je vypoCitdn na zdklad¢ t¥i rGznych algoritml urcujicich
imunogenicitu epitopu, jeho pfistupnost protildtkdm v pfirozené sbaleném proteinu
a jedineCnost v ramci molekuly proteinu. S rostouci hodnotou AGI se zvysuje
imunodominance daného epitopu a pravdépodobnost vzniku reakce s protilatkami
v séru (obr. 2).

Takto vygenerované sekvence (Tab. 3) byly poslany do servisni laboratofe
Genosphere Biotechnologies (Francie), kde byly peptidy syntetizovany a pro pouziti
v ELISA testech doplnény o dvé molekuly polyethylenglykolu a 1 molekulu biotinu
(obr. 3). Biotin umoziiuje vazbu peptidu na ELISA desticku s navazanym avidinem
prostiednictvim avidin-biotin vazby. Polyethtylenglykol plni funkci spaceru, jez oddali
sekvenci peptidu od povrchu desticky, a tim usnadni jeho pfistup k protilatkdm. Peptidy
se po nafedéni sterilnim PBS pufrem na koncentraci 1 mg/ml uchovavaly pfi teploté

-80 °C.
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Obr. 2: Vyhodnoceni antigenicity rekombinantnich proteinii PorSP24 a PorSP6S programem Epiquest B

Graf v horni ¢asti obrazku zobrazuje profil imunogenicity proteinu. Sekvence zbarvené Eervené jsou potencialné¢ imunodominantni. Svétle modfe zbarvené useky znazoriuji
sekvence, jez se s velkou pravdépodobnosti na vazbé protilatek nepodili. Ve spodni ¢asti se vyskytuje srovnani tii riznych vlastnosti proteinii: imunogenicity (Cerveng),
prostorové pfistupnosti protilatkdm (tmaveé modie) a komplexity (jedinecnosti sekvence v ramci molekuly proteinu) (svétle modre). Sekvence, jez maji vysokou hladinu

imunogenicity a zaroven spliiuji i dalsi zminéna kritéria dosahuji nejvyssich hodnot indexu antigenicity a byly vyhodnoceny jako B-epitopy danych proteinti.

(A) Vyhodnoceni antigenicity Yellow-related protein PorSP24 programem Epiquest B. V ¢ernych rameccich jsou zobrazeny sekvence peptidii PorSP24 Pepl a PorSP24 Pep2
(B) Vyhodnoceni antigenicity ParSP25-like proteinu PorSP65 programem Epiquest B. V ¢ernych rameccich jsou zobrazeny sekvence peptidii PorSP65 Pepl a PorSP65 Pep2
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Obr. 3: Grafické zobrazeni struktury peptidi (Informa¢ni manual o dodanych

peptidech; Genosphere biotechnologies)

Tabulka 3: Struktura peptidi

Néazev peptidu 'N' Sekvence peptidu 'C’
PorSP24 Peptid 1 [biot]-[peg2] GVGQVEYKGDEQKYPKGC COOH
PorSP24 Peptid 2 [biot]-[peg2] GDSRQISCWNIQKPLNHGC COOH
PorSP65 Peptidl [biot]-[peg2] GTPSTANQIDHYLNQIGC COOH
PorSP65 Peptid 2 [biot]-[peg2] DRGVDGHNTDHEEYDYSC COOH

cey

Riziko zktizenych reakci s druhy flebotomti sympatricky zijicich s P. orientalis,
bylo vyvraceno porovnanim sekvenci vSech vySe zminénych peptidii s non-redundant
GenBank CDS databazi uzitim programu BLASTP 2.7.1 (Altschul et al. 1997). Pouze
PorSP24 Peptid 2 byl z 86 % identicky s proteinem SP44 P. papatasi (E value = 0,002).

3.5.2 Zhodnoceni antigenicity peptidi s ¢asti sér testovanych zvirat
Podobné jako v experimentech s rekombinantnimi proteiny, byly peptidy zpocatku
testovany v ELISA testech s malym mnoZstvim sér pst, ovci, krav a koz z Etiopie
a myS$i. Ve vSech pokusech byl pouzit SGH jako kontrola a zlaty standard pro vypocty
statistickych veli¢in. V porovnani s ELISA testy s rekombinantnimi proteiny a SGH
bylo tfeba upravit nékteré podminky testu.

Na mikrotitraéni desticku byl navazan avidin v koncentraci 5 pg proteinu na
100 pl navazovaciho roztoku, poté se inkubovala pfes noc ve 4 °C. Po trojndsobném
promyti v PBS/Tween bylo do kazdé z jamek naneseno 200 ul blokovaciho média
fedéném v PBS a desticka se nechala inkubovat v 37 °C po dobu 2 hod. Nasledovalo
dvoji promyti v PBS/Tween a naneseni peptidil, fedénych do 2% blokovaciho média v
PBS/Tw v koncentraci 50 pg/ml. Desticka s peptidy se 1 hod inkubovala ve 37 °C
a poté byla 3x promyta. Zbytek protokolu se shoduje s podkapitolou 3.4.5. Pouzitd

blokovaci média, konjugaty a jejich fedéni jsou uvedena v Tab. 4.
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Tabulka 4:

Pouzita séra, blokovaci média, konjugaty a jejich redéni v ELISA testech s peptidy

Pocet exponovanych

Pocet neexponovanych

Zvife zZvirat v (kontrolnich) zvirat v | Blokovaci Redéni sér Koniugat Redéni
predpokusech/finalnich | pfedpokusech/finalnich | médium jug konjugatu
pokusech pokusech
Rabbit anti-
o A 0
Ovce 15/40 5/10 6(]; r‘f{lzg’ m21 /k 1:50 | GoatIgG | 1:5000
° Ko (Bio-Rad)
6% kralici 2% Rabbit anti-
Kozy 14/94 6/20 sérum kralici | 1:100 | GoatlIgG 1:7000
(Vector) sérum (Bio-Rad)
6% slepici 2% Goat anti-
Kravy 14/nd 6/nd sérum slepi¢i | 1:200 | Bovine IgG | 1:10 000
(Vector) sérum (Bio-Rad)
. Sheep anti-
o 0
Psi 15/30 5/10 6(];;‘1“{1215;’ m21 é‘;o 1:200 | DoglgG | 1:5000
(Bio-Rad)
Goat anti-
o A 0
My 14/nd 9/nd 6(];(?{1;15;’ - é‘;o 1:50 | MicelgG | 1:750
(Bio-Rad)

Pozn.: U krav a mysi nebyly findlni pokusy délany (nd), diivody jsou uvedeny v textu.




Podobné¢ jako v pokusech s rekombinantnimi proteiny byla u ziskanych hodnot
optickych denzit vypoctena hodnota cut-off a korelacni koeficient s SGH. Peptidy,
jejichz Kf byl vyssi nez 0,7 a maximalni hodnota cut-off niz8i nez 1, byly zafazeny do

dalSich pokust s v&tsim mnoZzstvim sér.

3.5.3 ELISA testy s vét§Sim mnoZstvim sér vybranych druhii zvirat

Reakci peptidii bylo tfeba ovéfit na vétsim mnozstvi sér. Pro kazdy peptid a zviteci druh
byly spocitany stejné statistické veliCiny jako ve findlnich ELISA testech
s rekombinantnimi proteiny (cut-off, Kf, senzitivita, specificita, PPV a NPV). Jejich
bliz§i popis je zminén v podkapitole 3.4.6. Navic byly v téchto testech pocitany
korelace mezi peptidy a rekombinantnimi proteiny, z jejichz sekvence byly peptidy

navrzeny.

3.5.4 Testovani zkriZenych reakci peptida P. orientalis

Metodika tohoto experimentu je totozna s metodikou ELISA testl s pouzitim peptidi
jako antigent uvedenou v podkapitole 3.5.2. V téchto testech byla opét pouzita séra
my$i opakované postipanych P. orientalis, P. papatasi a Sergentomyia schwetzi. Pocet
sér byl navySen na 6 sér u postipanych a 6 u kontrolnich mysi. Pro tento experiment

byly pouzity vSechny Ctyfi peptidy.

3.6 Kvantifikace specifickych IgG u mysi poStipanych riznym poctem flebotomii

Pro objektivni zhodnoceni, ktery z antigeni nejlépe detekuje dynamiku vzristu
protilatek vytvofenych v pobodaném zvifeti v zavislosti na poctu flebotomli na ném
satych, byl navrzen pokus zalozeny na experimentalnim sani tfi skupin mysi (samice
BALBY/c), pficemz kazda skupina byla opakované séata jinym poctem (25, 50, 100)
samic flebotomti P. orientalis (podrobné&ji viz nize). Poté byly tyto mysi vykrveny
a jejich sérum testovano na protilatky proti SGH, ¢tyfem rekombinantnim proteinim
(D7-rp, antigen5-rp, Yrp a ParSP25-like protein) a dvéma peptidim (PorSP24 Pepl,
PorSP65 Pepl). Apyrdza byla vylou¢ena z tohoto pokusu, jelikoz v pifedpokusu
s mySimi séry nereagovala. Reakce vSech Ctyf peptidd byly v pfedchozim pokusu
s mySimi séry podobné, proto bylo k tomuto testovani vybrano pouze po jednom

peptidu z kazdého slinného proteinu.
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3.6.1 Sani mysi
Pied zac4tkem vlastniho experimentu byla kazdé z my$i odebrana krev. Z nastfihnutého
konce océasku byly krvi naplnény dvé heparinizované kapilary, které byly po zataveni na
jednom konci centrifugovany pii 6000 otackach/min po dobu 5 min. Poté se kapilara
nafizla pomoci diamantové tuzky na rozhrani krvinek a séra, zlomila a sérum bylo
pomoci gumového balonku vyfouknuto do mikrozkumavky. Séra byla poté skladovana
v -20 °C.

Kazda mys byla uspana a umisténa do samostatné sit¢ s flebotomy celkem pétkrat
v tydennich intervalech. Samice flebotomil, které se na zviteti nasaly, byly ihned ze sité
odebrany a pokus pro dané zvife koncil ve chvili, kdy pocet odebranych samic dovrsil
findlni mnozstvi (25, 50, 100) v zavislosti na skuping, ke které mys patfila.

Tyden po poslednim sani byly vSechny mySi vykrveny. Mikrozkumavky
s odebranou krvi byly ulozeny na 10 min do 4 °C a poté po dobu 5 min centrifugovany
pifi 6000 otackach/min. Separované krevni sérum bylo pfeneseno do cistych

mikrozkumavek a skladovano v -20 °C.

3.6.2 ELISA test s mySimi séry

ELISA s mysSimi séry byla provedena dle postupli odlisnych pro jednotlivé antigeny.
Protokol pro SGH a rekombinantni proteiny je uveden v podkapitole 3.4.5. Protokol
s pouzitim peptidd jako antigenii popisuje podkapitola 3.5.2.

3.7 Pouzita média a roztoky

Tabulka 5: PouZzita média a roztoky

Pitvy slinnych Zlaz | zasobni Tris/NaCl pufr: 200 mM Tris (Sigma); 1500mM NaCl; pH = 7,6

LB médium (Sigma)
kanamycin (30 mg/ml) (Thermofisher scientific)
0,1M IPTG (Sigma)
Exprese
rekombinantnich | zasobni roztok Tris/NaCl: 200mM Tris (Sigma); 1,5M NaCl; pH = 7,6
proteini Pufr B: 100 mM NaH,PO,-H,0 (MW = 137,99 g/mol);
10 mM Tris-Cl (MW = 121,1 g/mol);
8M mocovina (MW = 60,06 g/mol); pH = 8,0
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Purifikace
rekombinantnich
proteint

Pufr B: 100mM NaH,PO4-H,O (MW = 137,99 g/mol);
10mM Tris:Cl (MW = 121,1 g/mol);
8M mocovina (MW = 60,06 g/mol); pH = 8,0
Promyvaci pufr (C): slozeni viz Pufr B; pH = 6,3
Elu¢ni pufr (D): slozeni viz Pufr B; pH = 5,9
Elu¢ni pufr (E): slozeni viz Pufr B; pH = 4,5
purifika¢ni kolony (Bio-Rad)
Ni-NTA agaroéza (Invitrogen)
dH,O
20% ethanol

SDS-PAGE
elektroforéza

neredukujici vzorkovy pufr: 1 MTris-HCI (pH 6,8); 50% glycerol;
10% SDS; 1% bromfenolova modr;
1,4 ml dH,O
roztok A: 40% akrylamid, bis-akrylamid (Bio-Rad)
roztok B: 75 ml 2MTris-HCI (pH 8,8); 4 ml 10% SDS; 21 ml dH,0
roztok C: 50 ml 1MTris-HCI (pH 6,8); 4 ml 10% SDS; 46 ml dH,0O
roztok G: 10% ammonium persulfat
startovaci gel (4%): 0,4 ml roztoku A; 1 ml roztoku C; 2,6 ml dH,0;
5 ul TEMED (AppliChem); 50 pl roztoku G
separacni gel (12,5%): 2,5 ml roztoku A; 2 ml roztoku B; 3,5 ml dH,0O;
5 ul TEMED (AppliChem); 50 pl roztoku G
SDS puft: Tris/Glycin/SDS pufr (Bio-Rad); 25 mM Tris;
192 mM glycin; 0,1% SDS; pH 8,3

Ponceau: 0,2% Ponceau S (Sigma); 3% kyselina octova

Imunoblot

Odtu¢néné susené mléko - Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad)

Tris-Tween: 20mM Tris; 150mM NacCl; 0,05% Tween 20 (Serva)

Tris pufr: 200mM Tris (Sigma); 1,5MNaCl; pH = 7,6

Monoklonalni anti-polyhistidinova peroxiddzova protilatka (Sigma)

Anti-dog IgG peroxidazova protilatka (Bethyl Laboratories)

Substratovy roztok: Tris pufr, DAB (3,3'-diaminobenzidin tetrachlorid-
hydrat; H,0O,

dH,O
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Lowry

Pufr D: 100mM NaH,PO,-H,O (MW 137,99 g/mol);
10mM Tris-Cl (MW 121,1 g/mol);
8M mocovina (MW 60,06 g/mol);
pH=59
Pufr E: slozeni viz pufr D, pH = 4,5
BSA (bovine serum albumin); (Sigma)
dH,O
Cinidlo A: alkalicky roztok médi a tartratu
(Bio-Rad DC™ Protein assay);
vysokokoncentra¢ni varianta: 25 pl na jamku
nizkokoncentraéni varianta: 10 pl na jamku
Cinidlo B: Folin—Ciocalteu ¢inidlo (sodium 1,2-naftochinon-4-sulfonat);
(Bio-Rad DC™ Protein assay);
vysokokoncentra¢ni varianta: 200 pl na jamku
nizkokoncentra¢ni varianta: 80 pl na jamku

mikrodesticka COSTAR 90.17 (Sigma)

ELISA

Navazovaci roztok: 20mM Na,CO3;-NaHCOs; pH 9,0
PBS: 150mM NaCl; 3mM KCI; 8mM Na,HPO4 12 H,O;
ImM KH,POy4; pH=7,2
PBS-Tween: 10x ziedény PBS; 0,05% Tween 20 (Serva); pH = 7,2
Substratovy roztok (Mcllwein fosfat-citrat): 0,11 M Na,HPO,4-12H,0;
0,5M kyselina citronova; pH = 5,5

tésné pred pouzitim ptidano 5 mg OPD (o-fenylendiamin, Sigma)

a 10 ul H,O, do 10 ml fosfat-citratového pufru
Immulon 4HBX mikrotitra¢ni desticka (VWR, USA)
Nanaseni vSech medii a roztokii na desticku: 100ul/jamku (vyjimka

uvedena v podkap. 3.5.2)

Sani mysi

Anesteze: 2% xylazin (Rometar; Spofa);
10% ketamin (Narketan; Vétoquinol);
Intraperitonealni davkovani: 150 mg/kg xylazinu + 15 mg/kg ketaminu

sterilni fyziologicky roztok (150 mM NaCl)
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4. VYSLEDKY

4.1. Identifikace antigenii ve slinach P. orientalis

K urceni slinnych antigenli P. orientalis byly pouzity 2 smésné vzorky sér psi z Etiopie
exponovanych postipani tomuto druhu flebotoma. Protilatky ze sér exponovanych
hostitelit reagovaly s 5 antigennimi proteiny uréenymi jako apyraza PorSP15,
Yellow-related protein PorSP24, ParSP25-like protein PorSP65, D7-related protein
PorSP67 a antigenS-related protein PorSP76 (obr. 4). Antigenni vlastnosti zminénych

slinnych proteini poté vedly k ptipravé odpovidajicich rekombinantnich proteind.

PSI STD

kDa

PorSP65 —— 50
PorSP24 —— 40
PorSP15FH/——
PorSP76 —— 30
PorSP67 —

20

Etiopie neg

Obr. 4: Imunoblot slinnych Zlaz P. orientalis s psimi séry

Protilatky v sérech psi z Etiopie reagovaly s péti antigennimi proteiny slinnych zlaz
P. orientalis. Séra pst pouzitych jako negativni kontroly s témito proteiny nereagovala.
Proteiny byly rozd€leny na 12% gelu za neredukujicich podminek. STD = standard (BenchMark

Protein Ladder, Invitrogen).

4.2 Exprese a ovéreni kvality rekombinantnich proteint

Proteiny exprimované v bakteridlnim systému E. coli byly purifikovany za
denaturujicich podminek a detekovany na imunoblotu s anti-His protilatkou (obr. 5).
Zadné bakterialni proteiny ¢&i jiné kontaminace, jeZ ve své sekvenci His tag nemaji, by

na imunoblotu nemély byt viditelné. Predpokladame, ze vice pruhli vzniklych na
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membrané u proteinli rPorSP15, rPorSP24 a rPorSP65 je zptisobeno rozpadnutim ¢i
dimerizaci jednotlivych proteind na vice ¢asti. Velmi nizka hmotnost rPorSP67 (oproti
predpokladané hmotnosti 27 kDa) je patrné zplUsobena nepiitomnosti glykosylaci
u bakterialné¢ exprimovaného proteinu na rozdil od nativniho proteinu, ktery je dle
predikénich serveri N i O-glykosylovan ((NetOGlyc 4.0 Steentoft et al., 2013;
NetNGlyc 1.0 Gupta et al., 2004).

STD

kDa
100
80
60
50 :
40
30 N
20 :
10 f

Obr. 5: Rekombinantni proteiny slinnych Zlaz P. orientalis

rPorSP67
rPorSP76

B o

rPorSP24
rPorSP65

-
1

Proteiny byly analyzovany na 12% gelu za neredukujicich podminek a imunoblotu s anti-His

protilatkou. STD = standard (BenchMark Protein Ladder, Invitrogen).

4.3 Stanoveni IgG odpovédi zviirat proti SGH P. orientalis

Reakce sér domdcich zvifat (psi, ovce, kozy, kravy) z Etiopie, BALB/c mysi
z laboratornich chovil postipanych P. orientalis a ptislusnych negativnich kontrol byla
testovana v ELISA testu s rekombinantnimi proteiny, peptidy a zaroven i slinnymi
zlazami P. orientalis. Pfedmétem pokusu s SGH bylo zjistit hladiny IgG protilatek proti

slinam P. orientalis prezentované hodnotou OD v kazdém jednotlivém séru a nasledné
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tyto hodnoty porovnat s hodnotami OD totoznych sér s pouzitim rekombinantnich
proteinti ¢i peptidid. Na zaklad¢é tohoto porovnani byla spocitana korelace mezi IgG
odpovédi danych antigenti (Kf). Zaroven jsme timto pokusem zjistili hodnotu cut-off,
jez nam rozd¢lila etiopskd séra jednotlivych druhl zvifat na skupinu pozitivnich sér,
tedy téch, ve kterych se vyskytuji protilatky proti slinnym proteinim P. orientalis,
a skupinu negativnich sér, jez tyto specifické protilatky neobsahuji. Toto rozdéleni bylo
povazovano za zlaty standard a nasledné ndm umoznilo spocitat hodnoty jednotlivych
statistickych veli¢in (senzitivitu, specificitu, PPV a NPV) popisujicich vlastnosti testl
s rekombinantnimi proteiny a peptidy.

Z davodu piehledného znazornéni vysledki jsou zde reakce zvitecich sér s SGH
a jednotlivymi proteiny uvedeny zvlast’ (Graf 1). Nicméné vSechny ELISA testy s SGH
se u jednotlivych zvifat provadély zaroven s testovanym rekombinantnim proteinem ¢i

peptidem, aby byly vysledky 1épe porovnatelné.
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Psi (13) Ovce (43) Kozy (13) Kravy(42) Mysi(13)
Graf 1: Detekce IgG protilatkové odpovédi zvirat z Etiopie a mySi z chovu proti
SGH P. orientalis

Pocet sér je pro kazdy druh zvifete uveden v zavorce. Jednotlivé skupiny jsou dle hodnoty

cut-off rozdéleny linkou na ¢ést sér s pozitivni a negativni protildtkovou odpovédi.
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4.4 Apyraza rPorSP15

4.4.1 Zhodnoceni antigenicity s ¢asti sér vSech testovanych druhi zviirat

Apyraza rPorSP15 byla otestovana s malym mnozstvim sér vSech druhl etiopskych
zvitat a my$i z chovu v ELISA testu (Graf 2). Protilatky byly timto proteinem
detekované u vSech testovanych druhti zvirat, nicméné hodnoty Kf = 0,7, stanovené
jako meznik pro testovani s vétSim mnozstvim vzorkl, dosdhla pouze séra pst
(Kf=0,83), krav (0,71) akoz (0,80). Z divodu vysoké hladiny cut-off byla

z nasledujiciho pokusu vyloucena i kravska séra.
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Graf 2: Detekce IgG protilatkové odpovédi proti P. orientalis pomoci rPorSP15
u zvirat z Etiopie a mySi z chovu

Pocet sér je pro kazdy druh zvifete uveden v zavorce. Jednotlivé skupiny jsou dle hodnoty

cut-off rozdéleny linkou na ¢ést sér s pozitivni a negativni protilatkovou odpovéedi.

4.4.2 Finalni ELISA se vSemi dostupnymi séry psii a koz
Apyréaza rPorSP15 nejsiln€ji reagovala s psimi séry. Korelacni koeficient se slinami
oproti pfedbéznému pokusu mirné klesl, nicméné dosahl pomémné vysoké hodnoty
Kf=0,73. Stfedni hodnota OD testovanych vzorkl byla vyrazné vyssi nez hladina cut-
off a mezi jednotlivymi séry je vidét velké rozdily v intenzité reakce IgG protilatek
(Graf 3).

U kozich sér spadd velké mnozstvi etiopskych vzorkli pod hladinu cut-off.
Senzitivita i Kf nedosahuji vysokych hodnot, nicméné detekce IgG protilatek kozich sér

apyrazou PorSP15 se zda byt velmi specificka. Podrobnéji viz Tab. 6.
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Tabulka 6: Statistické vyhodnoceni findlnich ELISA testii s rPorSP15

Statistické veli¢iny Psi Kozy
Pocet sér (etiop/neg) 36/14 233/15
Cut-off 0,38 0,43
SH + SO 0,43 +0,14 0,40 £ 0,10
Kf 0,73 0,51
Senzitivita 0,68 0,48
Specificita 0,59 0,84
PPV 0,65 0,70
NPV 0,63 0,67

Pozn. SH = Stfedni hodnota OD. SO = Standardni odchylka

PSI - rPorSP15

0.5+

ODa4g2 anti-rPorSP15

0.1

OD,,, anti-SGH

Graf 3: Korelace IgG protilatkové odpovédi psii proti SGH a apyraze rPorSP15

Korelace mezi témito antigeny byla signifikantni (p value < 0,0001) a Kf dosahoval

hodnoty 0,73.

4.5 Yellow-related protein rPorSP24

4.5.1 Zhodnoceni antigenicity s ¢asti sér vSech testovanych druhi zviirat
Yellow-related protein rPorSP24 reagoval s anti-SGH protilaitkami vSech druht
testovanych zvifat (Graf 4), pficemz Kf popisujici korelaci IgG odpovédi proti tomuto
proteinu a SGH ptekrocil hodnotu 0,7 u pst (Kf = 0,87), ovci (Kf = 0,81), koz
(Kf=0,84) a mysi (Kf=0,72).
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Graf 4: Detekce IgG protilatkové odpovédi proti P. orientalis pomoci rPorSP24
u zvirat z Etiopie a mySi z chovu

Pocet sér je pro kazdé zvife uveden v zavorce. Jednotlivé skupiny jsou dle hodnoty cut-off

rozdéleny linkou na ¢ast sér s pozitivni a negativni protilatkovou odpovédi.

4.5.2. Finalni ELISA se vSemi dostupnymi séry psi, ovei a koz

Yellow-related protein rPorSP24 intenzivné reagoval zejména se séry psu (Graf 5a).
Rozpoznavani protilatek timto proteinem bylo 100% senzitivni, zato méné specifické.
Hladina cut-off byla srovnatelnd s hladinou detekovanou SGH a stfedni hodnota OD
testovanych sér ji vyrazné prekrocila. Pomoci rPorSP24 Ize také s velkou
pravdépodobnosti fict, Zze vzorky oznacené timto antigenem jako negativni, jsou
skutecné negativni.

V testech s ov€imi séry dosdhl rPorSP24 vysoké korelace se slinami (Graf 5b),
jejiz hodnota je totozna s Kf zjisténym v predpokusu s malym mnozstvim sér. Oproti
vysledkiim s psimi séry bylo v testovani vzorkd ovci dosazeno vyssi specificity,
nicméné hodnota popisujici senzitivitu se vyznamné snizila.

v testu s kozimi séry. Reakce téchto sér s PorSP24 je velmi specifickd, nicméné hodnoty

popisujici dalsi statistické veli¢iny jsou nizké. Podrobnéji viz Tab. 7.
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Tabulka 7: Statistické vyhodnoceni findlnich ELISA testii s rPorSP24

Statistické veli¢iny Psi Ovce Kozy
Pocet sér (etiop/neg) 36/14 179/30 233/15
Cut-off 0,31 0,27 0,26
SH + SO 0,42 +0,18 0,28 £ 0,10 0,23 £ 0,09
Kf 0,79 0,82 0,52
Senzitivita 1 0,68 0,40
Specificita 0,41 0,90 0,89
PPV 0,66 0,93 0,73
NPV 1 0,58 0,67

Pozn. SH = Stfedni hodnota OD. SO = Standardni odchylka

(A) PSI - rPorSP24 (B) OVCE - rPorSP24
05— 0.6 -
o ° o
< o 0 g5
& 04 © o8
@ D o4
é 0.3 8
x E 0.3
o§ C? el o Kf = 0,82
(o) 0.1 o) =y,
T T T 1 0.0 T T T 1
0.1 0.2 03 04 0.1 0.2 0.3 0.4
OD,,, anti-SGH OD,g, anti-SGH

Graf 5: Korelace IgG protilatkové odpovédi proti SGH a rPorSP24 u psich (A)
a ovcich (B) sér
Korelace mezi t€émito antigeny je u obou zvifat signifikantni (p value < 0,0001). Kf dosahoval

hodnoty 0,79 v testech s psimi séry a hodnoty 0,82 v testech s ovCimi séry.

4.6 ParSP25-like protein rPorSP65
4.6.1 Zhodnoceni antigenicity s ¢asti sér vSech testovanych druhi zviirat
Rekombinantni PorSP65 detekoval anti-SGH protilatky vSech testovanych druht zvirat

(Graf 6). Hodnoty Kf = 0,7, nutné pro zatfazeni zvifat do dalSich pokusii, dosahli psi
(Kf=0,85) a ovce (Kf=0,78).
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Graf 6: Detekce IgG protilatkové odpovédi proti P. orientalis pomoci rPorSP65
u zvirat z Etiopie a mySi z chovu

Pocet sér je pro kazdy druh uveden v zavorce. Jednotlivé skupiny jsou dle hodnoty cut-off

rozdéleny na €ast sér s pozitivni a negativni protilatkovou odpovédi.

4.6.2 Finalni ELISA se vSemi dostupnymi séry psii a ovci
Vysoka korelace se slinami, zjiSténd v pfedpokusu s psimi séry, byla s pouzitim vétsiho
poctu vzorkd navySena na hodnotu Kf = 0,91 (Graf 7). Rekombinantni PorSP65
reagoval se vzorky velmi senzitivné, nicméné u né&j vznikd velké riziko nespecifické
vazby protilatek.

V ELISA testech s ov¢imi séry dosahl rPorSP65 Kf = 0,68; hodnoty popisujici

senzitivitu 1 specificitu jsou relativné vysoké. Podrobnéji viz Tab. 8.

Tabulka 8: Statistické vyhodnoceni finidlnich ELISA testi s PorSP65

Statistické veli¢iny Psi Ovce
Pocet sér (etiop/neg) 36/14 179/30
Cut-off 0,28 0,27
SH + SO 0,57 + 0,28 0,33+0,14
Kf 0,91 0,68
Senzitivita 0,95 0,73
Specificita 0,12 0,68
PPV 0,55 0,82
NPV 0,67 0,57

Pozn. SH = Stfedni hodnota OD. SO = Standardni odchylka
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Graf 7: Korelace IgG protilatkové odpovédi proti SGH a rPorSP65 u psich sér
Korelace se slinami je signifikantni (p value < 0,0001) a Kf dosahoval hodnoty 0,91.

4.7 D7-related protein rPorSP67

4.7.1 Zhodnoceni antigenicity s ¢asti sér vSech testovanych druhi zviirat
Se vSemi druhy testovanych zvitat rPorSP67 reagoval (Graf 8). Dostatecné vysokého Kf

doséhl pouze v testu s kozimi séry (Kf = 0,80), jez byla pouzita v nésledujicim pokusu.
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Graf 8: Detekce IgG protilatkové odpovédi proti P. orientalis pomoci rPorSP67

u zvirat z Etiopie a mySi z chovu

Pocet sér je pro kazdy druh zvife uveden v zavorce. Jednotlivé skupiny jsou dle hodnoty cut-off

rozdéleny linkou na ¢ast sér s pozitivni a negativni protilatkovou odpovédi.
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4.7.2 Finalni ELISA se vSemi dostupnymi séry koz

Pii pouziti vétsitho mnozstvi kozich sér v ELISA testu s rPorSP67 klesla hodnota
Kf= 0,8 zjistén¢ho v predpokusu, na pouhych 0,28. TaktéZ ostatni hodnoty statistickych
veli¢in byly nizké, viz Tab. 9.

Tabulka 9: Statistické vyhodnoceni findlnich ELISA testii s rPorSP67

Statistické veli¢iny Kozy
Pocet sér (etiop/neg) 233/15
Cut-off 0,41
SH + SO 0,43+0,11
Kf 0,28
Senzitivita 0,58
Specificita 0,48
PPV 0,45
NPV 0,60

Pozn. SH = Stfedni hodnota OD. SO = Standardni odchylka

4.8 Antigen5-related protein rPorSP76

4.8.1 Zhodnoceni antigenicity s ¢asti sér vSech testovanych druhi zviirat
Antigenicita rPorSP76 se projevila u sér vSech testovanych zvifat, nicméné Kf byly
s vyjimkou kravskych (0,82) a mySich (0,76) sér u vSech druhti nizké (Graf 9).

Z diivodu vysoké hodnoty cut-off byla i kravska séra z dalSich pokusii vylouc¢ena.
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Graf 9: Detekce IgG protilatkové odpovédi proti P. orientalis pomoci rPorSP76 u

zvirat z Etiopie a mySi z chovu

Pocet sér je pro kazdé zvife uveden v zavorce. Jednotlivé skupiny jsou dle hodnoty cut-off

rozdéleny linkou na ¢ast sér s pozitivni a negativni protilatkovou odpovédi.

4.9 Testovani zkFiZenych reakci rekombinantnich proteint P. orientalis

Rekombinantni proteiny rPorSP24, rPorSP67 a rPorSP76, které v ptedchozich pokusech
s mysimi séry signifikantn¢ korelovaly s SGH, byly testovany se séry my$i opakované
postipanych flebotomy P. orientalis, P. papatasi a S. schwetzi. Jak je vidét z Grafu 10,
vSechny proteiny specificky reagovaly pouze se séry mysi poStipanymi P. orientalis,
zatimco reakce rekombinantnich proteini se séry mysSi exponovanych druhim

P. papatasi a S. schwetzi dosahovaly stejnych ¢i dokonce nizsich hodnot OD, nez jsou

hodnoty OD negativnich kontrol.
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Graf 10: Specificita rekombinantnich proteini P. orientalis

U vSech testovanych antigent byl signifikantni rozdil (p value < 0,05; neparametricky test
Wilcoxon Rank-Sum) mezi hladinami IgG protilatek mySi poStipanych P. orientalis a mysi
exponovanych postipani P. papatasi a S. schwetzi. Negativni kontroly (NEG) odpovidaji sértiim
mys$i, které nebyly nikdy v kontaktu s flebotomy. ORI = P. orientalis, SCHWE = S. schwetzi,
PAP = P. papatasi

4.10 Peptidy Yellow-related proteinu PorSP24

4.10.1 Zhodnoceni antigenicity s ¢asti sér v§ech testovanych druhi zvirat

PorSP24 Pepl a PorSP24 Pep2 navrzené ze sekvence Yellow-rp PorSP24 byly
testovany se vzorky pst, ovci a koz z Etiopie a poStipanych mysi z chovu.
PorSP24 Pep2 byl navic pouzit k testovani kravskych sér. Jak je vidét z Grafu 11,
reakce obou peptidil s jednotlivymi druhy zvifat jsou si velmi podobné. NejlepSich
korelaci se slinami dosahly peptidy s ovéimi (Kfp; = 0,92; Kfp, = 0,86), kozimi
(Kfp;1=10,88; Kfpy = 0,78) a psimi (Kfp;= 0,76; Kfp, = 0,79) séry. Se slinami
signifikantn¢ korelovala také protilditkova odpovéd’ proti obéma peptidim u mysi
(Kfp1 = 0,69; Kfp, = 0,52), nicmén¢ hodnoty OD téchto sér v reakcich s peptidy v
porovnani se slinami byly velmi nizké a Zaddné optimalizace protokolu nepomohla jejich

zvyseni. Kravska séra s PorSP24 Pep2 nereagovala.
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Graf 11: IgG protilatkova odpovéd’ zvirat z Etiopie a mysi z chovu na peptidy
PorSP24 Pepl a PorSP24 Pep2
Jednotlivé skupiny jsou dle hodnoty cut-off rozdéleny linkou na ¢ast sér s pozitivni a

negativni protilatkovou odpovédi. Pepl = PorSP24 Pepl; Pep2 = PorSP24 Pep2

4.10.2 ELISA s vétSim poctem sér psi, ovcei a koz
Do pokusu s vétSim mnozstvim vzorki byla zafazena séra psu, ovcei a koz, jez splnila
kritéria (cut-off < 1; Kf s SGH > 0,7) u obou peptidi PorSP24 Pepl a PorSP24 Pep2.

PorSP24 Pepl dosahl nejlepsich vysledkil v testech s psimi séry (Graf 12a);
korelace protilatkové odpovédi proti zminénému peptidu a slindm sice neni pfilis
vysokd, nicméné se ukazalo, Ze silné koreluje s odpovédi proti rekombinantnimu
proteinu PorSP24, z jehoz sekvence byl navrZen. Dale bylo zjisténo, Ze PorSP24 Pepl
je velmi senzitivni a s vysokou pravdépodobnosti spravné urci, zda jsou testovana séra
pozitivni ¢i negativni. Nevyhodou pouziti tohoto peptidu u pst je jeho o poznani nizsi
specificita.

Naopak 100% specificitu projevil PorSP24 Pepl v reakcich s ov¢imi séry (Graf
12b). S velkou spolehlivosti spravné urcil, zda jednotlivé vzorky patii do skupiny
pozitivnich ¢i negativnich sér a pozitivné koreloval s SGH i rPorSP24. Skutecnost, ze je
velmi malo senzitivni, vSak snizuje pravdépodobnost jeho piipadného pouziti v praxi.

Nejslabsich vysledki dosdhl PorSP24 Pepl v ELISA testech s kozimi séry.

Korelacni koeficient s SGH je relativné nizky, stejné jako korelace protilatkovych
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odpovédi proti rPorSP24 i peptidu PorSP24 Pep2. Navzdory vysoké specificité je
detekce protilatkové odpovédi s pouZzitim tohoto peptidu velmi malo senzitivni.

Podobn¢ jako PorSP24 Pepl, také PorSP24 Pep2 pozitivné koreloval se
slinami v ELISA testu s psimi séry a ukdzal, Ze detekce protilatek timto peptidem je
velmi senzitivni, avS§ak malo specifickd. Vysoké hodnoty Kf pak dosahl s pouZzitim
rPorSP24 jako antigenu (Graf 12c). PorSP24 Pep2 také s vysokou pravdépodobnosti
spravn¢ urcil, zda skutecné negativni sérum spada mezi vzorky, které neobsahuji
protilatky proti danému peptidu.

Vysokou miru specificity i senzitivity projevil PorSP24 Pep2 také v testu
sovCéimi séry. Dale se ukézalo, Ze je schopen s velkou pravdépodobnosti spravné
detekovat negativni séra. Korelace s protilatkovou odpovédi proti SGH je vSak nizka.

Detekce protilatkové odpovédi peptidem PorSP24 Pep2 u kozich sér je velmi
specifickd, av§ak o poznani méné senzitivni. PorSP24 Pep2 dosahuje vysoké korelace
s SGH (Graf 12d) a zaroven s velkou pravdépodobnosti spravné oznaci skutecné

negativni i skute¢né pozitivni vzorek. Podrobnéji viz Tab. 10.

Tabulka 10: Statistické vyhodnoceni finalnich ELISA testu s PorSP24 Pepl
a PorSP24 Pep2.

PorSP24 Pep 1 PorSP24 Pep 2
PSI OVCE KOzZY PSI OVCE KOzZY

Pocet sér

(ctiop/neg) 30/10 40/10 94/20 30/10 40/10 94/20
Cut-off 0,48 0,35 0,55 0,59 0,30 0,81
SH + SO 0,36+0,04 | 0,23+0,04 | 0,34+0,07 0,43%0,05 0,25+0,02 0,43+0,13
Kf (SGH) 0,76 0,79 0,64 0,77 0,42 0,78
Kf (rp) 0,85 0,74 0,5 0,85 0,36 0,67
Senzitivita 0,93 0,25 0,58 0,93 0,75 0,58
Specificita 0,67 1 0,73 0,67 0,83 0,95
PPV 0,73 1 0,63 0,73 0,33 0,88
NPV 0,91 0,92 0,77 0,91 0,97 0,77

Pozn.: SH = Stfedni hodnota. SO = Standardni odchylka. Kf (SGH) popisuje korelaci

IgG odpovedi proti konkrétnimu peptidu a SGH. Kf (rp) popisuje korelaci mezi IgG

odpovédi proti konkrétnimu peptidu a rPorSP24.
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Graf 12: Korela¢ni grafy peptidi PorSP24 Pepl a PorSP24 Pep2 s vybranymi
druhy zvirat z Etiopie

Korelaéni kiivky peptidi, u nichz Kf se slinami u dané¢ho druhu zvitete dosahoval vyssi
hodnoty nez 0,7. PorSP24 Pepl a PorSP24 Pep2 s SGH s psimi séry (Kf = 0,76; 0,77)
(A) a (C); PorSP24 Pepl s SGH s ovéimi séry (Kf = 0,79) (B); PorSP24 Pep2 s SGH s
kozimi séry (Kf = 0,78) (D). VSechny korelace jsou signifikantni (p = 0,0001).

4.11 Peptidy ParSP25-like proteinu PorSP65

4.11.1 Zhodnoceni antigenicity s ¢asti sér v§ech druhii testovanych zvirat
Jak vyplyva z Grafa 11 a 13, protilaitkova odpovéd’ proti peptidim PorSP24 Pepl,
PorSP24 Pep2, PorSP65 Pepl a PorSP65 Pep 2 je podobnd, a to u vSech testovanych
druhti zvirat.

S peptidy PorSP65 Pepl a PorSP65 Pep 2 byla testovana séra zvitat z Etiopie
(psi, ovce a kozy) a séra mys$i experimentalné postipanych P. orientalis. Signifikantnich
korelaci protildtkové odpovédi proti SGH a danym peptidim dosahly vSechny testované
druhy zvifat. Nejvyssi hodnoty Kf byly zjiStény u ovei (Kfp1)=0,88; Kf(p2) = 0,92), koz
(Kfpry = 0,85, Kfipp) = 0,86) a pstt Kf(p1) = 0,80, Kf(ppy = 0,74). O poznani nizSich Kf
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dosahly mysi (Kfps) = 0,70, Kfips) = 0,56). Kromé& mysi byly vSechny zminéné druhy

zatazeny do pokustli s vétSim poctem sér.
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Graf 13: IgG protilatkova odpovéd’ etiopskych zvirat a mySi z chovu na peptidy
PorSP65 Pepla PorSP65S Pep2

Graf znazornuje hodnoty OD vzorkl testovanych pst (n = 20), ovci (n = 22), koz
(n=20) a mysi (n = 23) s peptidy PorSP65 Pepl a PorSP65 Pep2. Jednotlivé skupiny
jsou dle hodnoty cut-off rozdéleny linkou na ¢ast sér s pozitivni a negativni

protilatkovou odpovédi. Pepl = PorSP65Pepl; Pep2 = PorSP65Pep?2.

4.11.2 ELISA s vétSim poctem sér psi, ovcei a koz

Nejlepsi korelace s SGH dosahl PorSP65 Pepl se séry psit (Graf 14a). Jeste vyssi
hodnoty Kf vSak doséhl s odpovidajicim proteinem rPorSP65. Detekce psich sér byla
pomoci tohoto peptidu velmi senzitivni, nicméné malo specificka. Déle 1ze s vysokou
pravdépodobnosti tvrdit, Ze skutecné negativni séra budou zatfazena i v testu s timto
antigenem do skupiny negativnich sér.

Podobné¢ vysoké korelace s SGH dosahl PorSP65 Pepl také u ovci (Graf 14b).
Navzdory vysoké specificité¢ byla detekce testovanych ovcich sér velmi malo senzitivni.
S vysokou pravdépodobnosti vSak urcil jako negativni vS§echna skutecné negativni séra.

Nejslabsiho vysledku dosahl PorSP65 Pepl s kozimi séry. Detekce protilatek u
téchto zvifat byla velmi specifickd, nicméné ostatni statistické veliiny nabyvaly

nizkych hodnot.
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V reakcich peptidu PorSP65 Pep2 s protilatkami obsazenymi v sérech pst

dosahly vSechny pocitané statistické veli¢iny vysokych hodnot, korelace se slinami je

vSak o poznani niz$i.

Podobny vysledek lze u tohoto peptidu vidét i v reakcich s ov€imi séry.

Korela¢ni koeficient s SGH je nizky, nicméné PorSP65 Pep2 s testovanymi vzorky

doséhl 100% specificity a s velkou jistotou je schopen spravné rozpoznat negativni od

pozitivnich sér. Senzitivita testu s pouzitim PorSP65 Pep2 je vSak nizka.

Také v ELISA testech s kozimi séry bylo dosazeno vysoké senzitivity

a specificity na tkor nizké hodnoty Kf s SGH. Podrobnéji viz Tab 11.

Tabulka 11: Statistické vyhodnoceni findlnich ELISA testi s PorSP65Pep 1

a PorSP65Pep 2
PorSP24 Pep 1 PorSP24 Pep 2

PSI OVCE KOzZY PSI OVCE KOzZY
Pocet sér
(etiop/neg) 30/10 40/10 94/20 30/10 40/10 94/20
Cut-off 0,61 0,31 1,19 0,88 0,32 0,53
SH + SO 0,45+0,05 0,23+0,03 0,56+0,21 | 0,66+0,08 | 0,21+0,04 | 0,32+0,07
Kf (SGH) 0,77 0,74 0,57 0,66 0,57 0,67
Kf (rp) 0,83 0,59 X 0,70 0,48 X
Senzitivita 0,93 0,25 0,43 0,82 0,5 0,79
Specificita 0,53 0,94 0,84 0,80 1 0,7
PPV 0,67 0,33 0,64 0,82 1 0,64
NPV 0,89 0,92 0,69 0,80 0,95 0,83

Pozn.: Korelace protilatkové odpovedi proti peptidim PorSP65 Pepl, PorSP65 Pep2 a

rPorSP65 nebyla v testech s kozimi testovana. SH = Stfedni hodnota. SO = Standardni

odchylka. Kf (SGH) popisuje korelaci IgG odpovédi proti konkrétnimu peptidu a SGH.

Kf (rp) popisuje korelacilgG odpovédi proti konkrétnimu peptidu a rPorSP65.
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Graf 14: Korelac¢ni grafy peptidi PorSP65 Pepl a PorSP65 Pep2 s vybranymi
druhy etiopskych zvitat. Graficky znazornény byly korelaéni kiivky peptidd, u nichz Kf se
slinami u daného druhu zvitete dosahoval vys$si hodnoty nez 0,7. PorSP65 Pepl s SGH u pst
(Kf=0,77) (A); PorSP65 Pepl s SGH u ovci (Kf = 0,74) (B). Obé¢ korelace jsou signifikantni
(p value = 0,0001).

4.12 Testovani zkiiZzenych reakci peptidua P. orientalis

Peptidy PorSP24 Pepl, PorSP24 Pep2, PorSP65 Pepl a PorSP65 Pep2 byly testovany
se séry mysi opakované postipanych P. orientalis, P. papatasi a S. schwetzi. U peptidu
PorSP24 Pep2 a obou peptidit ze sekvence proteinu PorSP65 byl signifikantni rozdil
v hladinach protilatek (p value < 0,05) mezi séry mysi postipanych P. orientalis a mysi
postipanych jinymi druhy flebotomll. Reakce peptidu PorSP24 Pepl se séry mysi
postipanych P. papatasi byla na hran¢ signifikance (p value = 0,05), se séry mysi
postipanych S. schwetzi byl jiz vSak rozdil signifikantni. Hladiny protilatek u mysi
postipanych P. papatasi a S. schwetzi byly u vSech peptidi vyss$i nez protilatkova

odpovéd’ negativnich kontrol.
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Graf 15: Zk¥iZené reakce peptidi P. orientalis

Signifikantné vyssi hladina protilatek (p value < 0,05, neparametricky Kruskal-Wallis
rank sum test) byla detekovana peptidy P2, P3 a P4 v sérech myS$i exponovanych
postipani P. orientalis (ORI), oproti sérim mysi postipanych S. schwetzi (SCHWE)
a P. papatasi (PAP). PorSP24 Pepl = P1, PorSP24 Pep2 = P2, PorSP65 Pepl = P3
a PorSP65 Pep2 = P4. Negativni kontroly (NEG) odpovidaji sérim mysi, které nebyly
nikdy v kontaktu s flebotomy.

4.13 Detekce IgG protilatkové odpovédi na poStipani riznym poctem flebotomi

Celkem tii skupiny mysi byly 5x v tydennich intervalech opakované sity rliznym
poctem (25, 50, 100) samic P. orientalis. Tyden po posledni expozici flebotomim byly
mysi vykrveny a jejich sérum testovano na protilatky proti slinnym antigenim pomoci
SGH, rekombinantnich proteinti a peptidi (Graf 16). Vyssi hladina protilatek
v zavislosti na vzristajicim poctu satych flebotomtli byla detekovana pouze antigenem
D7rp rPorSP67. Podobny trend byl spatfen také u SGH, nicméné hladina protilatek
v séru jedné mysSi saté 100 flebotomy je v porovnani s obéma séry mysi satymi
50 flebotomy nizsi. V piipad¢ testovani sér s Yrp rPorSP24 byl detekovan velky rozdil
mezi hladinami protilatek u mysi v radmci jedné skupiny; mirné€ vzristajici trend hladin
protilatek mezi testovanymi skupinami byl nicméné také patrny. V testu s ostatnimi
rekombinantnimi proteiny ani peptidy nebyly ve skupinach satych vétSim mnozstvim

flebotomt vyssi hladiny protilatek detekovany.
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Graf 16: Detekce protilitkové odpovédi na postipani riiznym poctem flebotomii

Celkem tii skupiny mysi byly saté 25, 50 a 100 samicemi P. orientalis. Kazda skupina
zahrnuje dvé mysi, které byly testovany s celkem 7 antigeny; SGH, 4 rekombinantnimi
proteiny (D7-related protein = D7, antigen5-related protein = Ag5, Yellow-related
protein = Yrp a ParSP25-like protein = Par) a dvéma peptidy (PorSP24 Pepl = YPI,
PorSP65 Pepl = PPI1). Negativni kontroly (NEG) = testované mysi, kterym bylo

odebrano krevni sérum pted prvni expozici flebotomtim.
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5. DISKUZE

Pfedmétem mé prace bylo zjistit, zda lze nahradit celé slinné Zlazy P. orientalis,
pouzivané jako markery expozice flebotomim, konkrétnimi slinnymi proteiny nebo
jejich specifickymi B-epitopy, které se dané antigen-protildtkové interakce piimo
ucastni.

Pomoci imunoblotu bylo detekovano pét slinnych proteinti P. orientalis (apyraza
PorSP15, Yellow-related protein PorSP24, ParSP25-like protein PorSP65, D7-related
protein PorSP67 a antigen5-related protein PorSP76), které specificky reagovaly se
dvéma smésnymi vzorky psi z Etiopie. Tento pokus potvrdil antigenicitu danych
proteinti, kterd byla poprvé detekovdna imunoblotem se séry experimentalné
postipanych mysi (Vlkova et al. 2014). P&t proteini bylo poté pfipraveno
v rekombinantni formé v systému E. coli a nésledné testovano se séry psu, ovci, koz
a krav z Etiopie a mysi poStipanych P. orientalis.

Prvnim z testovanych rekombinantnich proteind byla apyraza rPorSP1S.
Nejlepsich vysledkli doséhl tento protein v testech s psimi séry. Korelace se slinami,
stejn¢ jako dalsi statistické veliCiny (senzitivita, specificita, PPV a NPV) dosahovaly
hodnot kolem 0,6-0,7. Ackoli se nejedna o hodnoty nijak vysoké, zadna z testovanych
veli¢in se extrémné nepropadla a rPorSP15 je proto vhodnym kandidatem pii pouziti
psich sér. Antigenicitu slinnych apyrdz pro psy potvrdily také studie na jinych druzich
flebotomti. Apyrazy P. perniciosus (rSPO1 a rSP01B) doséhly v ELISA testu vysoké
korelace se slinami (Kf = 0,9) (Drahota et al. 2014; Martin-Martin et al. 2014), pozitivni
reakce apyrdzy rLJL23 byla detekovana také na imunoblotu se séry psi poStipanymi
Lu. longipalpis (Teixeira et al., 2010).

Pii pouziti kozich sér nedoséhla apyrdza vysokych hodnot v zddné z pocitanych
statistickych veli¢in, s vyjimkou vysoké specificity. Proto byla vyhodnocena pro tento
druh zvifete jako nevhodny antigen. S ov¢imi, kravskymi a mySimi séry apyraza viibec
nereagovala nebo byl Kf s SGH pfili§ nizky. Tato skutecnost byla vcelku ptekvapiva,
jelikoz apyrazy rSPO1 a rSPO1B druhu P. perniciosus s mySimi séry na imunoblotu
i v ELISA testu pozitivné reagovaly (Martin-Martin et al. 2013; Drahota et al. 2014;
Martin-Martin et al. 2015); v praci Drahota et al. (2014) dosahly dokonce vysokého
Kf=0,9.

D7-related protein rPorSP67 nedosahl pozadovanych hodnot statistickych

veli¢in u zadného z testovanych domacich zvifat a taktéz téméf nereagoval s mySimi
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séry. Tato skutecnost se shoduje s poznatky o antigenicit¢ D7rp riznych druhi
flebotomti se séry hlodavci obecné. Ve studii Vlkova et al. (2012) reagoval
D7rp tPpSP30 P. papatasi pouze s Casti testovanych mysSich sér, zatimco antigenni
vlastnosti tfSP04 D7rp druhu P. perniciosus se liSily v zdvislosti na pouzitém testu
(ELISA, imunoblot) ¢i studii, ve které byla antigenicita tohoto proteinu testovana
(Martin-Martin et al. 2013b; Drahota et al. 2014).

Antigen5-related protein rPorSP76 se také neosvédéil. Zadny testovany druh
zvitete z Etiopie nedosdhl v pfedpokusu s malym poctem sér dostatecné vysoké
korelace s SGH, a proto byl rPorSP76 oznacen jako antigen, jez je pro dalsi testovani
nevhodny. Podobny vysledek uvadi studie Drahota et al. (2014), ve které
antigen5-rp rSP07 P. perniciosus nereagoval se séry experimentaln¢ postipanych pst
ani mysi.

Jednim z moznych vysvétleni "neuspéchu" obou proteinti (D7-rp a antigen5-rp)
v naSich testech je absence glykosylacnich Uprav v bakteridlnim systému, v némz byly
vSechny testované rekombinantni proteiny P. orientalis exprimovany. Vzhledem ke
skutecnosti, Ze nedisponujeme stejnymi proteiny exprimovanymi v jiném (hmyzim ¢i
savéim) systému, lze se jen dohadovat, zda slaba reakce sér n¢kterych druhi zvitat
s n€kterymi rekombinantnimi proteiny je zpusobena absenci téchto glykosylaci, ¢i zda
se jednd o vlastnost daného proteinu. Naprostd vétSina dosud pfipravenych
rekombinantnich slinnych proteinti riznych druhii flebotomli byla exprimovéna taktéz
v bakteriich (Hamasaki et al. 2009; Vlkova et al. 2012; Martin-Martin et al. 2013;
Drahota et al. 2014) a tedy ani srovnani s jinymi studiemi ndm v tomto ohledu
nepomuze.

Yellow-related proteiny flebotomt jsou zndmy svymi antigennimi vlastnostmi.
Silnou antigenicitu jsme potvrdili také u Yrp rPorSP24 P. orientalis. Nejvyssich
korelaci s SGH dosahl rPorSP24 s ov¢imi séry; hodnoty vSech testovanych velicin byly
taktéz pomérné vysoké, a proto rPorSP24 je mozné povazovat za vhodny marker
expozice pro tento druh zvifete.

Podobné vysokych korelaci dosahl tento protein také pii testovani psich sér. Po
statistickém zhodnoceni se vSak ukézalo, ze ackoli rozeznal vSechna pozitivni séra se
100% senzitivitou, mira nespecificity, jez se v reakcich s testovanymi vzorky projevila,
je alarmujici a pfed pouzitim rPorSP24 v rozsédhlejSich studiich by bylo vhodné jej
otestovat s dalSimi vzorky pfirozené exponovanych pst. Pfitom u jinych druh druht

flebotomtl se rekombinantni Yrp v reakcich se séry podobanych pst velmi osvédcily.
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SPO3B P. perniciosus koreloval s SGH v testech se séry, které byly odebrany psim
z ruznych lokalit jizni Evropy, a prokazal tak, Ze jeho pouziti jako markeru expozice 1ze
aplikovat na rzné populace tohoto druhu flebotoma (Drahota et al. 2014; Kost'dlova et
al. 2015, 2017). S psimi séry také pozitivné reagoval Yrp rLIM17 a rLIMI11
Lu. longipalpis, korelace s SGH u tohoto druhu vSak nebyly testovany (Teixeira et al.,
2010).

S kozimi séry reagoval rPorSP24 velmi specificky, nicméné hodnoty vsech
ostatnich veli¢in v¢etné korelaci s SGH byly natolik nizké, ze byl rPorSP24
vyhodnocen jako nevhodny marker expozice pro tento druh zvifete. Lehce nad hodnotu
0,7 se dostal Kf rPorSP24 s SGH u mysi. Podobné antigenni vlastnosti se projevily také
u SPO3B P. perniciosus, ktery vSak dosdhl u tohoto druhu jest¢ vyssiho Kf = 0,9
(Drahota et al., 2014).

ParSP25-like protein PorSP65 muzeme povazovat za vhodny antigen pouze
u ovci. Zjisténa korelace se slinami nebyla nijak zvlast vysoka (0,7), nicméné vSechny
testované statistické veli¢iny dosahuji podobnych hodnot v rozmezi 0,6-0,8. V testech
s psimi séry jsme narazili na podobny problém, jako u proteinu rYrp: senzitivita
i korelace se slinami byla velmi vysokd, nicméné v reakcich s timto proteinem dochézi
k nespecifické vazbé protilatek.

ParSP25-like protein byl dosud studovdn v rekombinantni formé pouze
u P. perniciosus u psich sér, kde nedosahl signifikantni korelace s SGH (Drahota et al.,
2014). Tato skutecnost je vSak spiSe pfisuzovana faktu, ze rSPO8 byl purifikovan
v nativnich podminkach, pfi¢emz pfirozend konformace proteinu mize zakryt

B-epitopy, které vazi protilatky proti slinam tohoto druhu.

Vyrazna nespecificita reakci rekombinantnich ParSP25-like proteinu a Yrp
v ELISA testech s psimi séry nas vedla k hypotéze, zda by nebylo mozné tento problém
vyfesit redukci antigennich mist na povrchu proteini pouze na jeden vytipovany
B-epitop, jez by byl specificky pro dany protein a specificky vazal pouze protilatky
proti slinnym zldzdm P. orientalis. Z kazdého ze zminénych proteini byly navrzeny
a nasledné testovany dva takovéto peptidy (PorSP24 Pep 1, PorSP24 Pep 2, PorSP65
Pep 1 a PorSP65 Pep 2).

Specificka protilatkova odpoveéd’ detekovana peptidy korelovala s odpovédi proti

proti rekombinantnim proteinim, podle jejichz sekvence byly peptidy navrzeny.
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Korelace neni u zaddné kombinace rekombinantni protein-peptid 100%, jelikoZ na
kazdém z proteinil se vyskytuje vice B-epitopt, které na sebe mohou protilatky vazat.

K predpokladanému zvySeni specificity v porovnani s testy s rekombinantnimi
proteiny doslo u vSech ctyfech peptidi v ELISA testech s psimi séry, u tfech s ovéimi
séry a jednoho s kozimi séry. U PorSP24 Pep2 se pii testovani ov€ich sér specificita
nezvysila, nicméné jeji hodnota byla jen o trochu nizsi nez v testech s rekombinantnim
PorSP24. Porovnani hodnot ostatnich statistickych veli¢in ¢i korelaci s SGH v testech
s peptidy a pfislusnymi rekombinantnimi proteiny se v zavislosti na testovanych druzich
zvitat 1i81 a bude proto diskutovano zvlast.

K celkovému zlepSeni statistického vyhodnoceni vysledkd s peptidy PorSP24
Pep 1 a PorSP24 Pep 2 oproti testim s rekombinantnim proteinem rPorSP24 doslo
pouze u pst. Hodnoty senzitivity a NPV jsou sice o trochu niz$i v porovnani
s rPorSP24, nicméné doslo k vyraznému zvySeni jiz zminéné specificity a PPV.
Korelace jednotlivych peptidii s SGH je srovnatelna s korelaci rPorSP24 s SGH. Reakce
obou peptidi je téméf identickd a pravdépodobné se oba B-epitopy podili na
antigenicité proteinu PorSP24 stejnou mérou.

Zajimavy fenomén poskytuje srovnani vysledki PorSP24 Pep 1
a PorSP24 Pep 2 v testech s ov¢imi séry. Zatimco PorSP24 Pep 1 silné koreluje
s rekombinantnim PorSP24, senzitivita testu s timto peptidem je relativné nizka.
V ptipadé¢ pouziti PorSP24 Pep 2 je vysledek naprosto opaény. Moznym vysvétlenim je,
ze epitop peptidu PorSP24 Pep 1 je vysoce specificky, nicméné nevaze takové mnozstvi
protilatek, které vazou jind antigenni mista na povrchu proteinu. Epitop PorSP24 Pep 2
je naopak vysoce senzitivni, avSak jeho sekvence je ve struktufe proteinu blokovéana
jinou ¢asti téhoz proteinu. Ani v ptipadé jednoho z peptidi nedoslo ke zvySeni hodnot
Kf s SGH ¢i PVV a NPV v porovnani s rPorSP24, nicmén¢ vSechny zminéné hodnoty
zustaly vysoké (s vyjimkou nizké PPV u PorSP24 Pep 2).

V testech s kozimi séry byla u obou peptidii, v porovnéani s rPorSP24, navysena
hodnota Kf s SGH 1 senzitivita testu. Peptid PorSP24 Pep 2 déle zvedl také hodnotu
PPV, specificitu a Iépe koreloval s rPorSP24.

Také u peptidl navrzenych ze sekvence rPorSP65 bylo dosazeno dobrych
vysledkl zejména s psimi séry. Korelace s SGH je v testech s peptidy sice o néco nizsi
nez v testech s rekombinantnimi proteiny, nicméné se podafilo vyznamné zvysit

specificitu reakce z hodnoty 0,1 v testech s rPorSP65 na hodnotu 0,5 a 0,8 s pouzitim
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zminénych peptidi. Soucasné v testech s obéma peptidy doslo k zachovéani vysoké
senzitivity a navySeni hodnot PPV a NPV.

Vyrazného zvyseni specificity i NPV bylo dosaZzeno také v testech s ov€imi séry,
na rozdil od testl se psy vSak poklesla senzitivita. Korelace obou peptidl se slinami

byla téméf shodna s korelaci mezi SGH a rPorSP65.

Pro hodnoceni vysledkii s rekombinantnimi proteiny a peptidy je dilezité mit
k dispozici tdaje o specificité a senzitivité testu. Jak je vice popsano v podkapitolach
24 a 25, existuje ftada studii zabyvajicich se zhodnocenim antigenicity
rekombinantnich proteinii ¢i peptidd. Ve vétSin€é z nich je vSak uvedena pouze
informace, zda jednotlivé antigeny s danymi séry reagovaly (v pfipadé pouziti
imunoblotu) ¢i nikoli (Teixeira et al. 2010; Vlkova et al. 2012; Martin-Martin et al.
2013; Martin-Martin et al. 2015); u nékterych je spocitana také hodnota Kf s SGH
(Soares et al. 2013; Drahota et al. 2014; Martin-Martin et al. 2014; Kostalova et al.
2015; Kostalova et al. 2017), pouze ojedinéle je vSak zminéna také specificita
a senzitivita testu (Souza et al., 2010). Vysledky této diplomové prace vSak ukazuji, ze
v mnoha testech s rekombinantnimi proteiny ¢i peptidy hodnota Kf s SGH nabyvala
vysokych hodnot, ale reakce daného antigenu s anti-SGH protilatkami byla nespecificka
¢1 malo senzitivni. U jinych antigenii zase doslo k situaci, Ze test projevil vysokou miru
senzitivity, ale reagoval naprosto nespecificky. VSechny tyto varianty a jim podobné
jsou nepiijatelné a pouziti takovychto antigenli v terénnich studiich by mohlo vést
k vyraznému zkresleni vysledki. Je tedy tfeba usilovat o to, aby byly vSechny hodnoty
zminénych statistickych veli¢in véetné Kf s SGH co moznd nejvyssi, ale také

vyrovnané.

V dalsi ¢asti této diplomové prace jsme chtéli zjistit, ktery z antigenti je schopen
detekovat rozdil v hladiné protilatek vytvorenych ve tfech skupinich mysi, jez byly
opakované postipané rliznym poctem samic P. orientalis. Mezi ¢tyfmi rekombinantnimi
proteiny byl o¢ekavany rozdil detekovan pouze pomoci D7rp rPorSP67. Reakce s timto
rekombinantnim proteinem byla velmi ptekvapiva, nebot’ v pfedchozich ELISA testech
s mySimi séry témet nereagoval. V testech s SGH a Yrp rPorSP24 vznikl velky rozdil
mezi hladinou protilatek u jednotlivych mysi ze stejné skupiny, nicméné trend vzristu

protilatek v zévislosti na vétSim poctu satych flebotomt byl i u téchto antigenii patrny.
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Naproti tomu u peptidi neni negativni vysledek piekvapenim, nebot” v predchozich
pokusech s peptidy Spatné reagovala séra i u mysi, které byly vice poStipany.

Dtvodem, pro¢ vSak rozdil v hladinach protildtek nebyly schopny detekovat
také ostatni rekombinantni proteiny, je pravdépodobné nizky pocet sani. V ptredchozich
ELISA testech, ve kterych jsme zjiStovali korelaci s SGH, byla pouZzita séra mysi
z kolonie, jez byly saté minindln¢ 15x 100-150 samicemi flebotomll. V tomto
experimentu byly mysi saté pouze pétkrat 25, 50 nebo 100 samicemi flebotomil.
Z tohoto ditvodu jsme se rozhodli upravit plan imunizace a pokus zopakovat. Navysili
jsme pocty mysi v ramci kazdé skupiny a prodlouzili dobu sani z péti na deset tydnt.
Nedostatek flebotomt v kolonii a jejich nechut’ sat na mysich nas vSak donutil tento
pokus ptedcasn¢ ukoncit. Piesto si myslime, Ze experimenty tohoto typu by mohly Iépe
ukdzat, ktery z antigenli je schopen rozeznat rozdily v hladinach protilatek vytvorené
sanim rtizného poctu flebotomt a 1épe kvantifikovat expozici hostitelt viici flebotomim

v ptipadnych terénnich studiich.

Poslednim cilem této prace bylo otestovat, zda SGH, rekombinantni proteiny
a syntetické peptidy ze slinnych zlaz P. orientalis zktizené reaguji se dvéma druhy
flebotomti, P. papatasi a S. schwetzi, ktefi se sympatricky vyskytuji v lokalitach
obyvanych P. orientalis. Oba druhy flebotoml nejsou blizce piibuzné druhu
P. orientalis. Zjisténi, ze SGH ani zadny z testovanych rekombinantnich proteint se
séry mysi poStipanych P. papatasi a S. schwetzi nereaguje, je tudiz v souladu
s predeslymi studiemi Volf a Rohousova (2001) a RouhouSova et al. (2005), které
prokézaly, ze ke zkiizenym reakcim mezi riznymi druhy flebotom dochéazi pouze
u blizce ptibuznych druht.
protilatek ve vzorcich mys$i postipanych P. orientalis a dvéma zminénymi druhy
flebotomti u vSech testovanych peptidi signifikantni ¢i na hrané signifikance, hladiny
protilatek u mysi posStipanych P. papatasi a S. schwetzi byly u vSech peptidl vyssi nez
protilatkova odpoveéd negativnich kontrol. Vyznamny problém tkvi v tom, Ze pfi pouziti
peptidl jako antigenli s mySimi séry, je i u siln€ exponovanych mysi detekovand hladina
protilatek nizkd. Oproti testiim s rekombinantnimi proteiny a SGH nejsou rozdily mezi
porovnavat s literarnimi udaji, nebot’ antigennimi vlastnostmi slinnych B-epitopli se
u flebotomt dosud nikdo nezabyval.
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6. SHRNUTI A ZAVER

e Zjistili jsme, Ze testované rekombinantni proteiny slinnych Zlaz P. orientalis
reaguji se séry zvifat z Etiopie 1 mysi z chovu, které byly vystavené poStipani
tomuto druhu flebotoma a Ize je vyuZit jako antigeny v ELISA testu

e Yellow-related protein rPorSP24 a ParSP25-like protein rPorSP65 dosahly
v ELISA testech vysokych korelaci s SGH i1 dobrého statistického zhodnoceni
v testech s ov€imi a psimi séry a lze je pouzit jako marker expozice; v ELISA

testech s psimi séry vSak reagovaly velmi nespecificky

e Peptidy PorSP24 Pepl, PorSP24 Pep2, PorSP65 Pep 1 a PorSP65 Pep2,
navrzené ze slinnych proteini PorSP24 a PorSP65 P. orientalis, detekovaly
protilatky proti slindm v sérech laboratorné i pfirozené exponovanych zvitat

a lze je pouzit jako antigeny v ELISA testech

e Pii pouziti peptidi v ELISA testech bylo dosazeno stejné nebo vyssi hodnoty

specificity v porovnani s rekombinantni formou pfislusného slinné¢ho proteinu

e Oba peptidy odvozené od proteinu PorSP24 lze na zidkladé¢ vysoké korelace
s SGH a hodnot senzitivity, specificity, PPV a NPV pouzit jako marker expozice
v testech s psimi séry a jeden z nich, PorSP24 Pep2, s kozimi séry. Oba peptidy

odvozené od proteinu PorSP65 pak 1ze vyuzit jak se psimi tak i s kozimi séry

e V testech s SGH a rekombinantnimi proteiny slinnych zldz P. orientalis
nedochdzi ke zktizenym reakcim s druhy P. papatasi a S. schwetzi. V testech
s peptidy je situace slozitéj$i: vznik zkiizenych reakci je diskutabilni
a definitivni zavéry by bylo mozné formulovat az na zdkladé¢ dalSich

experimentl

Vysledky popisujici antigenni vlastnosti rekombinantnich proteinti byly publikovany
v élanku: Sima, M., Ferencova, B., Warburg, A., RohouSova, 1., Volf, P. (2016).
Recombinant salivary proteins of Phlebotomus orientalis are suitable antigens to
measure exposure of domestic animals to sand fly bites. PLoS Neglected Tropical

Diseases, 10(3).

64



7. REFERENCE

Adler, S., a Theodor, O. (1926). The mouthparts, alimentary tract, and salivary
apparatus of the female in Phlebotomus papatasi. Annals of Tropical Medicine &
Parasitology, 20, 109-142.

Altschul, S. F., Madden, T. L., Schaffer, A. A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W. et al.
(1997). Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database
search programs. Nucleic Acids research, 25(17), 3389-3402.

Alvar, J., Canavate, C., Molina, R., Moreno, J., Nieto, J. (2004). Canine leishmaniasis.
Advances in Parasitology, 57(4), 1-88.

Ameri, M., Wang, X., Wilkerson, M. J., Kanost M. R., Broce, A. B. (2008). An
immunoglobulin binding protein (Antigen 5) of the stable fly (Diptera: Muscidae)

salivary gland stimulates bovine immune responses. Journal of Medical
Entomology, 45(1), 94-101.

Anderson, J. M., Oliveira, F., Kamhawi, S., Mans, B. J., Reynoso, D., Seitz, et al.
(2006). Comparative salivary gland transcriptomics of sandfly vectors of visceral
leishmaniasis. BMC Genomics, 7, 52, 1-23.

Ansari, I. H., Kwon, B., Osorio, F. A., & Pattnaik, A. K. (2006). Influence of N-linked
glycosylation of porcine reproductive and respiratory syndrome virus GP5 on virus
infectivity, antigenicity, and ability to induce neutralizing antibodies. Journal of
Virology, 80(8), 3994-4004.

Aquino, D. M. C., Caldas, A. J. M., Miranda, J. C., Silva, A. A. M., Barral-Netto, M.,
Barral, A. (2010). Short report: Epidemiological study of the association between
anti-Lutzomyia longipalpis saliva antibodies and development of delayed-type

hypersensitivity to Leishmania antigen. American Journal of Tropical Medicine
and Hygiene, 83(4), 825-827.

Argaw, D., Mulugeta, A., Herrero, M., Nombela, N., Teklu, T., Tefera, T., et al. (2013).
Risk factors for visceral Leishmaniasis among residents and migrants in
Kafta-Humera, Ethiopia. PLoS Neglected Tropical Diseases, 7(11), 1-9.

Assumpgao, T. C. F., Ma, D., Schwarz, A., Reiter, K., Jaime M Santana, Andersen, J.
F., et al. (2013). Salivary antigen-5/CAP Family members are Cu2+-dependent
antioxidant enzymes that scavenge O2. and inhibit collagen-induced platelet

aggregation and neutrophil oxidative burst. Journal of Biological Chemistry,
288(20), 14341-14361.

Badu, K., Siangla, J., Larbi, J., Lawson, B. W., Afrane, Y., Ong’Echa, J., et al. (2012).
Variation in exposure to Anopheles gambiae salivary gland peptide (gSG6-P1)
across different malaria transmission settings in the western Kenya highlands.
Malaria Journal, 11, 1-9.

Borud, B., Aas, F. E., Vik, A., Winther-Larsen, H. C., Egge-Jacobsen, W., Koomey, M.
(2010). Genetic, structural and antigenic analyses of glycan diversity in the O-
linked protein glycosylation systems of human Neisseria species. Journal of
bacteriology, 192(11), 2816-2829.

65



Bahia, D., Gontijo, N. F., Leon, 1. R., Perales, J., Pereira, M. H., Oliveira, G., et al.
(2007). Antibodies from dogs with canine visceral leishmaniasis recognise two
proteins from the saliva of Lutzomyia longipalpis. Parasitology Research, 100(3),
449-454,

Cerna, P., Mikes, L., Volf, P. (2002). Salivary gland hyaluronidase in various species of
phlebotomine sand flies (Diptera: psychodidae). Insect Biochemistry and
Molecular Biology, 32(12), 1691-1697.

Clements, M. F., Gidwani, K., Kumar, R., Hostomska, J., Dinesh, D. S., Kumar, V., et
al. (2010). Measurement of recent exposure to Phlebotomus argentipes, the vector
of indian visceral leishmaniasis, by using human antibody responses to sand fly
saliva. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 82(5), 801-807.

Courtin, F., Camara, M., Rayaisse, J. B., Kagbadouno, M., Dama, E., Camara, O., et al.
(2015). Reducing human-tsetse contact significantly enhances the efficacy of
sleeping sickness active screening campaigns: A promising result in the context of
elimination. PLoS Neglected Tropical Diseases, 9(8), 1-12.

Croset, A., Delafosse, L., Gaudry, J. P., Arod, C., Glez, L., Losberger, C., et al. (2012).
Differences in the glycosylation of recombinant proteins expressed in HEK and
CHO cells. Journal of Biotechnology, 161(3), 336-348.

Dama, E., Cornelie, S., Camara, M., Somda, M. B., Poinsignon, A., Ilboudo, H., et al.
(2013). In silico identification of a candidate synthetic peptide (Tsgfl 18 — 43) to
monitor human exposure to Tsetse flies in West Africa. PLoS Neglected Tropical
Diseases, 7(9), 3—10.

de Moura, T. R., Oliveira, F., Novais, F. O., Miranda, J. C., Claréncio, J., Follador, I., et
al. (2007). Enhanced Leishmania braziliensis infection following pre-exposure to
sandfly saliva. PLoS Neglected Tropical Diseases, 1(2).

Dinesh, D. S., Das, P., Picado, A., Davies, C., Speybroeck, N., Ostyn, B., et al. (2008).
Long-lasting insecticidal nets fail at household level to reduce abundance of
sandfly vector Phlebotomus argentipes in treated houses in Bihar (India). Tropical
Medicine and International Health, 13(7), 953-958.

Dowling, W., Thompson, E., Badger, C., Mellquist, J. L., Garrison, A. R., Smith, J. M.,
et al. (2007). Influences of glycosylation on antigenicity, immunogenicity, and
protective efficacy of Ebola virus GP DNA vaccines. Journal of Virology, 81(4),
1821-1837.

Drahota, J., Martin-Martin, 1., Sumova, P., Rohousova, 1., Jimenez, M., Molina, R.,
Volf, P. (2014). Recombinant antigens from Phlebotomus perniciosus saliva as
markers of canine exposure to visceral leishmaniases vector. PLoS Neglected
Tropical Diseases, 8(1), 45.

Drame, P. M., Poinsignon, A., Besnard, P., Cornelie, S., Mire, J. Le, Simondon, F., et
al. (2010). Human antibody responses to the Anopheles salivary gSG6-P1 peptide :
A novel tool for evaluating the efficacy of ITNs in malaria vector control. PLoS
ONE, 5(12), 1-8.

Elnaiem, D. E. A. (2011). Ecology and control of the sand fly vectors of Leishmania
donovani in East Africa, with special emphasis on Phlebotomus orientalis. Journal
of Vector Ecology, 36(SUPPL.1), 23-31.

66



FMOH (2006). Visceral Leishmaniasis: Diagnosis & Treatment Guideline for Health
Workers in Ethiopia.

Fournillier, A., Wychowski, C., Boucreux, D., Baumert, T. F., Meunier, J. C., Jacobs,
D., et. al. (2001). Induction of hepatitis C virus E1 envelope protein-specific
immune response can be enhanced by mutation of N-glycosylation sites. Journal of
Virology, 75(24), 12088—12097.

Francischetti, I. M. (2010). Hematophagy and inhibition of platelet aggregation. In:
Kini, R., Clementson, K., Markland, F., McLane, N., Morita, T. (eds) Toxins and
and Hemostasis, Springer, Dordrecht. ISBN: 978-90-481-9294-6

Gavrilov, B. K., Rogers, K., Fernandez-Sainz, I. J., Holinka, L. G., Borca, M. V.,
Risatti, G. R. (2011). Effects of glycosylation on antigenicity and immunogenicity
of classical swine fever virus envelope proteins. Virology, 420(2), 135-145.

Gebresilassie, A., Kirstein, O. D., Yared, S., Aklilu, E., Moncaz, A., Tekie, H., ...
Gebre-Michael, T. (2015). Species composition of phlebotomine sand flies and
bionomics of Phlebotomus orientalis (Diptera: Psychodidae) in an endemic focus
of visceral leishmaniasis in Tahtay Adiyabo district, Northern Ethiopia. Parasites
& Vectors, 8(1), 248.

Gidwani, K., Picado, A., Rijal, S., Singh, S. P., Roy, L., Volfova, V., et al. (2011).
Serological markers of sand fly exposure to evaluate insecticidal nets against
visceral leishmaniasis in India and Nepal: A cluster-randomized trial. PLoS
Neglected Tropical Diseases, 5(9).

Gomes, R. B., Brodskyn, C., de Oliveira, C. 1., Costa, J., Miranda, J. C., Caldas, A., et
al. (2002). Seroconversion against Lutzomyia longipalpis saliva concurrent with
the development of anti—Leishmania chagasi Delayed-Type Hypersensitivity. The
Journal of Infectious Diseases, 186(10), 1530-1534.

Gomes, R. B., Mendonga, I. L., Silva, V. C., Ruas, J., Silva, M. B., Cruz, M. S. P., et al.
(2007). Antibodies against Lutzomyia longipalpis saliva in the fox Cerdocyon
thous and the sylvatic cycle of Leishmania chagasi. Transactions of the Royal
Society of Tropical Medicine and Hygiene, 101(2), 127-133.

Gomes, R., a Oliveira, F. (2012). The immune response to sand fly salivary proteins and
its influence on Leishmania immunity. Frontiers in Immunology, 3(110), 1-8.

GroB3, A., Hashimoto, C., Sticht, H., & Eichler, J. (2016). Synthetic Peptides as Protein
Mimics. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, 3(211).

Hamasaki, R., Kato, H., Terayama, Y., Ywatta, H., Valenzuela, J. G. (2009). Functional
characterization of a salivary apyrase from the sand fly, Phlebotomus dubosqi, a
vector of Leishmania major. Journal of Insect Physiology, 55(11), 1044—1049.

Hoffman, D. R. (1993). Allergens in Hymenoptera venom XXV: The amino acid
sequences of antigen 5 molecules and the structural basis of antigenic cross-
reactivity. The Journal of Allergy and Clinical Immunology, 92(5), 707-716.

67



Hofinger, E. S., Spickenreither, M., Oschmann, J., Bernhardt, G., Rudolph, R.,
Buschauer, A. (2007). Recombinant human hyaluronidase Hyal-1: insect cells

versus Escherichia coli as expression system and identification of low molecular
weight inhibitors. Glycobiology, 17(4), 444—453.

Hostomska, J., Rohousova, 1., Volfova, V., Stanneck, D., Mencke, N., Volf, P. (2008).
Kinetics of canine antibody response to saliva of the sand fly Lutzomyia
longipalpis. Vector Borne and Zoonotic Diseases, 8(4), 443-450.

Hostomska, J., Volfova, V., Mu, J., Garfield, M., Rohousova, 1., Volf, P. et al. (2009).
Analysis of salivary transcripts and antigens of the sand fly Phlebotomus arabicus.
BMC Genomics, 10(282) 1-17.

Chappuis, F., Sundar, S., Hailu, A., Ghalib, H., Rijal, S., Peeling, R. W., et al. (2007).
Visceral leishmaniasis: What are the needs for diagnosis, treatment and control?
Nature Reviews Microbiology, 5(11), 873-882.

Charlab, R., Valenzuela, J. G., Rowton, E. D., Ribeiro, J. M. (1999). Toward an
understanding of the biochemical and pharmacological complexity of the saliva of
a hematophagous sand fly Lutzomyia longipalpis. Proceedings of the National

Academy of Sciences of the United States of America, 96(26), 15155-15160.

Kato, H., Anderson, J. M., Kamhawi, S., Oliveira, F., Lawyer, P. G., Pham, V. M., et al.
(2006). High degree of conservancy among secreted salivary gland proteins from
two geographically distant Phlebotomus duboscqi sandflies populations (Mali and
Kenya). BMC Genomics, 7(7), 226.

Kato, H., Jochim R. C., Gomez E. A., Uezato, H., Mimori, T., Korenaga, M. et al.
(2013). Analysis of salivary gland transcripts of the sand fly Lutzomyia

ayacuchensis, a vector of Andean-type cutaneous leishmaniasis. Infection,
Genetics and Evolution, 13 : 10.10.16

King, T. P., Spangfort, M. D. (2000). Structure and biology of stinging insect venom
allergens. International Archives of Allergy and Immunology, 123(2), 99—106.

Kostélova, T. (2012). Protilatky proti slinam flebotomov u domécich zvierat z
endemickych oblasti viscerdlnej leishmanidzy. Diplomova Prace, Univerzita
Karlova v Praze, Prirodovédecka Fakulta, Katedra Parazitologie.

Kostalova, T., Lestinova, T., Sumova, P., Vlkova, M., RohousSova, 1., Berriatua, E.,
etal. (2015). Canine antibodies against salivary recombinant proteins of
Phlebotomus perniciosus: A longitudinal study in an endemic focus of canine
leishmaniasis. PLoS Neglected Tropical Diseases, 9(6), 1-15.

Kostalova, T., Lestinova, T., Maia, C., Sumova, P., Vlkova, M., Willen, L., et al.
(2017). The recombinant protein rSPO3B is a valid antigen for screening dog
exposure to Phlebotomus perniciosus across foci of canine leishmaniasis. Medical
and Veterinary Entomology, 31(1), 88-93.

Lestinova, T., Rohousov4, I., Sima, M., Oliveira, C. I. De., Volf, P. (2017). Insights into
the sand fly saliva: Blood-feeding and immune interactions between sand flies,
hosts, and Leishmania. PLoS Neglected Tropical Diseases, 11(7), 1-26.

Leta, S., Dao, T. H. T., Mesele, F., Alemayehu, G. (2014). Visceral Leishmaniasis in
Ethiopia : An Evolving Disease. PLoS Neglected Tropical Diseases, 8(86), 1-7.

68



Londono-Renteria, B., Drame, P. M., Weitzel, T., Rosas, R., Gripping, C., Cardenas, J.
C., et al. (2015). An . gambiae gSG6-P1 evaluation as a proxy for human-vector
contact in the Americas : a pilot study. Parasites & Vectors, 8(533), 4—11.

Mans, B. J., Calvo, E., Ribeiro, M. C., Andersen, J. F. (2007). The crystal structure of
D7r4, a salivary biogenic amine-binding protein from the malaria mosquito
Anopheles gambiae. Journal of biological chemistry, 282(50), 36626—-36633.

Martin-Martin, 1., Molina, R., Jiménez, M. (2012). An insight into the Phlebotomus
perniciosus saliva by a proteomic approach. Acta Tropica, 123(1), 22-30.

Martin-Martin, 1., Molina, R., Jiménez, M. (2013a). Identifying salivary antigens of
Phlebotomus argentipes by a 2DE approach. Acta Tropica, 126(3), 229-239.

Martin-Martin, 1., Molina, R., Jiménez, M. (2013b). Molecular and immunogenic
properties of apyrase SPO1B and D7-related SP04 recombinant salivary proteins of
Phlebotomus perniciosus from Madrid, Spain. BioMed Research International,
2013.

Martin-Martin, 1., Molina, R., Rohousova, 1., Drahota, J., Volf, P., & Jiménez, M.
(2014). High levels of anti-Phlebotomus perniciosus saliva antibodies in different
vertebrate hosts from the re-emerging leishmaniosis focus in Madrid, Spain.
Veterinary Parasitology, 202(3—4), 207-216.

Martin-Martin, 1., Molina, R., Jiménez, M. (2015). Kinetics of anti-Phlebotomus
perniciosus saliva antibodies in experimentally bitten mice and rabbits. PLoS ONE,
10(11), 1-15.

Marzouki, S., Ben Ahmed, M., Boussoffara, T., Abdeladhim, M., Ben Aleya-Boualfif,
N., Namane, A., et al. (2011). Characterization of the antibody response to the
saliva of Phlebotomus papatasi in people living in endemic areas of cutaneous

leishmaniasis. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 84(5),
653-661.

Mendes-Sousa, A. F., Vale, V. F., Silva, N. C. S., Guimaraes-Costa, A. B., Pereira, M.
H., Sant’anna, M. R. V., et al. (2017). The sand fly salivary protein lufaxin inhibits
the early steps of the alternative pathway of complement by direct binding to the
proconvertase c3b-B. Frontiers in Immunology, 8, 1065.

Ndille, E. E., Doucoure, S., Damien, G., Drame, M., Cornelie, S., Noukpo, H., et al.
(2012). First attempt to validate human IgG antibody response to Nterm-34kDa
salivary peptide as biomarker for evaluating exposure to Aedes aegypti bites. PLoS
Neglected Tropical Diseases, 6(11), 2-8.

Oliveira, F., Kamhawi, S., Seitz, A. E., Pham, V. M., Guigal, P. M., Fischer, L., et al.
(2006). From transcriptome to immunome: Identification of DTH inducing

proteins from a Phlebotomus ariasi salivary gland cDNA library. Vaccine, 24(3),
374-390.

Poinsignon, A., Cornelie, S., Ba, F., Boulanger, D., Sow, C., Rossignol, M., et al.
(2009). Human IgG response to a salivary peptide, gSG6-P1, as a new immuno-
epidemiological tool for evaluating low-level exposure to Anopheles bites. Malaria
Journal, 8(198), 1-8.

69



Poinsignon, A., Cornelie, S., Lanfrancotti, A. (2008). Novel peptide marker
corresponding to salivary protein gSG6 potentially identifies exposure to
Anopheles bites. PLos ONE, 3(6).

Poinsignon, A., Samb, B., Doucoure, S., Drame, P., Sarr, J. B., Cornelie, S., et al.
(2010). First attempt to validate the gSG6-P1 salivary peptide as an
immuno-epidemiological tool for evaluating human exposure to Anopheles
funestus bites. Tropical Medicine & International Health, 15(10), 1198—-1203.

Prates, A. D. B., Santos, L. D., Miranda, J. C., Souza, A. P. A., & Barral, A. (2008).
Changes in amounts of total salivary gland proteins of Lutzomyia longipalpis
(Diptera : Psychodidae ) according to age and diet. Journal of medical entomology,
45(3), 409-413.

Ramalho-Ortigdo, M., Coutinho-abreu, 1. V, Balbino, V. Q., Alberto, C., Jr, S. F.,
Mukbel, R., Dayem, H., et al. (2015). Phlebotomus papatasi SP15: mRNA
expression variability and amino acid sequence polymorphisms of field
populations. Parasites & Vectors 8(298), 1-14.

Ribeiro, J. M. C., a Francischetti, I. M. B. (2003). Role of arthropod saliva in blood
feeding : sialome and post-sialome perspectives. Annual Review of Entomology,
48(1), 73-88.

Ribeiro, J. M. C., Charlab, R., Pham, V. M., Garfield, M., Valenzuela, J. G. (2004).
An insight into the salivary transcriptome and proteome of the adult female

mosquito Culex pipiens quinquefasciatus. Insect Biochemistry and Molecular
Biology, 34 (6), 543-563.

Ribeiro, J. M. C., Mans, B. J., Arca, B. (2010). An insight into the sialome of blood
feeding Nematocera. Insect Biochemistry and Molecular Biology, 40(11), 767-784.

Rohousova, 1., Ozensoy, S., Ozbel, Y., Volf, P. (2005). Detection of species-specific
antibody response of humans and mice bitten by sand flies. Parasitology, 130
(Pt 5), 493-499.

Rohousova, 1., Subrahmanyam, S., Volfova, V., Mu, J., Volf, P., Valenzuela, J. G., et al.
(2012). Salivary gland transcriptomes and proteomes of Phlebotomus tobbi and

Phlebotomus sergenti, vectors of leishmaniasis. PLoS Neglected Tropical
Diseases, 6(5), 19-21.

Rohousova, 1., Talmi-Frank, D., Kostalova, T., Polanska, N., Lestinova, T., Kassahun,
A., et al. (2015). Exposure to Leishmania spp. and sand flies in domestic animals
in northwestern Ethiopia. Parasites & Vectors, 8(1), 360.

Sagna, A. B., Sarr, J. B., Gaayeb, L., Drame, P. M., Ndiath, M. O., Senghor, S., et al.
(2013). GSG6-P1  salivary biomarker discriminates micro-geographical
heterogeneity of human exposure to Anopheles bites in low and seasonal malaria
areas. Parasites and Vectors, 6(1).

Seblova, V., Volfova, V., Dvotak, V., Pruzinova, K., Votypka, J., Kassahun, A., et al.
(2013). Phlebotomus orientalis sand flies from two geographically distant
Ethiopian localities: Biology, genetic analyses and susceptibility to Leishmania
donovani. PLoS Neglected Tropical Diseases, 7(4), 1-8.

70



Shi, X., Jarvis, D. L. (2007). Protein N-glycosylation in the baculovirus-insect cell
system. Current Drug Targets, §(10), 1116-25.

Soares, B. R., Souza, A. P. A., Prates, D. B., de Oliveira, C. 1., Barral-Netto, M.,
Miranda, J. C., Barral, A. (2013). Seroconversion of sentinel chickens as

a biomarker for monitoring exposure to visceral Leishmaniasis. Scientific Reports,
3(1),2352.

Somda, M. B., Cornelie, S., Bengaly, Z., Mathieu-Daudé, F., Poinsignon, A., Dama, E.,
et al. (2016). Identification of a Tsal;s;.7ssalivary synthetic peptide to monitor
cattle exposure to tsetse flies. Parasites and Vectors, 9(1), 1-12.

Souza, A. P., Andrade, B. B., Aquino, D., Entringer, P., Miranda, J. C., Alcantara, R. et
al. (2010). Using recombinant proteins from Lutzomyia longipalpis saliva to
estimate human vector exposure in visceral leishmaniasis endemic areas.
PLoS Neglected Tropical Diseases, 4(3), 1-8.

Sima, M., Novotny, M., Pravda, L., Sumova, P., Rohousova, 1., Volf, P. (2016). The
diversity of yellow-related proteins in sand flies (Diptera: Psychodidae). PLoS
ONE, 11(11), 1-17.

Teixeira, C., Gomes, R., Collin, N., Reynoso, D., Jochim, R., Oliveira, F., et al. (2010).
Discovery of markers of exposure specific to bites of Lutzomyia longipalpis, the

vector of Leishmania infantum chagasi in Latin America. PLoS Neglected Tropical
Diseases, 4(3), 13—15.

Thiakaki, M., Rohousova, 1., Volfova, V., Volf, P., Chang, K. P., Soteriadou, K. (2005).
Sand fly specificity of saliva-mediated protective immunity in Leishmania
amazonensis-BALB/c mouse model. Microbes and Infection, 7(4), 760-766.

Tsegaw, T., Gadisa, E., Seid, A., Abera, A., Teshome, A., Mulugeta, et al. (2013).
Identification of environmental parameters and risk mapping of visceral
leishmaniasis in Ethiopia by using geographical information systems and a
statistical approach. Geospatial Health, 7(2), 299-308.

Valenzuela, J. G., Belkaid, Y., Garfield, M. K., Mendez, S., Kamhawi, S., Rowton, E.
D., et al. (2001). Toward a defined anti-Leishmania vaccine targeting vector

antigens: characterization of a protective salivary protein. The Journal of
Experimental Medicine, 194(3), 331-342.

Valenzuela, J. G., Charlab, R., Gonzalez, E. C., De Miranda-Santos, 1. K. F., Marinotti,
O., Francischetti, I. M. B., & Ribeiro, J. M. C. (2002). The D7 family of salivary
proteins in blood sucking diptera. Insect Molecular Biology, 11(2), 149-155.

Valenzuela, J. G., Garfield, M., Rowton, E. D., Pham, V. M. (2004). Identification of
the most abundant secreted proteins from the salivary glands of the sand fly

Lutzomyia longipalpis, vector of Leishmania chagasi. The Journal of Experimental
Biology, 207 (Pt 21), 3717-3729.

Vinhas, V., Andrade, B. B., Pacs, F., Bomura, A., Clarencio, J., Miranda, J. C., et al.
(2007). Human anti-saliva immune response following experimental exposure to

the visceral leishmaniasis vector, Lutzomyia longipalpis. European Journal of
Immunology, 37(11), 3111-3121.

71



Vlkova, M., Rohousova, 1., Drahota, J., Stanneck, D., Kruedewagen, E. M., Mencke,
N., et al. (2011). Canine antibody response to Phlebotomus perniciosus bites
negatively correlates with the risk of Leishmania infantum transmission. PLoS
Neglected Tropical Diseases, 5(10), 1-9.

Vlkova, M., Rohousova, 1., Hostomska, J., Pohankova, L., Zidkova, L., Drahota, J., et
al. (2012). Kinetics of antibody response in BALB/c and C57BL/6 mice bitten by
Phlebotomus papatasi. PLoS Neglected Tropical Diseases, 6(7), 1-9.

Vikova, M., Sima, M., Rohousova, L., Kostalova, T., Sumova, P., Volfova, et al. (2014).
Comparative analysis of salivary gland transcriptomes of Phlebotomus orientalis

sand flies from endemic and non-endemic foci of visceral leishmaniasis. PLoS
Neglected Tropical Diseases, 8(2), €2709.

Volf, P., Tesafova, P., Nohynkova, E. (2000). Salivary proteins and glycoproteins in
phlebotomine sandflies of various species, sex and age. Medical and Veterinary
entomology, 14(3), 251-256.

Volf, P., Rohousova, I. (2001). Species-specific antigens in salivary glands of
phlebotomine sandflies. Parasitology, 122(1), 37-41.

Volf, P., a Volfova, V. (2011). Establishment and maintenance of sand fly colonies.
Journal of Vector Ecology, 36, S1-S9.

Volfova, V., Hostomska, J., Cemy, M., Votypka, J., Volf, P. (2008). Hyaluronidase of
bloodsucking insects and its enhancing effect on Leishmania infection in mice.
PLoS Neglected Tropical Diseases, 2(9), 1-8.

Warburg, A., Saraiva, E., Lanzaro, G. C, Titus, R. G, Neva, F. (1994). Saliva of
Lutzomyia longipalpis sibling species differs in its composition and capacity to
enhance leishmaniasis. Philosophical Transactions of the Royal Society of London.
Series B, Biological sciences, 345(1312), 223-230

Wei X, Decker JM, Wang S, Hui H, Kappes JC, et al. (2003). Antibody neutralization
and escape by HIV-1. Nature, 422(1988), 307-312.

Xu, X., Oliveira, F., Chang, B. W., Collin, N., Gomes, R., Teixeira, C., et al. (2011).
Structure and function of a “ Yellow ” protein from saliva of the sand fly

Lutzomyia longipalpis that confers protective immunity against Leishmania major
infection. Journal of biological chemistry, 286(37), 32383-32393.

Yin, J., Li, G., Ren, X., Herrler, G. (2007). Select what you need: A comparative
evaluation of the advantages and limitations of frequently used expression systems
for foreign genes. Journal of Biotechnology, 127(3), 335-347.

72



