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Abstrakt

Ve své bakaldiské praci se zaméfuji na pfipravu monoklonélnich protilatek
proti antigeniim borelie. V teoretické c¢asti bakalarské prace popisuji druhy rodu
Borrelia a protilatky. V tvodu prace je pojednano o historii objevu spirochéty
zpusobujici onemocnéni lymeska borelioza, dale o vektorech tohoto onemocnéni
a rozdéleni borelii podle geografického vyskytu. Nasleduje taxonomické zatazeni
a popis bakterie, ktery je zaméfeny na biCiky, uspotadani genetického materidlu
a na vnéjsi povrchové antigeny dilezité pro tyto bakterie. V dalsi ¢asti popisuji vztah
borelie, vektora a hostitele a prub&éh imunitni odpovédi pii onemocnéni. Podrobnéji jsou
popséany kozni ptiznaky onemocnéni lymeska borelidza a par slov o relabujici horecce.
Tato kapitola je zakonCena popsdnim laboratorni diagnostiky ptivodce lymeské
boreliozy Borrelia burgdorferi.

Dale se zaméfuji na vznik protildtek pfirozenou cestou a na piipravu
monoklonélnich protilatek hybridomovou technologii. Struéné popisuji jejich rozdéleni
a vyuziti.

Prakticka ¢ast bakalatské prace byla uskutecnéna v laboratotich Piirodovédecké
fakulty Jihoceské univerzity. Zde jsem pomoci hybridomové technologie fuzi spojila
myelomovou buniku se splenocytem imunizované mysi za vzniku hybridomu. Tyto
hybridomy jsem nasledné klonovala a kultivovala v mediu, které jsem testovala
metodou ELISA na vyskyt protilatek. Hybridomy s vysokou produktivitou byly
zalohovany zmrazenim v tekutém dusiku. Monoklonalni protilatky jsem pfrecistila,

zkoncentrovala a otestovala jejich titr.

Klicova slova: Borrelia burgdorferi sensu lato, lymeska nemoc, monoklonalni

protilatky, hybridomova technologie



Abstract

In my bachelor thesis | deal with preparation of monoclonal antibodies against
antigens of Borrelia. In theoretical section I describe genus Borrelia and antibodies.
The introduction deals with the history of discovery of the spirochete that causes Lyme
disease, vectors of this disease and classification of Borreliae according to geographical
occurrence. Taxonomic categorization and description of the bacterium followers. It is
focused on flagellum, arrangement of genetic material and on external surface antigens
important for this bacterium. In the next section | describe Borrelia — vector - host
interactions and the development of immune response during the disease. Dermal
symptoms of the Lyme disease are described in detail. A few words about relaxing fever
are added. This chapter ends with description of laboratory diagnostics of Borrelia
burgdorferi.

Next, | focused on the characterization of antibodies and on preparation
of monoclonal antibodies by hybridoma technology. I briefly describe ways of their
utilization.

Practical part of Bachelor thesis was carried out in the laboratories of Faculty
of Science. Here, with the help of hybridoma technology, I fused myeloma cells
with splenocytes of immunized mice producing hybridomas. These hybridomas
| cultivated in medium, which I subsequently tested for occurrence of antibodies
by ELISA. Hybridomas having high productivity were cloned, frozen and stored
in liquid nitrogen. Finally | purified monoclonal antibodies, concentrated them
and tested their titre.

Keywords: Borrelia burgdorferi sensu lato, Lyme disease, monoclonal antibodies,

hybridoma technology
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Seznam pouzitych zkratek

BCR
BOFES
CD
CNS
DMSO
DNA
ELISA
HLA
HGPRT
INF

IL

Osp
PBS
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PNC
SCF
SMC
TCR
Th
TNF

B cell receptor

bovinni fetalni sérum

cluster of diferentation

centrdlni nervova soustava

dimethylsulfoxide

deoxyribonukleova kyselina

enzyme-linked immunosorbent assay

human leukocyte antigen

hypoxantin-guanin fosforibosyl transferaza
interferon

interleukin

outersurface protein, vnéjsi povrchovy protein
phosphate-buffered saline, fosfaty pufrovany fyziologicky roztok
polymerazova fetézova reakce

penicilin

stem cell factor, faktor kmenovych bunék
streptomycin

T cell receptor

T helper cell, pomocny T lymfocyt

tumor necrosis factor



1 Uvod

Lymeska borelioza je onemocnéni piendSené klistaty. Primarné se vyskytuje
Vv ptirod¢ — nezévisle na ¢lovéku. Rezervoarem u toho onemocnéni mohou byt kromé
hlodavcii také ptaci. Nejvyssi pocet pripadii onemocnéni lymeskou boreliézou byl roku
1995. Podle Statniho zdravotniho ufadu, bylo v Ceské republice za obdobi od roku 2008
do roku 2013 v praméru pies 4000 nakazenych lymeskou boreliézou za rok.

Polyklonalni protilatky jsou heterogenni protilatky riznych tiid a podttid, které jsou
namifené proti rliznym antigenim a maji riznou afinitu. Hybridomova technologie
prekonava nedostatky téchto polyklonalnich imunoglobulini. Diky hybridomové
technologii je mozno ziskat neomezené mnozstvi zcela identickych imunoglobulint,
neboli monoklonélnich protilatek. Tyto monoklonalni protilatky reaguji se stejnou
antigenni determinantou a maji stejné biologické vlastnosti.

Hybridomovou technologii 1ze z pohledu védeckého, z pohledu aplikaci klinické
mediciny a vétSiny védeckych odvétvi, které maji vztah k Zivé pfirod€, povaZovat
za jednu z nejperspektivnéj$ich technologii. Je Siroce pouzivana Vv experimentalnich
podminkéch i primyslove jako zdroj komeréné vyuZzivanych monoklondlnich protilatek.

Monoklonalni protilatky se vyuzivaji ve vSech imunochemickych postupech.
Pouzivaji se k detekci solubilnich latek, k detekci membranovych ¢i nitrobunéénych
molekul, ke stanoveni humoralnich faktort, k detekci cytosind, mediatorti, hormont,

specifickych protilatek a mnoha dalSich.
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Cile prace

Cilem mé bakalaiské prace, je pfiprava monoklondlnich protilatek proti antigeniim

borelie za pouziti nasledujicich metod:

Adjuvantni imunizace mysi

Testovani odebrané krve na pfitomnost specifickych protilatek metodou ELISA
Fuze slezinnych bunék s myelomovymi buiikami a kultivace hybridomu
Vv selektivnim (HAT) médiu

Testovani produkénich hybridomti metodou ELISA

Klonovani produkénich hybridomti metodou limitniho fedéni

Produkce monoklonalnich protilatek do kultiva¢niho media

Purifikace monoklonalnich protilatek
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3 Literarni prehled

3.1 Lymeska borelioza
3.1.1 Uvod

Od prvni zminky o lymeské borelidze /patrné roku 1883/ od dermatologa
Buchwalda, ktery popsal acrodermatitis chronica atropicans, trvalo piiblizné sto let
do objeveni puvodce této infekce, spirochéty zafazené mezi borelie Willie
Burgdorferem, pozdé€ji pojmenovana Borrelia burgdorferi. Béhem téchto sta let bylo
popséano mnoho klinickych projevi, které byly pozdé&ji pfifazeny tomuto piivodci. Patii
mezi né boreliovy lymfocytom, erythrema migrans (typicky pro toto onemocnéni),
chronicka atroficka dermatitida, multifokalni postizeni nervového systému a dalsi.
Dulezitym meznikem byl epidemicky vyskyt zanétlivé artopatie spjaté s predeslym
erythema migrans v oblasti pobliz méstecka Old Lyme v Conektikatu roku 1976. Bylo
postizeno 39 déti a 12 dospélych. 23 z téchto déti navic postihla juvenilni revmatoidni
artritida. Prede§la fakta spolu s okolnosti o rozsifeni klistat Ixodes dammini v dané
oblasti vedla kpopsani nozologické jednotky oznafované jako lymeska nemoc
(Steere2006; Bartungk et al. 2006).

Bakterie Borrelia burgdorferi sensu lato je pivodcem lymeské borelidzy. Je
mize probéhnout bezptiznakové nebo s vaznymi zdravotnimi komplikacemi. Rod Ize
na zakladé genetickych vlastnosti rozdélit do dvou hlavnich skupin. Jedna skupina
zpusobuje lymeskou boreliézu pienasenou tvrdymi klistaty rodu Ixodes a druha skupina
je puvodcem navratné horecky pirenasenou meékkymi klistaty rodu Ornithodoros.

Borelie zptsobujici lymeskou boreliézu jsou pienasené ¢tyimi druhy klistat rodu
Ixodes. Klist¢ mize byt prenaseCem ve vSech stadiich svého vyvoje larva, nymfa
a dospély jedinec. Vektorem v USA je Ixodes scapularis a I. pacificus, v Evropé

a severni Africe je to I. ricinus a I. persulcatus v Asii (Halperin 2011).
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Souhrnné oznaceni pro druhy borelii je Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl).
Ve Spojenych statech je toto onemocnéni zpisobeno Borrelia burgdorferi sensu stricto
(Bbss). V Evropé je zpusobeno patogennimi Borrelia afzelii, B.garinii, B. valasiana
a B. burgdorferi sensu stricto. V Asii jsou pavodci lymeské boreliozy B. afzelii a B.
garinii. Prilezitostné mize byt zplsobeno jinymi druhy, jako je Borrelia spielmani.
VSechny jsou pifenaseny tvrdymi klist'aty rodu Ixodes (Steere2001; Bartin¢k et al. 2006;
Cook 2015, Derdakova et al. 2003).

3.1.2 Rod Borrelia

Borelie se taxonomicky tadi do kmenu Spirochaetes, tiidy Spirochaetes, fadu
Spirochaetales, ¢eledi Spirochaetaceae, rod Borrelia. Do ¢eledi Spirochaetaceae se také
fadi plivodce onemocnéni syfilis Treponema.

Spirochety Borrelia burgdorferi jsou mikroaerofilni, gramnegativni bakterie,
spiralovité vinutého tvaru o rozmérech 0,5 x 3-20 um. Bunky jsou spirdlovité sto¢ené
se 4 az 15 pravidelnymi zavity vzdalenymi 2,2 pm. Bunky se pohybuji rotaci kolem
podélné osy nebo smr§tovanim a natahovanim. Bi¢iky obtaceji télo bunky pod vnéjsi
vrstvou a nevycnivaji do okolniho prostfedi. Bun&cnd sténa se sklada ze tii vrstev,
vnéjsi lipoproteinove, stiedni glykolipidové a vnitini peptidoglykanoveé. Biciky tvori
axialni vlakno, které zfejme umoznuje vyvrtkovity pohyb skrz prosttedi. B. burgdorferi
ma neobvykly metabolismus tykajici se chybéni enzymii obsahujicich Zelezo. Zelezo je
zde nahrazeno manganem (Bauchman 2006, Barttin¢k et al. 2006).

RozliSeni spirochét v pulzni gelové elektroforéze podle sekven¢niho uspotradani
chromozomové DNA umoznilo rozliseni na druhy Borrelia burgdorferi sensu stricto
zahrnujici vSechny americké kmeny a B. afzelii, B.garinii a B. japonica. B.turdi,
B.tunukia a B. sinica byly izolovany v jihovychodni Asii. Dal§imi druhy objevenymi
v Evropé jsou B.valaisiana, B. lusitaniae a B.andersonii .V USA objevené druhy
B. bisettii a B. miyamotoi byly nasledné izolovany ve Slovinsku, Svédsku a CR.
Celkovy termin pro genospecies komplexu je Borrelia burgdorferi sensu lato (Bartiinék
et al. 2006, Gray et al. 2002)
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Piehled druht rodu Borrelia

Druh Poznamka Citace
1 ) N Patogenni
Borrelia afzelii
Evropa
2 Borrelia americana
3 ) N Nepatogenni
Borrelia andersonii )
Sev. Amerika
4 Borrelia anserina
5 Borrelia baltazardii
6 ] o Nepatogenni
Borrelia bavariensis
Evropa
7 Borrelia bissettii
8 Borrelia brasiliensis
9 ) ) ) Patogenni
Borrelia burgdorferi sensu stricto )
Sev. Amerika
10 ) ) ) Nepatogenni
Borrelia carolinensis )
Sev. Amerika
11 Borrelia caucasica
12 Borrelia coriaceae
13 Borrelia crocidurae
14 Borrelia dugesii
15 Borrelia duttonii
16 ] o Patogenni
Borrelia garinii )
Evropa, Asie
17 Borrelia graingeri
18 Borrelia harveyi
19 Borrelia hernii
20 Borrelia hispanica
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21 o ] Nepatogenni
Borrelia japonica }
Asie
22 Borrelia kurtenbachii
23 Borrelia latyschewii
24 ) o Nepatogenni
Borrelia lusitaniae
Evropa
25 Borrelia mazzottii
26 Borrelia miyamotoi
27 Borrelia parkeri
28 Borrelia persica
29 Borrelia recurrentis
30 o Nepatogenni
Borrelia sinica )
Asie
31 o B Patogenni
Borrelia spielmanii
Evropa
32 ] B Nepatogenni
Borrelia tanukii )
Asie
33 Borrelia theileri
34 Borrelia tillae
35 ) ) Nepatogenni
Borrelia turcica )
Asie
36 ) ) Nepatogenni
Borrelia turdi )
Asie
37 Borrelia turicatae
38 ) . Nepatogenni
Borrelia valaisiana
Evropa
39 Borrelia venezuelensis
40 (Borrelia texasensis)

(URL 1)




3.1.3 Genom.

Genom borelii je komplexni a sklada se z malého linearniho chromozomu o délce
910 725 kilobazi. Borelie maji variabilni pocet kruhovych a linearnich plazmidu,
typicky 12 linearnich a 9 kruhovych. Plazmidy obsahuji geny urcujici tvorbu vsech
povrchovych proteint Osp. Tyto proteiny jsou dulezité pro preziti borelii
v hostiteli. Jako prvni publikovala kompletni genomovou sekvenci Borrelia burgdorferi
kmene B31 Feserova v roce 1997. Vyznamnym faktem je, Zze existuje sekvence pro vice
nez 100 zndmych nebo ocekavanych lipoproteind, to je vice nez kterykoli jiny
organismus.

Pohyblivost je pro borelie zasadni, jsou proto dilezité geny pro flagelarni struktury,
kterd umoziiuje pohyb skrz viskozni povrch. Spirochéty maji malo genidi pro syntézu
proteinll s biosyntetickou aktivitou, jsou proto zavislé na svém hostiteli. Jejich kultivace
je proto velmi naro¢na. Borelie nemaji sekvenci pro zadny znamy toxin (Halperin 2011,

Steere 2006, Fraseret al. 1997).

3.1.4 Vnéjsi povrchové proteiny

Odlisnosti borelii jsou dany genotypem i fenotypem kazdého druhu a tim se 1isi
1 antigenni struktury a imunogenni 1 patogenni vlivy na hostitele. Antigenni
determinanty urcujici citlivost i specifitu sérologickych testd se odliSuji i v ramci
jednoho druhu. Tuto variabilitu ur¢uji regulacni geny Borrelia direct repeat (Bdr), které
umoziuji rychlé pfizpisobeni zméndm prostiedi. Vné&jsi povrchové proteiny borelii se
oznacuji jako Osp. OspA je dominantnim antigenem, ktery se projevuje ve stfednim
sttevé klistéte béhem vegetacniho klidu. Ve slinnych zlazach je vlivem Bdr genu
potlacen. Jeho pfitomnost je podminkou pro pieziti uvniti kliStéte, protoze usnadiuje
adhezi spirochét ve stfeve. Pokud hostitel obsahuje sérové protilatky proti OspA
antigenu mohou pfi pohlceni krve klistétem neutralizovat borelie obsazené pouze v jeho
sttevé. Pokud jsou borelie ve slinnych zlazach, funkce OspA genu je potlaena
a protilatky jiz borelie nezni¢i. Kdyz se klisté pfisaje na hostitele, je tvorba OspA

potlacena a borelie se pfipravuje na cestu ze stieva pifes hemocoel do slin klistéte
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a odtud do hostitelovy krve. Ve stejny okamzik se zvySuje produkce OspC. Exprese
OspC a infek¢nost se postupné zvySuje za nékolik dni poté, co spirochety napadly
hostitelské tkan¢. Diulezitym regulaénim faktorem exprese OspA a OspC je teplota
okolniho prostiedi. OspC neni pfitomen pii nizkych teplotich a vyskytuje se
pti 34-37 °C. To znamena, Ze jiz pii pohybu klistéte po povrchu hostitele pfed pfisatim

se aktivuje exprese OspC (Bartingk et al. 2006, Steere 2006).

3.1.5 Patogeneze

Po prisati aplikuje klisté komplexni smés bioaktivnich chemikalii do hostitele, jako
je protein vazajici histamin, inhibitory cytokini, komplementu a antikoagulanty. Klisté
nepozorovan¢ saje a sliny infikované boreliemi se dostavaji do hostitele. Spirochéty
jsou schopny proniknout neporusenou kuzi hostitele, jiné zptisoby pienosu jsou raritni.

Borelie je velmi pohybliva a invazivni bakterie, ktera se rychle $ifi z mista kousnuti
klistéte. Jeji tvar a vné&jsi povrchové proteiny umoziuji prostupovat vrstvou
endotelovych bunék. Kromé toho borelie vazou hostiteltiv plazminogen, ktery pomaha
§ifit se v organismu prostfednictvim tkanové matrix (Kuthejlova et al. 2001, Steere

2006, Bartinek et al. 2006).

Imunitni odpovéd’ hostitele

U vétsiny osob infikovanych boreliemi dochazi k indukci obrannych imunitnich
mechanismi, které je eliminuji. Osoby, které nejsou schopny eliminovat patogenni
borelie, podléhaji rozvoji multiorganového zanétlivého onemocnéni. Dochazi
ke spusténi deregulovanych obrannych reakci, které poskozuji tkané hostitele. Borelie
mohou byt uvniti hostitele lokalizovany extracelularné i intracelularn€é, v buitkach
monocyto-makrofagové linie, fibroblastech a endotelovych bunkach, a tak unikat
imunitnimu dozoru.

Po napadeni téla hostitele dochazi spirochetalnimi lipoproteiny k aktivaci
makrofagl, endotelovych bunék, neutrofildi a B-lymfocytl. Makrofagy nasledné
uvoliiuji prozanétlivé cytokiny, v€etné TNF-a a IL-1PB a nékteré IFN-y. Dochazi také

k modulaci adhezivnich molekul ze skupiny selektini a ¢lend velké imunoglobulinové
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rodiny. Protilatkova odpovéd’ je spusténa jiz v prvnich dnech infekce, protilatky jsou
vSak prokazatelné az po nckolika tydnech. Jako prvni zacind obvykle tvorba protilatek
tiidy IgM, na kterou po dvou az cCtyfech tydnech navaze tvorba IgG. Spektrum
protilatek se mtize v zavislosti na hostiteli i forme onemocnéni lisit.

Borelie jsou schopny spustit pfirozenou i specifickou imunitni odpovéd’ hostitele.
Imunitni odpovéd’ je vSak znacné ovliviiovana plisobenim tlumivych faktora
uvoliiovanych pii sani klistéte, a také zménami biologickych vlastnosti patogennich
borelii pii prechodu do hostitele.

Za vétsinu poskozenych bunék jsou zodpovédné Thl lymfocyty. Na poskozeni
hostitele se podileji i protilatky reagujici naptiklad s bilkovinami CNS nebo gangliosidy
(Steere 2006, Krejsek a Kopecky 2004, Bartung¢k et al. 2006).

3.1.6 Onemocnéni

Lymeska borelioza

Pribéh infekce muize byt chronicky nebo relabujici, borelie mohou navodit
imunopatologické procesy.

Rozdé€luje se na 3 faze infekce. V pocatecnim stadiu Casné mistni infekce prevazuji
zmény pokozky. Nasleduje afekce lymfatickych uzlin, jako odezva na pfitomnost
spirochét, které vyvolavaji mistni i celkovou zénétlivou reakci. Pfi dalSim rozvoji
dochazi ke vzniku zanétlivého diseminovaného, generalizovaného stadia. Zakladni
projevy lymeské borelidzy jsou, aZ na regionalni rozdily, obdobné po celém svété.
Jedna se o komplexni infekci s fadou projevi, jako jsou kozni 1éze zvané erythema
migrans, kloubni, neurologické, srde¢ni projevy, postizeni oka a dalsi (Feder et al. 2008,
Paola a Raoult 2001).

Postizeni kize ve formé erythema migrans nejvice charakterizuje prvni stadium
onemocnéni a predstavuje 85 % vSech koznich projevii. Vyskytuje se u vétSiny
postizenych lymeskou boreliozou béhem 1-3 tydnl bez ohledu na vék nebo pohlavi.
Rozviji se na misté prisati kliStéte v rozmezi 1 dne aZ vice neZ mésic. Jedna se

0 cervenou plazici se vyrazku s ter€ovym vzorem nebo bez né€j s hladkym povrchem
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0 velikosti minimalné 5 centimetrt v priméru (Bartinék et al. 2006, Wetter a Ruff
2011).

Boreliovy lymfocytom je koznim projevem u druhého stadia, spole¢né s erythema
migrans. Je nejmensim charakteristickym znakem lymeské boreliozy o velikosti
od n¢kolika milimetr do 3-5 centimetrti. Jedna se o lokalizovanou papuli nebo plak
Cervené az fialové barvy. Do druhého stadia se fadi také postizeni srdce ve formé
myokarditidy nebo myoperikarditidy. Pii postizeni o¢i dochazi ke konjunktivitidé
(Barttingk et al. 2006, Nadal et al. 1988).

Tteti faze onemocnéni, pozdni nebo pietrvavajici, se vyskytuje v fadech mésict
az let od pocatku onemocnéni. Postizenim kiize u tfetiho stadia lymeské borelidozy muze
byt acrodermatitis chronica atrophicans. Lokalizuje se pfevazné na extenzorové ¢asti
koncetin. Projevuje se jako pomalé progresivni onemocnéni, nejprve ve form¢e akutniho
zanétu kiize s Cervenymi makulami s prosaknutim. Po mésicich dochézi k prechodu
na atrofickou fazi. Dochazi k mizeni elastickych vlaken a dilataci cév (Nadal 1988,
Ohlenbusch 1996, Bartin¢k a kol. 2006). Tieti faze byva spojena s otoky kloubt,
bolestmi, unavou, o¢nimi ptiznaky, jako je keratitida, a neurologickymi ptiznaky. Mezi
neurologické piiznaky lze zahrnout chronickou anoxalni neuropatii, encefalopatii
a encefalomyelitidu (Paola a Raoult 2001, Bartuin¢k et al. 2006, Nadal et al. 1988).

Onemocnéni relabujici horeckou

Borelie zptsobujici navratnou horecku lze rozdé€lit do epidemické formy, kde je
prenaSeCem ve§ nesouci Borrelia recurentis, dale do formy endemické zpiisobené
riznymi druhy borelii pfenasenymi mékkymi klistaty rodu Ornithodoros. Do tieti
skupiny, zde jsou ptenaSeci tvrda klistata, patii Borrelia miyamotoi, B. lonestaria
a B.texasesnsis, izolované z Ixodes persulcatus. Vyznacuje se opakujicimi zachvaty
horecky s bolestmi hlavy a nevolnostmi (Elbir et al. 2013, Forrester et al. 2015,
Halperin 2011).
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3.1.7 Laboratorni diagnostika Borrelia burgdorferi

Klinické ptiznaky by meély byt zdkladem pro diagnostiku lymeské boreliozy.
Typické symptomy jako erythema migrans ulehcuji prognozu, pokud jsou vSak piiznaky
neurcité, maji jen omezenou hodnotu pro diagnostiku.

Zakladni rozdéleni laboratornich metod je na metody nepfimé a piimé. Mezi
nepifimé metody pro identifikaci boreliové infekce lze zatadit sérologické metody
neptimou imunofluorescenci IFAT (imunofluorescence antibody test) a zjistovani
protilatek imuno-enzymatickou metodou ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay). Stanoveni protilatek IgM a IgG proti boreliim pomoci ELISA testu nebyla nikdy
standardizovana. Vysledky z rtznych laboratofi jsou proto velmi tézko porovnatelné
(Stépanova-Tresova et al. 2000, Robertson et al. 2000).

Mezi pfimé metody se fadi mikroskopie, kultivace, dile metody histologické,
elektronoptické a metody polymerdzové tetézové rekce (PCR). Kultivace borelii je
pomérné casove i financné nakladna. Ke kultivaci je potfeba vysoce obohacenych pud
a také sterilni konské a krali¢i sérum prosté protilatek. Kultivace se provadi z biopsie
kize z oblasti erythema migrans. Detekce borelialni DNA pomoci PCR je dulezita
pro svou citlivost a specificnost. Dokaze prokazat i méné nez 10 borelii ve vzorku.
Princip této metody je zaloZen na cyklickém zmnoZovani cilové DNA sekvence
za pomoci Stépeni dvoufetézce. Nasleduje vazba synteticky pfipravenych
oligonukleotidovych primert na znamy okraj sekvence. Pomoci termostabilni Taq
polymerazy a za pritomnosti nadbytku deoxynukleosidtrifosfati dochéazi k syntéze
komplementarniho vladkna. Opakovanim tohoto cyklu 25x se ziska asi milion kopii,
které se prokazi v gelové elektroforéze (Parola a Raoult 2001, Gray et al. 2002,
Barttingk et al. 2006).
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3.2 Protilatky

Protilatky jsou imunoglobuliny, které produkuje konecné stadium diferenciace
B lymfocyti neboli plazmatické buniky. K tomu, aby B lymfocyt zacal produkovat
protilatky, musi byt stimulovan antigenem. T-nezavislé antigeny, které jsou vétSinou
polysacharidového charakteru, mohou stimulovat pfimo B lymfocyt. U vétSiny antigenii
(pfevazné proteinového charakteru) musi byt napomocen T lymfocytarni systém, jinak
by k diferenciaci na plazmatickou bunku a tvorbé protilatek nedoslo.

Povrchové imunoglobuliny na B lymfocytech se nazyvaji BCR (B-cell receptor),
v piipad¢ T lymfocytu TCR (T-cell receptor). Protilatky pochazejici z jedné
plazmatické buiikky maji stejnou afinitu jako BCR ptivodniho B lymfocytu. BCR vznika
béhem diferenciace B lymfocytli genetickymi procesy a umoziuje B lymfocytu

rozeznat antigenni podnéty.

3.2.1 Vyvoj B lymfocyti

Lymfocytarni fada podstupuje diky své ucasti v imunitnim systému velmi slozity
vyvoj. Cely proces je mozné rozdélit do tfi fazi. Vyvoj bez pfitomnosti antigenu, vyvoj
s antigenni stimulaci a diferenciace do konecného stadia aktivovaného B lymfocytu
za vzniku plazmatické bunky produkujici protilatky.

Vyvoj bez pfitomnosti antigenu je zajiStén v Kkostni dfeni. Prekurzorem
B lymfocytarni fady jsou progenitorové bunky. Tyto bunky na svém povrchu exprimuji
molekulu CD34 typickou pro krvetvorné kmenové bunky, dale molekuly HLA DR
a pan leukocytarni molekulu CD 45. V cytoplazmé vyzravajicich B lymfocytd se
nachazeji molekuly CD79a a CD22. Specificky membranovy znak CD19 se vyskytuje
na B lymfocytech béhem celého vyzravani nezavislého i zavislého na antigenu. Tuto

molekulu B lymfocyt ztraci az ve stadiu plazmatické bunky.
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Bezprostifedni kontakt se stromdalnimi bufikami kostni diené je pro vyvoj
B lymfocytd nezbytny. Cytokin SCF (stem-cell faktor) tvofeny stromalnimi bunkami je
nezbytny pro vyzravani velmi ranych stadii B lymfocyti.

V oblasti pod vnéjs§im povrchem kosti nazyvané subendotel jsou lokalizovana
nejcasnéjsi stddia vyvoje B lymfocytu. Po ukonceni vyvoje nezavislém na antigenu jsou
exportovany do sekundarnich lymfatickych organt.

Stadium proB lymfocytu je nejranéjSim stidiem diferenciace B lymfocytd a je
pro n¢j typicka exprese molekuly CD10 a CD38. V tomto stddiu dochéazi k produkci
tézkého fetézce p v cytoplazmé. Tuto produkci zajistuji genové segmenty D a J
a pozdgji 1 V segment, jejichz postupné preskupeni zajistuji rekombindzové enzymy
Rag-1 a Rag-2. Genové segmenty, které koduji lehké fetézce, se v tomto stadiu
nepteskupuji. Na povrch je tézky fetézec u transportovan ve stadiu preB lymfocytu. Je
zde vyjadifen s nepieskupenym, docasnym lehkym fetézcem oznacovanym jako
VpreB/A5. Takto je vytvoien provizorni preB receptor pro antigen.

Plsobenim rekombinazovych systémt Rag-1 a Rag-2 dochazi k pteskupeni
genovych segmentl V a J kodujicich lehky fetézec. Poté se dostava kompletni fetézec
IgM na povrch B lymfocytu. Od této diferenciacni urovné se bunika oznacuje jako
nezraly B lymfocyt, ktery na svém povrchu vyjadiuje molekulu CD40. Nezral¢ B
lymfocyty podstupuji selekéni procesy, které eliminuji autoreaktivni buriky a testuje se
jejich schopnost piezit v perifernich lymfatickych tkanich.

Buiiky, které tispéSné prosly vSemi témito procesy, se oznacuji jako naivni zralé B
lymfocyty a recirkuluji mezi perifernimi lymfatickymi tkanémi, dokud se nesetkaji
S ptisluSnym antigennim podmétem. Tyto buniky maji na svém povrchu vyjadieny
molekuly 1gM a receptor typu IgD, které slouzi ke specifickému rozpoznavani antigentl.
Spole¢né s dalsimi membranovymi molekulami vytvéieji multimolekulovy komplex,
ktery zajist'uje prenos aktivaéniho signalu z receptoru pro antigen do nitra B lymfocytu.
Pro aktivaci a proliferaci zralého B lymfocytu je zapotiebi odpovidajici antigenni
stimulace, ktera je poskytnuta v lymfatickych tkanich.

Plazmatickd bunka je konetné stadium diferenciace B lymfocytt. Nachdzi se

predevsim v sekundarnich lymfoidnich organech a tvoii protilatky se stejnou specifitou
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jakou ma BCR dané¢ho B lymfocytu. Plazmatické bunky jiz ztraci schopnost proliferace

(Penka et al. 2011, Krejsek a Kopecky 2006).

3.2.2 Thymus independentni protilatkova odpovéd’

Urcitd skupina antigeni je schopna indukovat tvorbu protilatek ptimo,
bez spolutiCasti T lymfocytt. Jedna se predevSim o tvorbu nizkoafinnich protilatek tiidy
IgM. Antigeny z této skupiny se oznac¢uji TI (Thymus Independent), antigeny nezavislé
na thymu. Jedna se mikrobidlni polysacharidy, lipopolysacharidy a polymerni formy
bilkovin. Rozd¢luje se na dvé skupiny. Prvni podskupina, kterd je oznaCovana jako
TI-1, stimuluje pfimo B lymfocyty a indukuje jejich proliferaci a diferenciaci. Tyto
antigeny ve vysokych koncentracich se vazi na receptor pro lipopolysacharidy
a zpusobuji tak nespecifickou stimulaci velkého mnozstvi B lymfocytl a také produkci
protilatek. Antigeny podskupiny TI-1 putsobi jako mitogenni latky a stimuluji
polyklonalni aktivaci zralych i nezralych B lymfocyta.

Druhé podskupina antigenil se oznacuje jako TI-2. Jedna se o bakterialni kapsularni
polysacharidy slozené z mnohokrat opakovanych zakladnich jednotek. Tyto antigeny
jsou schopny stimulovat pouze zralé B lymfocyty. Protilatky tvofené timto zplisobem
jsou velmi dulezité, protoze kapsuldrni sacharidové bilkoviny jsou typické pro velmi
vyznamné mikrobidlni patogeny, jako jsou opouzdiené mikroorganismy z rodu
Haemophilus, Streptokokus a dalsi (Hoiejsi 2013, Krejsek a Kopecky 2004, Coutinho
1974).

3.2.3 Thymus dependentni protilatkova odpovéd’
Dokud se zraly B lymfocyt nesetka s antigenem, nazyva se naivni B lymfocyt.

Vétsina antigent tyto bunky tézko aktivuje, proto je zapotiebi kooperace s T lymfocyty.

Na zdklad¢ antigenné specifického receptoru BCR na B lymfocytu je tato builka
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schopna pohltit doty¢ny antigen a rozstépit na peptidové fragmenty. Tyto antigenni
fragmenty se navazou na molekuly HLA II. tfidy a jsou prezentovany T lymfocytim
stejné specifity jako dotycny B lymfocyt. Aby doslo ke komunikaci mezi T lymfocytem
a B lymfocytem, je tfeba imunologické synapse. Stejné komplexy HLA II. tfidy se tak
objevuji na povrchu antigen prezentujicich bunék, které iniciuji vznik ptislusného klonu
T lymfocytu. Dochazi ke specifické, pfimé pomoci T lymfocyti, jejichz TCR rozeznava
stejny antigen jako BCR. Kromé BCR i molekuly CD19, receptory pro slozky
komplementu CD21 a CD81, vyrazn¢ zesiluji odpovéd’ B lymfocyta.

K uplné aktivaci B lymfocytu dochazi az po interakci mezi molekulami CD40
na B lymfocytu a CD 154 (CD40L) exprimovanych na aktivovaném T lymfocytu. Tak
se opét vytvaii imunologicka synapse. Jako prvni se tvofi imunoglobulin ttidy IgM,
ktery slouzi jako soucast BCR, a také je produkovan do okoli. K produkci dalsich tiid
imunoglobulini musi dochdzet po slozitém procesu izotypového piepnuti syntézy
tézkych fetézci imunoglobulini. Aby doSlo k tomuto procesu, musi byt
zprostfedkovana vazba molekul CD40 a CD40L. Pokud nedojde k této interakci,
nemuze dojit k izotypovému ptepnuti a dochazi k produkei protilatek jen ve tiidé IgM
(Hotejsi et al. 2013, Krejsek a Kopecky 2006, Gong et al. 2009).

3.2.4 Polyklonalni protilatky

Polyklonalni protilatky jsou smésici stovek ¢i tisicii odlisnych nebo podobnych

molekul imunoglobulind.

3.2.5 Monoklonalni protilatky

24

a sedmdesatych letech 20. stoleti zkonstruovani hybridomu Cesarem Milsteinem
a Georgem Kohlerem (Kohler a Milstein 1975, Nature 256: 495). Jejich objevu
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predchazela myslenka Nielse Kaj Jerneho o regulacich specifické imunity a tvorbé

protilatek (Krejsek a Kopecky 2006).

Hybridomova technologie

Monoklonalni protilatky jsou monovalentni imunoglobuliny, které se vazi na stejny
epitop a pochazeji z klonu jednoho B lymfocytu. Poprvé byly vyrobeny z mysi
v roce 1975 pomoci hybridomové technologie. Proces vyroby hybridomt zahrnuje
imunizaci antigenem proti uréitému druhu epitopu pro ziskdni B lymfocytl ze sleziny.
Ziskané¢ B lymfocyty se nasledné fuzuji s buikami myelomové linie neprodukujicimi
protilatky. Myelomové bunky nemaji gen pro tvorbu enzymu hypoxantin-guanin
fosforibosyl transferazy (HGPRT). Hybridomové bunky, které ziskaly HGPRT
od lymfocytl, jsou nésledné kultivovany v selekénim mediu obsahujicim hypoxantin,
aminopterin a thymidin. VV tomto mediu jsou schopny piezit jen hybridomové bunky.
Nesfuzované B lymfocyty se in vitro nemnozi a postupné hynou. Nesfuzované
myelomové builkky nemohou syntetizovat DNA, protoZze aminopterin blokuje syntézu
nukleotidd. Pocateéni kultura hybridomt produkuje smés protilatek odvozenych
z mnoha riznych B lymfocyt, z nichz kazdy vylucuje své vlastni protilatky. Kazdy
jednotlivy klon je proto nutné oddélit fedénim do rtznych kultiva¢nich jamek. Media
jsou nasledn€ testovana na produkci specifickych protilatek. Déle se provadi
charakterizace protilatek. Vytvofené hybridomy mohou byt dlouhodobé skladovany
v tekutém dusiku (Liu 2014, Kaur 2006).
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3.2.6 Vyuziti monoklonalnich protilatek

Monoklonalni protilatky maji Siroké biotechnologické vyuziti. Jiz v 80. letech
minulého stoleti byl velky zdjem o studie vyuziti mySich monoklonalnich protilatek
k 1écbé leukémie a lymfomid. Nekteré studie z té doby prokazaly, ze infuze
monoklondlni protilatky je schopna rychle a specificky odstranit leukemické bunky
z periferni krve. Dochazelo vSak k lyze protilatek in vivo, z davodu cirkulujicich
antigenu, reaktivité protilatek s normalnimi buiitkami, imunitni odpovédi na mysi
protilatky a dalSich.

V dnesni dobé je k 1é¢bé schvaleno pouzivani vice nez 14 monoklonalnich
protilatek, samostatnych nebo nesouci antibiotika ¢i radioaktivni izotopy.

Protilatky se také vyuZzivaji jako nosice riznych latek jako jsou léky, cytotoxické
latky (Ritz a Schlossman 1982,Vacchelli et al. 2013).

V diagnostice se vyuzivaji ke stanoveni malych mnozstvi drog, toxini ¢i hormont.

Lze diky nim klasifikovat kmeny jednoho patogenu (URL 2).
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4 Hypotézy

Hypotéza:

Ptiprava monoklondlnich protilatek proti antigentim borelie.
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5 Material a metody

5.1 Adjuvantni imunizace mySi

Material:

Mysi: BALB/c (ANCLAB Praha), dospéla samice SPF

Antigen: sonikovany antigen z Borrelia afzellii, kmen CB 43 (435 ug proteinu/ml)
Metoda:

Mysi byly imunizovany 100 pg proteinu spolu s kompletnim Freudovym adjuvans
aplikovanym intraperitonealné (i.p.). Druha davka, 100 pg proteinu s inkompletnim
Freundovym adjuvans byla podana i.p. za 14 dni po prvni davce, tieti davka obsahovala
samotny antigen (100 pug) a byla podana 2 tydny po druhé davce opét i.p. 3 dny

po posledni davce antigenu byla provedena fuze.

5.2 Testovani odebrané krve na pritomnost specifickych protilatek
metodou ELISA

Material:

Vzorek mysiho séra ziskaného z posledniho ¢lanku mysiho ocasku
Mikrotitra¢ni desticka 96 jamkova s plochym dnem (Nunc, Dansko)
Boreliovy antigen CB 43

Vazebny roztok — 1,59 g Na,COs; 2,93 g NaHCO; v 11 H,0, pH 9,6
Blokovaci pufr — 5% PTS v PBS

Promyvaci roztok — 0,05% Tween v PBS (T-PBS)

Redici roztok — 2% PTS v PBS

Antimysi protilatka znacena peroxidazou (SwWAM/Px, Abcam, UK)
Substratovy roztok — 5ml fosfocitratového pufru, 2mg Ortho-phenylenediamine (OPD),
2 ul 30% H,0,

2M H,SO,
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Metoda:

Tato metoda slouzi k detekci specifickych protilatek v séru nebo jinych télnich
tekutin. Pokud je v testovaném vzorku pfitomna protilatka, navaze se na ni enzymaticky
Znacena sekundarni protilatka. V pfitomnosti substratu vznika barevny produkt, ktery se
méti  spektrofotometricky. Velikost absorbance je umérnd mnozstvi protilatky
ve vzorku.

Pomoci vazebného roztoku se navaze 50 pl boreliového antigenu o koncentraci
10 pl/ml na dno kazdé jamky mikrotitracni desticky. Po inkubaci ptes noc pii 4 °C
ve vlhké komiirce se panel vysusi poklepem na filtraéni papir. Nespecifické vazby se
vyblokuji pisobenim blokovaciho pufru. Do kazdé jamky se nanese 100 pl blokovaciho
pufru. Nasleduje inkubace ve vlhké komtirce pii 37 °C po dobu 45 minut. Po inkubaci
se panel tiikrat promyje promyvacim roztokem T-PBS. V dalsim kroku se do prvni
jamky nanese 100 pl testovaného mysiho séra nafedéné 1:100 v fedicim roztoku.
Do ostatnich jamek v této fad¢ destiCky se nanese 50 ul fediciho roztoku a vzorek se
rozfedi dvojkovou tadou. Po inkubaci po dobu 45 minut pfi 37 °C se panel ttikrat
promyje promyvacim roztokem T-PBS. Do kazdé jamky se piidda 50 pl anti-mysi
protilatky znacené peroxidazou, ktera je fedénd v fedicim roztoku 1:1000. Nastava
posledni inkubace po dobu 45 minut a 37 °C, po které nasleduje troji promyti T-PBS.
V dalsi fazi se vyvold enzymatickd reakce. Substrat se pfipravuje tésné pied pouzitim
a nanasi se 50 pl do kazdé jamky. Podle intenzity zbarveni se reakce po 5—10 minutach
zastavi 100 pul 2M H,SO,4. Absorbance se méfi na vertikalnim spektrofotometru (ELX

800 Fluorescence mikroplatereader, BioTek) pii vinové délce 490 nm.

5.3 Fuze slezinnych bunék s myelomovymi bunikami

Diky hybridomové technologii je moZzno spojit dvé buiiky S odlisSnymi vlastnostmi.
Zdrojem protilatek jsou kratce zijici, zralé B-lymfocyty. Nadorové myelomové buiiky,
které vznikaji maligni transformaci plazmatické bunky, davaji vzniklému hybridomu

moznost ,,nekone¢ného* déleni.
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Material:

Imunizovana my$ BALB/c s dostatecnym titrem protilatek v séru

Myelomova linie — mysi myelom SP 2/0-Ag 14, ktery neprodukuje protilatky a pochazi
z mysi BALB/c. Tyto buiiky se kultivuji v mediu RPMI-1640 s 5% bovinniho fetalniho
séra (bofes) a antibiotiky (PNC, SMC)

Kultivacni desticky 96 jamek pro tkanové kultury (Nunc, Dénsko)

Media:

RPMI-1640 bez séra a ATB

RPMI-1640 s 10% bofes, 2-merkaptoetanol, ATB, HAT (hypoxantin, aminopterin,
tymidin) (vSe Sigma-Aldrich)

Roztok polyetylenglykolu — PEG 1500 (Sigma-Aldrich)

Metoda:

Mys BALB/c se v éterové narkdze nechd vykrvacet a usmrti zlomenim vazu.
Steriln¢ se vyjme slezina a vlozi do media bez séra. Splenocyty se ziskaji protlac¢enim
sleziny ptes sitko a dvakrdt se promyji mediem bez séra pomoci centrifugace
pti 1000 ot./min. po dobu 5 minut.

Myelomové buitkky by mély byt v logaritmické fazi rhstu, je proto nutné jim den
pred fuzi vyménit medium. Buiiky se dvakrat promyji mediem bez séra v graduované
centrifuga¢ni zkumavce.

Na jednu fuzi by se mélo pouzit asi 102 splenocytti a 3x10” myelomovych bungk.
Promyté myelomové buiiky se smichaji se splenocyty a tato smés buné¢k o objemu
pfiblizn€ 50ml se centrifuguje v graduované centrifuze rychlosti 1000 ot./min. po dobu
7 minut. Supernatant se odsaje do sucha a centrifuga¢ni zkumavka s bufikami se ponofi
do vodni 1azné o teploté 37-39 °C. Za stalého michani se béhem jedné minuty k buiikam
nakape 1 ml vytemperovaného roztoku PEG 1500. Bunky se nasledné opatrné
promichéavaji jest¢ dal$i minutu. Po promichani se ke smési pfikapava za stalého
michani 10 ml vytemperovaného media bez séra po dobu 10 minut. Nasledné se bunky
centrifuguji rychlosti 1000 ot./min. po dobu 7 minut. Zcentrifugované buniky se
resuspenduji ve 100 ml kultivaéniho media s HAT a rozkapou po 200 ul do deseti

96jamkovych panelil. Inkubace probihd pfi teploté 37 °C a 5%CO..

29



Za 3-4 dny se zacinaji objevovat drobné kolonie hybridomovych bun¢k. Po 5-6
dnech po fuzi se vyméni polovina media za nové kultivatni medium s HAT -

pasazovani.

5.4 Kaultivace hybridomii v selektivhim (HAT) médiu

Material:

RPMI-1640 s 10% bofes, 2-merkaptoetanol, ATB, HAT (hypoxantin, aminopterin,
tymidin, Sigma-Aldrich)

RPMI-1640 s 10% bofes, 2-merkaptoetanol, ATB, glutamin, HT (hypoxantin, tymidin)
Sterilni desticky 96 jamek s plochym dnem (Sigma-Aldrich)

Metoda:

Odstranéni nesfuzovanych bunék zajisti selektivni medium obsahujici hypoxantin,
aminopterin a thymidin. Aminopterin blokuje syntézu purinii a tim i syntézu DNA.
V mediu jsou schopny piezit jen bunky vybavené enzymem hypoxantin-guanin
fosforibosyl transferdizou (HGPRT) a thymidin kindzou. Tento enzym umoziuje
zapojeni ndhradni dréhy syntézy nukleotidli. Myelomové buiiky tento enzym nemaji
a hybridomové bunky ho ziskavaji od lymfocyti. Nesfuzované lymfocyty se in vitro
nemnozi a postupné hynou.

Po dostatecném pomnoZeni hybridomt je tfeba pasdz do nového media. Kdyby se
vycerpala energetickd zasoba media, doslo by ke znieni bunék. Pasaz je proces, kdy se
ve sterilnim prostiedi v boxu slaminarnim proudénim pienese piiblizné 50-100 pl
bunék do nové 24jamkové desticky s 1 ml media s HT. Desticka by méla byt fadné
oznacena, aby nedoslo k zdméné vzorkl. Tento proces se opakuje podle rychlosti ristu

bunék, piiblizné po 2-3 dnech. Inkubace probiha pii 37 °C a 5%CO,.
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5.5 Testovani produkénich hybridomii metodou ELISA

Netfedéné medium z jamek s rostoucimi koloniemi hybridoml se testuje
na pfitomnost protilatek metodou ELISA.
Pozitivni hybridomy se pasazuji za sterilnich podminek do 24jamkovych panelt

v kultivaénim mediu s HT.

5.6 Mrazeni produkénich hybridomi

Buniky se mohou zalohovat zmrazenim. V tekutém dusiku je mozno bunky

uskladnovat po velmi dlouhou dobu.

Material:

Medium RPMI s 10% bofes, ATB, glutamin, merkaptoetanol
Mrazici roztok dimethylsulfoxid (DMSO) — SigmaAldrich
Centrifugacni zkumavky

Kryozkumavky

Metoda:

Jeden az pét miliont hybridomovych bunék se centrifuguje po dobu 5 minut
pii 1000 otackach. Supernatant se slije a k sedimentu se piida 900 pl media. Smés se
pfenese do kryozkumavky a pfida se 100 pl mraziciho roztoku, ktery brani rozpadu
bunék pfi zmrazeni. Mrazici roztok je pro buriky toxicky, proto je nezbytné smés ihned
zmrazit. Kryozkumavky s bunkami se zmrazi na -20 °C po dobu 3-4 hodiny
ve zmrazovacim zafizeni (rychlosti pfiblizné 1 °C za minutu) a nasledné se prenesou

do tekutého dusiku o teplote -196 °C.

5.7 Klonovani produk¢nich hybridomi metodou limitniho Fedéni

Monoklonalni protilatky, které maji jen jednu specifitu a jsou jednoho izotypu, jsou

produkovany jednim klonem hybridomovych bunék.
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Material:

sterilni 96jamkové desticky (Nunc, Dansko)
kultivaéni medium s HT.

Metoda:

Buiiky obarvené trypanovou modii se spogitaji v Biirkerové komirce. Redéni se
provadi tak, aby v jedné jamce, tedy ve 200 ul, byla jen 1 nebo 5 bunék. Nejprve se
nafedi 48 bunc€k pro koncentraci jedna bunka na jamku a po 200 ul se rozpipetuje
do poloviny mikrotitra¢ni desti¢ky. Do druhé poloviny desti¢ky se napipetuje 200 pl
media po péti bunkach, to znamena, ze v 9600 pl media je 240 bunék.

Za 7-10 dnt se panely prohlizeji pod imerznim mikroskopem a vybiraji se jamky
jen s jednou kolonii. Tyto kolonie se testuji na produkci protilatek. Pozitivni kolonie se

pasazuji do 24jamkovych paneld.

5.8 Produkce monoklonalnich protilitek do kultiva¢niho media

Hybridomové buiiky kultivované in vitro produkuji protilatky do kultiva¢niho
media. Medium z kultivacni lahve se zcentrifuguje, ¢imz se odstrani buiiky a necistoty.
Nasledné se uchova zmrazené ve zkumavkach.

Monoklonélni protilatky je mozno ziskat také ve formé ascitickych tekutin.
Hybridomové buiiky se inokuluji do peritonea mysi, kde se vytvoii ascit obsahujici

monoklonalni protilatky.

5.9 Purifikace a zkoncentrovani monoklonalnich protilatek

K ¢isténi monoklondlnich 1 polyklonélnich protilatek se nejcastéji pouziva protein
A a protein G ve chromatografii. Pro snadné a rychlé ¢isténi protilatek je urcena sada
Montage Antibody Purification Kit and Spin Columns with PROSEP — A Media.
(MerckMillipore, Némecko)
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Material:

2 kolonky obsahujici imobilizovany protein A s kapacitou 20ml

Vazebny pufr A — 1,5 M glycin/NaOH, 3 M NaCl, pH 9,0

Vymyvaci pufr B1 — 0,1 M citat sodny, pH 5,5

Vymyvaci pufr B2 — 0,2 M glycin/HCI, pH 2,5

Neutraliza¢ni pufr C — 1 M Tris [tris(hydroxymethyl) aminomethan, THAM] /HCI, pH
9,0

Metoda:

Pro vytemperovani kolonky se pouzije 10 ml pufru A. kolonka se vlozi
do centrifuga¢ni zkumavky a centrifuguje se pii 500 x g po dobu 5 minut. Pufr, ktery
prosel pies kolonku do centrifuga¢ni zkumavky, se odstrani.

Do prazdné a cisté kolonky se nanese 10 ml vzorku a 10 ml vazebného pufru A.
Centrifuguje se ptfi 100 X g po dobu 20 minut. Protilatky se v této fazi zachyti
na imobilizovaném proteinu A kolonky. Prosly roztok se opét vylije.

K odstranéni necistot se pouzije 10 ml pufru A. Odstfedéni se provadi pti 500 x g
po dobu 2 minut. Do prazdné kolonky se opét nanese 10 ml pufu A a odstfedéni se
zopakuje.

Pokud neni znama ttida protilatky, provadi se dva kroky. Eluce vazané protilatky se
provede nanesenim 10 ml pufru B1 do kolonky. Na dno centrifuga¢ni zkumavky se
nanese 0,5 ml neutraliza¢niho pufru C pro zneutralizovani pH roztoku, ktery projde skrz
kolonku. Tento roztok obsahujici promyté protilatky se uschova do zkumavky
a uskladni pti lednickové teploté. Centrifuguje se po dobu 5 minut pii 500 x g. Dalsi
eluce se provede nanesenim 10 ml pufru B2 do kolonky. Na dno centrifugacni
zkumavky se nanese 1,3 ml neutralizacniho pufru C. Prosly roztok se opét uschova.

Pro umyti kolonky pro dalsi pouziti se nanese 10 ml pufru B2 a centrifuguje se po
dobu 5 minut pii 500 x g. Nasledné ustaleni kolonky se provede 5 ml pufru A
acentrifugaci po dobu 2 minut pii 500 x g. Vychytavaci zatka kolonky se uskladni

ve zkumavce s pufrem A.
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Zkoncentrovani protilatek
Koncentrovani protilatek se provadi pomoci odstfedivych filtracnich zkumavek

pro koncentrovani a purifikaci biologickych vzorkt. (MerckMilipore, Némecko)
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6 Vysledky

6.1 Testovani odebrané mysSi krve na pritomnost specifickych
protilaitek metodou ELISA

Diky této metod¢ je mozné zjistit hladinu protilatek v séru testované mysi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,055 (0,051 |0,058 |0,059 |0,054 |0,051 (0,057 0,05 0,049 |0,058 |0,05 0,049

005 005 |005 |0,052 |0,054 |0,049 |0,05 |0,05 |0,049 |0,049 |0,048 |0,05

0,051 |0,05 |0,051 |0,05 |0,052 |0,058 |0,05 |0,05 |0,053 |0,048 |0,054 |0,061

0,052 |0,052 |0,052 |0,05 |0,041 |0,05 0,049 |0,049 0,052 |[0,05 |[0,05 |0,057

0,771 |0,611 |0,394 |0,198 |0,046 |0,054 |0,045

0,051 |0,05 |0,053 |0,051 |0,05 |0,057 |0,05 |0,05 |005 |0,056 |0,056 |0,117

@ M m O O W >

0,053 |0,05 |0,05 |0,051 |0,052 |0,05 (0,052 |0,05 |0,055 |0,052 |0,051 |0,049

Tabulka 1

Hladina protildtek v mysim séru odpovida titru 12 800. To znamend, Ze posledni
pozitivni reakce probiha v 8. jamce, kde je sérum nafedéno 1:12 800. Prvni jamka byla
fedéna v poméru 1:100 a nésledujici jamky se fedily dvojkovou fadou.

6.2 Testovani produk¢énich hybridomi metodou ELISA

Diky této metodé je mozno ziskat piehled o produktivité hybridomti.

Panel 1

1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,214 (0,235 (0,189 |0,152 |0,238 |0,157 0,128 |0,146 |0,13 0,176

0,158 |0,179 0,131 |0,199 |0,141 |0,217 |0,151 |0,14 |0,119 |0,123 |0,166
0,391 0,137 |0,164 |0,184 0,14 |0,312 |0,166 |0,141 |0,146
0,143 |0,266 |0,145 |0,118 |0,338 |0,121 |0,128 |0,125 |0,121 (0,138 (0,161 |0,133

0,228 0,139 |0,137 |0,387 |0,238 |0,156 |0,123 |0,12 |0,099 |0,173 |0,19

0,208 |0,151 |0,405 |0,408 |0,125 |0,161 |0,102 (0,177 (0,108 (0,133 (0,11 0,129

I @ M mf O O W >

0,138 (0,171 (0,309 |0,113 |0,376 (0,112 |0,136 |0,16 |0,142 |0,098 0,224
033 |0,161 (0,161 |0,111 |0,287 |0,275 |0,139 |0,109 |0,212 |0,168 |0,109
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Pozitivni hybridomy: A7, Al11, B3, C1, C3, C7, E2, F3, F4, G11

Pozitivni kontrola: H12

Panel 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,217 0,2 0,167 |0,512 |0,33 0,155 [0,551 (0,165 [0,232 |0,155 [0,244 [0,171
0,273 |0,148 |0,121 |0,152 |0,168 |0,181 |0,182 (0561 |0,129 [0,14 [0,163 |0,137
0,308 |0,206 |0,163 [0,547 {0,326 (0,151 [0,334 [0,216 [0,274 [0,15 0,199 |0,244
0,12 0,149 [0,138 |0,145 [0,268 [0,302 [0,207 (0,2 0,181 0,561 [0,265 |0,223
0,27 0,202 [0,234 |0,197 [0,637 (0,203 [0,197 [0,269 |0,734 |0,121 |0,636 |0,309
0,483 (0,159 |0,258 |0,245 [0,144 [0,156 [0,289 |0,141 0,164 [0,177 {0,167
0,155 |0,178 |0,222 |0,143 |0,446 (0,225 [0,193 (0,281 [0,177 [0,238 |0,721 (0,171
0,168 0,2 0,172 0,168 [0,198 |0,271 [0,253 [0,145 [0,224 [0,171 [0,26 -

I @ M mf g O W >

Pozitivni hybridomy: A4, A7, B8, C4, D10, ES, E9, E11, F9, G11

Pozitivni kontrola: H12

Panel 3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0434 (0,219 (0,273 |0,196 |0,23 0,157 [0,264 |0,167 |0,248 |0,228 |0,17

0,25 0,253 |0,196 (0,235 |0,146 (0,177 - 0,164 [0,154 |0,188 |0,186 |0,156
0,223 |0,14 0,132 |0,161 |0,154 |0,13 0,402 {0,131 |0,16 0,159 10,608 |0,149
0,165 |0,242 |0,253 |0,132 (0,333 |0,183 |0,223 |0,183 |0,132 |0,194 |0,104 |0,126
0,255 |0,226 (0,132 |0,189 (0,509 |0,229 (0,135 |0,406 |0,181 |0,15 0,545 |0,143
0,207 |0,148 |0,178 |0,158 |0,118 |0,141 |0,243 |0,177 |0,084 (0,121 |0,137 |0,412
0,154 (0,158 |0,18 0,135 (0,155 |0,176 |0,192 (0,576 |0,409 0,169 |0,124 |0,167
0,178 (0,202 |0,21 0,16 0,13 0,136 (0,212 |0,253 |0,322 |0,213 |0,14 -

>

I ® M mf O O W

Pozitivni hybridomy: A1, B7, C11, E5, E11, G8

Pozitivni kontrola: H12

36



Panel 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,305 (0,519 0,299 |0,261 |0,157 |0,221 (0,187 |0,347 |0,112 |0,161 (0,14 0,227
B 0,188 (0,191 |0,121 |0,155 |0,127 |0,182 (0,13 0,126 |0,28 0,115 (0,152 |[0,159
(© 0,145 |0,34 0,15 0,139 0,114 (0,132 |0,198 |0,173 |0,245 |0,195 |0,133 |0,254
D 0,32 0,118 (0,245 |0,149 |0,138 |0,131 |0,222 (0,307 (0,132 |0,156 |0,155 |0,123
E 0,455 (0,163 |0,134 |0,249 |0,212 (0,162 (0,11 0,512 (0,124 [0,375 |0,142 |0,149
F 0,426 (0,404 0,151 |0,119 |0,166 |0,224 (0,157 |0,151 |0,137 |0,144 (0,147 |0,116
G 0,277 |0,144 |0,166 |0,123 |0,097 |0,209 (0,155 |0,254 |0,401 |0,137 |0,061 |0,206
H 0,182 (0,246 |0,142 |0,151 |0,154 |0,168 |[0,38 0,214 |0,215 (0,131 |0,044 !

Pozitivni hybridomy: A2, E8, F1, F2, F9
Pozitivni kontrola: H1

Panel 5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,09 0,403 |0,134 (0,437 (0,095 |0,116 |0,168 |0,098 |0,242 (0,155 |0,358 |0,217
B 0,107 |0,12 0,103 |0,075 (0,098 [0,093 |0,0/5 |0,346 |0,1 0,106 |0,085 0,09
(© 0,109 |0,36 0,186 |0,386 (0,342 (0,221 |0,31 0,114 |0,114 (0,12 0,11 0,149
D 0,405 |0,096 (0,238 (0,113 |0,127 |0,098 |0,075 |0,229 (0,137 |0,218 |0,086 |0,419
E 0,178 |0,085 (0,21 0,083 |0,248 (0,221 (0,082 |0,18 0,107 |0,266 |0,12
F 0,107 |0,087 (0,105 |0,107 |0,112 |0,39 0,441 | 0,08 0,099 0,407 |0,093 (0,147
G 0,144 0,271 (0,208 (0,076 |0,163 |0,076 |0,087 |0,156 (0,116 |0,101 |0,068 |0,392
H 0,156 |0,219 (0,209 (0,094 |0,105 |0,323 |0,115 (0,292 (0,1 0,098 |0,122 -

Pozitivni hybridomy: A2, A4, D1, D12, E4, F7, F10

Pozitivni kontrola: H12
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Panel 6

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,376 |0,77 0,605 (0,304 |0,278 |0,77 0,377 (0,339 [0,381 |0,673 |0,22 0,267
B 0,508 (0,762 |0,28 0,545 (0,257 |0,227 |0,187 |0,196 |0,202 |0,16 0,265 |0,434
(© 0,446 (0,243 |0,242 |0,232 (0,258 |0,353 |0,211 |0,163 |0,234 |0,171 |0,216 |0,302
D 0,369 (0,263 |0,353 |0,258 (0,959 |0,339 |0,16 0,253 |0,16 0,192 |0,19 0,333
E 0,25 0,225 (0,298 |0,272 |0,352 (0,152 |0,22 0,817 (0,194 |0,597 |0,194 |0,207
F 0,409 (0,201 |0,203 |0,256 |0,493 |0,262 |0,183 (0,286 |0,231 |0,155 |[0,616 |0,374
G 0,185 (0,636 |0,19 0,152 (0,207 |0,146 |0,163 |[0,87 0,195 (0,261 |0,167 |0,155
H 0,433 (0,054 |0,268 |0,343 |0,259 |0,344 |0,481 (0,207 |0,265 |0,207 |0,178 !

Pozitivni hybridomy: A2, A6, A10, B2, D5, E§, E10, F11, G2, G8
Pozitivni kontrola: H12

Panel 7

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,284 (0,287 |0,215 |0,17 0,138 (0,143 |0,318 |0,302 |0,243 |0,266 |0,226 |0,162
B 0,192 (0,214 |0,437 |0,183 |0,19 0,588 (0,124 |0,141 |0,158 |0,17 0,313 0,165
(© 0,157 (0,168 |0,18 0,22 0,192 (0,139 |0,134 |0,289 (0,212 |0,255 |0,2147 |0,485
D 0,668 (0,2 0,18 0,12 0,658 (0,166 |0,154 |0,15 0,128 (0,172 |0,216 |0,175
E 0,164 (0,189 |0,265 |0,184 (0,316 |0,124 |0529 |0,677 |0,331 |0,135 (0,641 |0,2
F 0,258 (0,143 |0,17 0,362 (0,252 |0,194 |0,151 |0,194 0,188 |0,196 |[0,223 |0,131
G 0,22 0,668 (0,211 |0,247 |0,208 (0,594 |0,214 |0,209 (0,195 |0,204 |0,264 (0,15
H 0,434 (0,389 |0,194 |0,359 (0,151 |0,183 |0,157 |0,295 |0,208 |0,201 (0,13 !

Pozitivni hybridomy: B6, D1, D5, E7, E8, E11, G2, G6

Pozitivni kontrola: H12
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Panel 8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,251 |0,296 [0,236 |0,248 |0,173 |0,231 |0,248 |0,154 (0,649 |0,171 |0,405 0,352

0,21 0,344 |0,22 0438 (0,151 |0,172 |0,211 |0,228 (0,175 |0,201 |0,135 |0,168

0,342 |0,215 |0,175 |0,158 |0,288 |0,241 |0,273 |0,162 (0,143 |0,182 |0,277 |0,155

0,216 |0,162 [0,255 |0,2 0,158 |0,151 (0,123 |0,175 |0,118 (0,145 |0,161 |0,195

0,221 |0,192 |0,562 |0,15 0,226 |0,345 (0,194 |0,134 |0,279 (0,231 |0,282 |0,212

0,324 |0,259 [0,344 |0,199 |0,241 |0/446 |0,189 |0,244 (0,146 |0,196 |0,139 0,167

0,558 |0,257 |0,169 |0,193 |0,178 |0,239 |0,134 |0,139 [0,197 |0,315 |0,125 [0,134

Il @ T m{ gl O W >

0,214 [0,268 [0,285 -0,227 0,138 [0,172 [0,2176 |0,251 [0,35 [0,206 !

Pozitivni hybridomy: A9, B4, E3, F6, G1, H4

Pozitivni kontrola: H12

Panel 9

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,201 |0,563 |0,209 (0,178 |0,3 0,147 (0,282 (0,327 |0,245 |0,284 |0,674 |0,252

0,139 |0,412 |0,15 0,173 |0,507 |0,226 (0,266 |0,347 |0,144 |0,19 0,214 |0,175

0,263 |0,107 |0,251 (0,101 |0,122 |0,116 |0,146 |0,134 |0,132 |0,153 |0,259 |0,162

0,187 |0,222 |0,245 (0,141 |0,242 |0,275 |0,127 |0,073 |0,331 |0,122 (0,121 |0,185

0,281 |0,209 0,698 (0,328 |0,262 |0,249 |0,166 |0,097 |0,419 |0,181 (0,623 |0,221

0,301 |0641 |0,175 (0,236 |0,106 |0,159 [0,244 0,132 |0,246 |0,162 |0,14 0,234

0,33 0,269 |0,158 |0,231 (0,209 |0,167 |0,148 |0,147 |0,164 |0,146 |0,393 |0,349

I ® M mf gl O W >

0,358 [0,239 (0,159 [0,563 |0,179 [0,203 [0,282 [0,677 |0,169 [0,641 |0,21 !

Pozitivni hybridomy: A9, Al1, BS5, E3, E11, F2, H4, H8, H10

Pozitivni kontrola: H12
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Panel 10

Pozitivni hybridomy: A5, E10, G2, G5, H5

Pozitivni kontrola: H12

Celkem bylo vybrano 76 produkujicich hybridomt. Tyto hybridomy se nasledné

pasazovaly do 24jamkovych paneli a zalohovaly zmrazenim. Nejproduktivné;jsi

z téchto hybridomti byly klonovany.

Klonované hybridomy

Ke klonovani byly pouzity nasledujici hybridomy:
Panel 1 jamky A1l a C3

Panel 2 jamky B8 a F9

Panel 3 jamka C11

Panel 5 jamka E4

Panel 6 jamky D5, E8 a E10

40

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,271 |0,278 |0,212 |0,248 |0,633 |0,217 [0452 (0,244 |0,171 |0,283 |0,218 |0,195
B 0,37 0,22 0,317 |0,172 |0,234 |0,226 |0,146 (0,132 |0,129 |0,19 0,192 |0,14
Cc 0,19 0,295 |0,375 (0,226 |0,208 |0,221 (0,247 |0,193 |0,16 0,285 |0,235 |[0,163
D 0,351 |0,208 |0,152 |0,196 |0,143 |0,127 |0,115 |0,186 (0,316 |0,143 |0,102 [0,178
E 0,361 |0,194 |0,052 |0,358 |0,181 |0,17 0,304 |0,183 (0,143 |0,455 |0,282 |0,178
F 0,201 |0,289 |0,343 |0,196 |0,317 |0,355 |0,217 |0,209 (0,407 |0,25 0,304 |0,125
G 0,388 |0,68 0,288 |0,183 (0,479 |0,253 |0,191 (0,192 |0,136 |0,243 |0,419 |0,42
H 0,313 |0,443 |0,275 |0,196 |0,99 0,205 (0,23 0,125 |0,235 |0,242 |0,243




6.3 Testovani

metodou ELISA

Z naklonovanych hybridomua se vybraly takové jamky, kde rostla kolonie pouze

Z jedné buiiky. Ty se nasledné testovaly metodou ELISA. Nejproduktivngjsi se opét

zmrazily a purifikovaly.

ELISA klont E8, F9, C3 a E4

klonovanych hybridomi na produkci

1 2 3 4 5

A 0,237 0,115 |08 0,085 0,1

B 0,294 0,108 |0,094 0,077 0,091

C 0,141 0,155 1,186 0,107 0,149

D 0,087 0,1 0,083 0,075 0,126

E 0,077 0,097 0,088 0,078 0,083

F 0,081 0,096 |[1,835 0,074 0,087

G  |0,086 0,104 0,085 1,343 0,09

H 0,085 0,102 [2,055 0,894 -
Oznaceni klont E8, F9, C3 a E4
1 2 3 4 5

A E8-E6 |F9-D6 |F9-A9 |[E4-B2

B E8-GI10 |F9-E4 |[F9-Al0 |[E4-B6

C E8-A6 |E8-H6 |F9-G1 |F9-B10 |E4-C4

D E8-A12 |[E8-H7 |F9-G4 |F9-F7 |E4-E2

E E8-B10 |E8-H8 |F9-H1 |F9-G7 |E4-E6

F E8-B12 [F9-C1 |[F9-H2 |[C3-C4 |[E4-G3

G E8-D8 |F9-C4 |F9-H3 |[C3-F4 |E4-F9

H E8-D11 [F9-C5 [F9-H4 [C3-G1 -
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protilatek




ELISA klonu A1l a B8

0,046

0,049

0,058

0,056

0,063

0,272

0,049

B8 - D5

B8 - D9

B8 - D11

B8 - E1

B8 - E2

B8 - E4

B8 - E6

All1-D2 |Al1l1-F3

ELISA klont C11, D5 a E10

1 2 3 4 5
A |0,062 0,892 0,048 0,049 0,05

B [0851 0,054 0,051 0,048 0,049

c |o007 0,054 0,05 0,056 0,049

D [0,801 0,055 0,049 0,05 0,048

E 0,059 0,052 0,051 0,05 0,052

F 0,057 0,054 0,053 0,049 0,049

G 0095 0,053 0,049 0,052 0,049

H 0,057 0,054 0,056 0,053 -




Oznaceni klona C11, D5 a E10

1 2 3 4 5
A Cl1-Al |[C11-F38 |D5-B3 |D5-E2 |E10-D5
B Cll1-A2 |Cl11-H2 |D5-B4 |D5-F6 [E10-F3
C Cl1-A5 [D5-Al1 |D5-B5 |D5-G1 |E10-F7
D Cl1-A6 |D5-A2 |D5-B11 |E10-A2 |[E10-F9
E Cl1-B5 [D5-A3 |D5-C2 |E10-A9
F Cl1-C2 |D5-A10 |[D5-C3 |[E10-B3
G Cll1-F1 |[D5-All |[D5-C5 |E10-B5
H Cl1-F2 |D5-Al12 [D5-C9 |[E10-B7 !

6.4 Zméreni titru purifikovanych a zkoncentrovanych protilatek

metodou ELISA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |0605 0,483 [0,358 |0,263 0,178 (0,121 [0,091 [0,071 [0,056 |0,053 [0,048 |0,048
B |0613 [0475 [0,365 [0,266 |0,18 [0,123 [0,091 |0,07 |0,058 |0,057 |0,052 |0,048
C |0,057 [0,048 [0,05 [0,055 |0,047 [0,046 |0,046 |0,048 0,049 |0,046 |0,045 |0,047
D [0,054 [0,048 (0,047 [0,055 [0,05 [0,046 |0,044 |0,045 0,048 |0,044 |0,048 |0,046
i- 0,059 (0,043 [0,04 [0,039 [004 [0,039 (0,039 [0,039 [0,039 [0,042 [0,039

Tabulka 2

Vzorek F9 — H4 je vyznacen v fadcich A a B.
Vzorek A1l — G3 je vyznacen v fadcich C a D.

V jamce E1 byla nanesena pozitivni kontrola.

V prvnich jamkach jsou vzorky fedény 1:500. Nasledujici jamky byly fedény

dvojkovou fadou.

U vzorku F9 — H4 probiha posledni pozitivni reakce ve ctvrté jamce, kde je fedéni
1:4000. Titr vzorku F9 — H4 je 4 000.
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7 Diskuze

Pii veskeré manipulaci s buitkami je dilezité pracovat sterilné. Pouzivat sterilni
pomiicky a pracovat v boxu s laminarnim proudénim. Pfi kontaminaci media s buiikami
je vysokeé riziko jejich uhynu. V piipad¢ kontaminace lze bunky zachranit jejich aplikaci

do peritonea mysSi BALB/c.

Cilem této prace byla pfiprava monoklonalnich protilatek proti antigenlim borelie.
Cely proces od imunizace mysi, pres fuzi a klonovani prob&hl Gspeésné.

Pii fuzi byl dostatek solenocytii diky zvétSené sleziné pokusné mysi. Z deseti
mikrotitracnich desti¢ek o celkovém poctu 960 jamek bylo po otestovani metodou
ELISA na produkci protilatek vybrano 76 produkujicich jamek. To je 7,9% pozitivnich
hybridomii.

Z téchto hybridomti bylo 9 nejproduktivnéjSich jamek vyklonovano. Kazda
vyklonovana jamka pokryla celou desticku o 96 jamkach, celkem tedy 864 jamek
vyklonovanych hybridoml. Monoklonalni protilatky produkuji jamky, kde se nachéazi
kolonie pochazejici pouze z jedné bunky. Téchto jamek bylo 112 tedy 12,9 %.

Purifika¢ni proces podstoupily dva vzorky. Metoda ELISA provadéna po tomto
procesu odhalila ztratu protilatek v jednom ze vzorkd. Ve druhém vzorku byl titr roven
4000.

Zamrazeno bylo 20 nenaklonovanych hybridomu, 5 naklonovanych hybridomu a 4

media s protilatkami po cca. 50 ml.

Hypotéza, ptiprava monoklonalnich protilatek, byla potvrzena.

Ptipravené protilatky je mozno déle charakterizovat. Pomoci imunoglobulinové
izotypizace, lze urcit tfidu imunoglobulinu. Pro identifikaci antigenu, se kterym

protilatka reaguje, 1ze pouzit imunobloting. Pomoci rovnovazné dialyzy lze urcit afinitu

protilatky pro antigen.
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Mnou vyrobené monoklonalni protilatky budou dale vyuzivany pro identifikaci

borelii na Katedie medicinské biologie Pfirodovédecké fakulty JU.

Vyuziti monoklonalnich protilitek pro diagnostiku a vyzkum borelii

Analyza 136 kment B. burgdorferi sensu lato elektroforézou v polyakrylamidovém
gelu za pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) a imunoblotovanim pomoci
panelu monoklonélnich protildtek namifenych proti riznym epitopiim OspA proteinu
Wilske a kol., potvrdila korelaci mezi uréitymi OspA sérotypy a rlznymi projevy
nemoci. SDS-PAGE a barvenim Coomassie modii bylo zjisténo, ze 8 ze 136 kmenti
nema vyjadieny OspA protein. Byly oznaceny jako OspA sérotyp 0. Zbylych 128
kmenl pozitivnich na OspA bylo podle imunoblotu s osmi monoklonalnimi
protilatkami se skupeno do osmi typt - sérotypy 1-7 a sérotyp X, zahrnujici heterogenni
skupinu lisici se v molekulové hmotnosti a reaktivit¢ (Wilske et al 1993).

Dalsi prace zjiStuje specificitu a citlivost monoklonalnich protiladtek pro typizaci
Borrelia burgdorferi sensu lato izolatd. Bretz a kol. analyzoval 210 izolata
B. burgdorferi patiici do osmi genospecies ke zjisténi citlivosti a specificity Ctyf
monoklonalnich protilatek specifickych pro druh (D6, 117.3, All6k a H3TS).
Monoklonalni protilatka H3TS méla odhadem 100% citlivost pro B. burgdorferi sensu
stricto, ale byla také reaktivni s nékterymi izolaty B. bissettii. Monoklonalni protilatka
I17.3 byla 100% citliva a specifickd pouze pro izolaty B. afzelii. Monoklonalni
protilatka D6 byla reaktivni se vSemi izolaty B. garini s vyjimkou jednoho izolatu
z Koreje. Odhadovand citlivost byla 98,5 % a specificita 100 %. Specificita
monoklonélni protilatky A116k byla 100% a citlivost se rovnala pfiblizné 83,5 %.
OspA, na ktery se tato monoklondlni protilatka vaze, vykazuje heterogenni reakce
u B. valasiana izolati. Pomoci elektroforetické pohyblivosti bylo mozno rozeznat tfi
z péti evropskych druhli na zakladé mobility OspA a OspB proteinli. Z vysledkl
elektroforetické pohyblivosti OspA a OspB a reaktivity monoklonalnich protilatek
vyplyva, ze fenotypova charakterizace izolatti evropskych borelii je efektivni (Bretz et

al. 2001).
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Monoklonalni protilatky pouzila Stépanova (Stépanova-Tresova a spol. 2000)
k identifikaci druhti borelii izolovanych v jiznich Cechach. Z deviti izolatd bylo 6

identifikovano jako B. burgdorferi sensu stricto.
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8 Zavér

Uspé&sna piiprava hybridomt produkujici monoklonalni protilatky.

Monoklonalni protilatky v mediu se zjiSténym titrem.

Purifikace monoklonalnich protilatek.

Ptipravené monoklonélni protilatky budou dale vyuZzivany pro identifikaci borelii
v klistatech.
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