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1. Uvod

Monoklonalni protilatky jsou protilatky produkované pouze jednim klonem
samostatné stimulovanych hybridomit B-lymfocyti a nddorové linie (Judith a kol., 2013).
Teoreticky by mély monoklonélni protilatky reagovat pouze s jednim antigennim epitopem,
¢imz by méla byt vyloucena zkiizena reaktivita protilatky s nezddoucim antigenem. V praxi
se tak bohuzel pln¢ nechovaji a zkiizené reaguji v ptipadech, kdy se vyskytne v suspenzi
proteinll jiny antigen se stejnym epitopem (Campbell, 1991). I pfes mirnou zkiizenou
reaktivitu jsou vSak schopné zachovat si svou specifi¢nost, diky které jsou hojné vyuZzivany
k detekci a kvantifikaci konkrétnich antigennich struktur ve smési proteint a identifikaci
konkrétnich patogentl. Z tohoto divodu jsou monoklondlni protilatky Siroce uplatiiovany
v biomedicinském vyzkumu k identifikaci, analyze ¢i kvantifikaci konkrétnich antigend,

vici kterym byly vyrobeny (Campbell, 1991).

Monoklonalni protilatky v této praci byly cileny viici klistécim inhibitorim proteéz,
které jsou funkéni slozkou slin klistat. Svou funkei umoznuji kliStéti modulovat imunitni
odpovéd’ hostitele po priniku cévni sténou, a tak neruSené sat po nezbytné dlouhou dobu.
Tvorbou hostitelskych protilatek, mifenych proti kliStécim inhibitorim protedz je mozné
omezit sani kliStéte a tim tak snizit i riziko pfenosu patogent z vektora na hostitele, ktery je

v ptipad¢ infikovaného klistéte velmi pravdépodobny (Mans, 2004).

Vyzkum klistécich inhibitorti protedz se dnes dale rozviji za ucelem vyvoje
ucinnych aktivnich i pasivnich ockovacich vakcin proti klistaty pfenaSenym patogentim.
Monoklonalni protilatky jako takové jsou nadale vyvijeny za Ucelem vzniku novych léciv
(chemoterapeutik) pro lécbu leukémii, B-bunéénych lymfomd, revmatiodni artritidy a

dalsich (Keane, 2001; Pegram, 2005).
1.1. KIisté obecné (Ixodes ricinus)

Klisté obecné je nejbéznéjsim typem klistéte vyskytujicim se ve stiedni Evropé.
Jednd se o krev sajiciho ektoparazita, ktery je systematicky fazen do kmene Clenovci
(Arthropoda), ttidy Pavoukovci (Arachnida), taédu RoztoCi (Acari), podiadu Klistatovei
(Ixodida), celedi Klistatoviti (Ixodidae) (Perret, 2003).

V prubchu Zivotniho cyklu prochdzi klisté tfemi vyvojovymi stadii: larva, nymfa,
dospély jedinec. Metamorfézy mezi jednotlivymi stadii jsou vazané na piedchozi piijem
hostitelské krve (Sprong, 2009). Po nakladeni se z vaji¢ek vyvinou larvy, které maji pouze
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3 pary nohou a jsou velké ptiblizné 0,8 mm. Po prvnim nasati na hostiteli odpadaji

a prochazi prvni metamorfézou, pifeménou na nymfy. Nymfy dosahuji velikosti 2-4 mm

a maji 4 pary nohou. Po druhém nasati nymfy z hostitele odpadaji a podléhaji druhé
metamorfoze, pfeméné na dospélce. Po dosaZeni stadia dospélého jedince se ucastni dalSiho
sani pouze dospéla samicka za ucelem dokonceni oogeneze a nakladeni vajec. Mezi hlavni
hostitele prvniho a druhého stadia vyvoje kliStéte patfi drobni hlodavci, ptaci a jeStérky
(Matushka, 1991). V dosp€losti saji sami¢ky prevazné na vysSich savcich (liska, pes, kin,

srna) (Gray, 2009).

DEATH

No or reduced

t\ \ Biood meal:
Moulting Moulting 24 days
Blmdrmul %

-* = B

ﬁ

Obrizek 1: Zivotni cyklus Klistéte obecného (Herrmann, 2015)

Klistata se stala predmétem studia predevsim pro svou schopnost pfenaset patogeny
na hostitele v prib&hu sani. Ty mohou hostitelim, a to vcetné Cloveka, zplsobit zavazna
virova, bakteridlni ¢i protozoalni onemocnéni. Klisté¢ obecné piisobi tedy jako vyznamny

vektor patogentl, pro jehoz vlastni vyvoj a reprodukci je ptijem hostitelské krve esencidlni
(Medlock, 2013).

1.2. Interakce klisté - hostitel

Klisté obecné saje az na 300 rGznych druzich hostitelti (plazi, ptaci, savci), vzdy
s ohledem na své vyvojové stadium (Herrmann, 2015). Aktivni fize zivotniho cyklu klistéte
obecného je udavana od pocatku biezna do konce fijna v zavislosti na vnéjSich podminkach

(teplota, vlhkost) (Jaenson, 2011).



Klisté, které je ptipravené k sani, se usadi na vhodném misté¢ na hostiteli, kde
pomoci ozubenych chelicer profizne pokozku a do wvzniklé ranky vsune hypostom
(Obenchaim, 1982). V disledku poranéni, jsou v hostitelském téle ihned spustény obranné
mechanismy na urovni bunééné i humordlni imunity sméfujici k pferuSeni sani krve

klistétem a odpadnuti (Willadsen, 1999).

V reakci na prisaté klist¢ byla v hostitelské krvi pozorovana zvySend aktivita
leukocytl, vyssi koncentrace cytokintl a jinych zénétlivych faktord soustfedénych predevsim
do perivaskularni oblasti horni ¢asti pokozky v misté piisati (Glatz, 2016). Makroskopicky
mohou byt tyto zmény pozorovany jako maly otok na pokoZce. Pro lepsi ptehlednost jsou

zmény na bunécné i latkové tirovni vypsany v Tabulce I viz nize.

.....

imunitniho systému hostitele na prisati kliStéte

Antigen prezentujici buiiky makrofagy, monocyty, Langerhansovy buiiky

B a T lymfocyty Th-ly, Te-ly

Granulocyty neutrofilii eosinofilt, basofili - obsahujici bioaktivni latky

Slozky komplementu Vsechny

Cytokiny Tp-1 (IL-2 a INF-y), Ty-2 (IL-4, IL-5, IL-10), IL-12, IL-6,
TNF-a, TGF-B (transforming grow factor)

Chemokiny pro neutrofily (CXCL1 a CXCLS)
pro makrofagy (CCL2, CCL3, CCL4)

Specifické protilatky

CD14 marker

(Titus, 2006)

Pozorovatelnymi obrannymi mechanismy hostitele na ptisaté klisté jsou hemostéza,

aktivace komplementu a reakce na urovni vrozené i ziskané imunity.

1.2.1. Hemostaza

Hemostaza, neboli krevni srazeni, je jednim z hlavnich obrannych mechanismu
hostitele. Hostitel se tak snazi zabranit nasati krve kliStétem po priniku hypostomu skrz
cévni sténu. Samotna aktivace hemostidzy je spuSténa vreakci na poranéni cévni stény
kliStécimi chelicerami za ucelem vytvofeni krevni srazeniny (zatky), kterd zamezi
pokraCovani sani krve kliStétem.

Vazokonstrikce je prvni reakci na pfitomnost ciziho télesa, jejimz pfirozenym
ucelem je snizit riziko rozsdhlého krvaceni pfi poranéni. Nésledné dochéazi k aktivaci

trombocytll v rdmci primarni hemostazy. Prostfednictvim bivalentnich proteinii pfitomnych



v lidském krevnim séru (Von Willebrandtiv faktor nebo fibronectin) jsou trombocyty vazany
na obnazené subendotelidlni struktury (Pecka, 2004). Vzniklou vazbou jsou tak zahajeny fady
metabolickych a biochemickych déja, které vedou ke zméné konformace trombocyti a
centrializaci v nich pfitomnych granul a jejich samotné aktivaci. Aktivované trombocyty
uvoliiuji do svého okoli ADP a Tromboxan A2, diky kterym je aktivovano stdle vyssi
mnozstvi trombocytl, které utvoii pevnou zatku. Zatka je v ramci sekundarni hemostazy
fixovana fibrinovou siti diky pfeméné fibrinogenu na vlaknity fibrin. Sekundarni hemostazy
se Uucastni srazeci faktory plazmatického koagula¢niho systému piitomné v hostitelském séru
(Coleman, 2006). Vznik takovéto zatky by zamezil prisunu krve klistéti, proto je vici témto
jevim klisté vybaveno obrannymi mechanismy (viz nize).

Diky ptitomnosti antihemostatickych faktorii ve slinach je klist¢ schopné zabranit
hostitelské vazokonstrikci, agregaci trombocytli i krevnimu sraZeni na Urovni koagulacni
kaskady. Naptiklad, klist€¢ Ornithodoros moubata tak ¢ini pomoci TAP proteinu (Tick
Anticoagulant Peptid), ktery dokaze inaktivovat aktivovany faktor Xa v hostitelském séru
(Wikel, 1999; Paesen, 2000; Waxman, 1990). Fluidita krve tak zlstane zachovana po celou
dobu sani klistéte.

1.2.2. Vrozena imunita

V reakci na kozni poranéni zplisobené kliStétem jsou v rdmci vrozené imunity do
okoli takového mista rekrutovany leukocyty lokalni zanétlivé reakce — neutrofily,
makrofagy, zirné builky, Langerhansovy bunky, a pro-zanétlivé faktory uvolnéné
z poskozenych bun€k endotelu (Wikel, 1999).

Klicovou roli v nespecifické imunité hraji makrofagy, které plsobi v prozanétlivé
odpovédi jako antigen prezentujici buiiky i jako vyznamni producenti fady cytokinl a
chemokinii (IL-1, TNF a, slozky komplementu, hydrolytické enzymy) (Moser, 2008).
V lidském organismu se mohou vyskytovat ve dvou subpopulacich: jako monocyty kostni
diené, které jsou soucasti krevni cirkulace, a tkanové rezidentni makrofidgy osidlujici
konkrétni misto organismu. LiSi se typem pro-zanétlivych faktord, které jsou schopné
produkovat (Davies, 2013), dale mnoZzstvim membranovych receptori, pomoci kterych
mohou rozpoznavat rozsahlou Skalu nezddoucich antigenti ptitomnych v lidském organismu
(v€. mikroorganismil) (Taylor, 2005).

Makrofagy mohou byt aktivovany klasickou (zvySena pritomnost LPS, IFN y) nebo
alternativni cestou. V pfipad¢ alternativni cesty plisobi jako stimuly aktivace makrofagii
IL-4, IL-13, imunitni komplexy v kombinaci s LPS nebo IL-1B, IL-10, TGFB a
glukokortikoidy (Martinez, 2008). Aktivované makrofagy klasickou cestou umocni syntézu
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MHC II receptort na vlastnim povrchu. Nésledkem toho mohou Iépe prezentovat antigen
Th lymfocytim, zvysi produkci C1 slozky komplementu (Miiller, 1978) a zahdji produkci
oxidu dusnatého, kyslikovych radikall, superoxidi, C3 slozky komplementu,
protizanétlivych cytokint: IL-1a, IL-1f3, IL-3, TNF, IL-6, IL-8, IL-12, GM-CSF (Hoftejsi,
2005) a dalSich molekul umoziujici degradaci cizorodého télesa.

Z dtivodu schopnosti imunitniho systému hostitele branit se vici cizim elementiim,
vyvinula kliStata bioaktivni latky, které jsou schopné produkty makrofagli neutralizovat

nebo snizit jejich schopnost takové latky produkovat (Ramachandra, 1992).

Spole¢né s makrofagy je v prvni fazi akutni zanétlivé reakce infiltrovano i velké
mnozstvi fagocytdzy schopnych neutrofilti (Fox, 2010). Prostfednictvi bioaktivnich latek
ptitomnych ve slinach kliStéte je snizovana schopnost adheze neutrofilii prostfednictvim
down regulace [,-integrinti, a tim je omezena role neutrofili v zanétlivé odpovedi

(Montgomery, 2004).
1.2.3. Nespecificka imunita - Komplement

Humoralni slozku nespecifické imunity piedstavuje komplement. Jednd se o
skupinu proteinli a glykoproteint, které se ucastni kaskadovité reakce za ucelem lyzy
nezddouciho patogenu. Slozky komplementu tvoii az 15 % sérovych proteind, které jsou

v klidovém stadiu pfitomny v krevnim séru v neaktivni formé (Owen, 2013).

Doposud jsou znadmy tfi cesty aktivace komplementu: klasicka (aktivace vznikem
komplexu Ag-Ab (IgG, IgM), alternativni (aktivace vznikem komplexu C3b slozky
komplementu a specifického antigenu na povrchu bunécné stény bakterii) a lektinova

(prostfednictvim proteinu vazajictho mandzu) (Thiel, 1997).

V momenté odstipnuti inhibicniho fragmentu C1 dochdzi ke spusténi kaskady
enzymatickych déji vedoucich k vytvofeni mikrop6ru na povrchu patogenniho elementu a
jeho naslednému zniceni (Miiller, 1978). K samotné lyze buiiky poté dochazi v zavére¢né
fazi spojenim C5, C6, C7, C8 a C9 slozky komplementu, tzv. membranu napadajiciho
komplexu (Membrane Attact Complex) (Granados-Duran, 2016). C3b slozka komplementu

miiZze plsobit jako vyznamny opsonin neutrofili (Tosi, 1990).

Diky bioaktivnim latkam ptitomnych ve slindch kliStéte miize byt zablokovéana

alternativni i klasické cesta komplementu (skrze C3a a C5a slozku) (Ribeiro, 1987).



1.2.4. Specificka imunita

Specifickou slozku bunééné imunity predstavuji B-lymfocyty a T- lymfocyty. Oba
typy leukocytll se vyviji v ramci leukopoézy z progenitorové buiiky vzniklé v kostni dieni.
Samotnd progenitorovad bunika je jiz CasteCné diferencovand a tim predurcena k vyvoji
B nebo T-lymfocyti. T-prolymfocyty kratce po svém vzniku migruji z kostni dfen¢ do kiry
primarniho lymfatického orgénu - brzliku, kde se diferencuji ve velké lymfoblasty, které
putuji do diené brzliku, kde probihd diferenciace na antigen determinované lymfocyty.
B-lymfocyty vznikaji po cely Zivot v kostni dfeni, odkud putuji ve vice diferencovaném
stadiu do sekundérnich lymfatickych organt (slezina / lymfatické uzliny), kde plné dozravaji

v moment¢ styku s antigenem (Foldi, 2014).

Antigen determinované T-lymfocyty nesou specifické povrchové receptory, které
jsou kddovany geny hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC), diky nimz jsou
T-lymfocyty schopné rozpoznat vlastni antigen od nevlastniho (Foldi, 2014). T-lymfocyty
rozpozndvaji antigen prezentovany pomoci antigen prezentujicich bunék. Antigen
prezentujici bunky prezentuji rozstépené peptidové fragmenty na svém povrchu ve spojeni s
HLA molekulami I. nebo II. ttidy. Molekuly HLA 1. tfidy jsou soucasti povrchu jadernych
bunék, zatimco HLA II. tfidy jsou vlastni antigen prezentujicim buiikdm (makrofagy,
dendritické bunky, atd). Receptory T-lymfocytii jsou tvofeny z variabilnich peptidovych
fetézcli. Variabilni fetézce jsou strukturdlné podobné Ilehkym a tézkym fetézclim
imunoglobulin a ucastni se rozpoznavani antigenu vkomplexu s HLA molekulami.
Rozpoznavani HLA molekul je wusnadnéno ptitomnosti CD-koreceptorti (Cluster
Differentiation) ptitomnych na povrchu T-lymfocytd. Povrchové koreceptory rozliSujeme na
CD4" a CDS8’, které jsou odlisné pro subtypy lymfocytdl - pomocné Th a cytotoxické
Tc lymfocyty (Trojan, 2003).

Cytotoxické T-lymfocyty plsobi jako efektorové buiky schopné rozpoznat cizi
antigen na povrchu jakékoli buiiky. V zavislosti na svém fenotypu CD8" reaguji
Tc lymfocyty s antigeny v komplexu s molekulami HLA 1. tfidy. Hlavnim tkolem T¢ bun¢k
je likvidace bakterii, parazit a infikovanych ¢i jinak fyziologicky abnormalnich bunék.
Pomocné T-lymfocyty predstavuji az 75 % T-bungk. Jejich hlavni roli je produkce cytokinii
v reakci na rozpoznany cizi antigen. Antigen rozpoznavaji v komplexu s molekulami HLA II
tfidy na povrchu prezentujici buiiky v zavislosti na svém povrchovém fenotypu CD4".
Z hlediska produkce cytokinii se Ty-lymfocyty podili na kontrole imunitniho systému a

produkci protilatek B-lymfocyty (Penka, 2011).



B-lymfocyty jsou zodpovédné za latkovou imunitni odpovéd. Po své aktivaci
specifickym antigenem zac¢nou produkovat velké mnozstvi vysoce specifickych protilatek,
které cirkuluji krvi a vazi se na ptisluSny antigen za vzniku komplexu antigen-protilatka.
Nésledny komplex je posléze fagocytovan pomoci fagocytézy schopnych bunék.
B-lymfocyty rozpoznavaji antigen prezentovany na povrchu makrofagi, které cizorodé
téleso zfagocytuji a jeho fragmenty prezentuji na svém povrchu. Setkanim B-lymfocytu
s antigenem jsou B-lymfocyty aktivovany a zahajuji vlastni proliferaci. Dochézi tak ke
vzniku sesterskych bungk, plazmocytii, které produkuji daldi mnozstvi protilatek. Cast
aktivovanych lymfocytli pfevezme roli tzv. pamétovych bunéck, které cirkuluji v krvi i po
destrukci antigenu. V ptipadé opétovného napadeni stejnym antigenem tak mohou rychleji

spustit produkeci specifickych protilatek a urychlit tak imunitni reakci (Liillmann, 2012).

1.3. Obranné mechanismy klistéte, sliny klist’at

Jak jiz bylo popsano vySe, imunitni systém hostitele mé silnou schopnost branit se
vici cizim elementim. Proto se u klistat vyvinuly bioaktivni latky, které zamezuji
imunitnimu systému hostitele v plné aktivaci, pfipadné umoziiuji vyhnout se imunitni
odpovédi. Hlavni slozku pfedstavuje prostaglandin E,, diky kterému je klisté schopné
ovliviiovat proces vazodilatace, trombocytarni agregaci, degranulaci zirnych bunék a

aktivaci T-lymfocyti (Mans, 2004).

K syntéze bioaktivnich latek dochdzi ve slinnych zldzach - parovém organu
sloZzeném z alveolli a umisténém anterolateralné v télni dutin¢ klistéte. Jednotlivé alveoly
slinnych 714z jsou mezi sebou propojeny sbérnymi kanalky, které se sbihaji do salivaria. Zde
se vzniklé sliny klistat hromadi a jsou vylu¢ovany do hostitele (Obenchain, 1982) spolecné
se zminénymi bioaktivnimi latkami. Slinné zldzy kromé samotné produkce slin umoznuji
klistéti 1 vyznamnou osmoregulaci, diky které je klist¢ schopno koncentrovat piijimanou
potravu a zbavovat se pfebytecné vody zejména v poslednich dnech sani zpét do hostitele
(Binnington, 1980). Spole¢nym symportem mohou byt tak do hostitele pfeneseny i patogeny
pritomné ve slinach klistéte (Sauer, 1995). Sekrece klistécich zlaz je fizena neurohormonalné
skrze D1 dopaminovy receptor (pfitomny ve slinnych zldzach) stimulovany dopaminem,

ktery je sekretovan bazalnimi butikami téZ ve slinnych zlazach (Simo, 2011).

Sliny kliStat jsou esencidlni pro sekreci enzymt a jinych latek s antikoagula¢nimi,
antiagregacnimi a vazodilata¢nimi G¢inky, které tlumi bolest a svédéni v misté vpichu, které

by jinak bézné¢ doprovazely poranéni pokozky (Binnington, 1980). Svédéni a bolest hostitele
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jsou tlumeny histamin-vazajicimi lipokaliny a bradykinin-deaktivujici dipeptidyl karboxy-
peptidazou, které vyvazuji histamin a bradykinin pfitomny v krevnim séru nasledkem
poranéni (Ribeiro, 1998; Valenzuela, 1999). Krevni sraZeni je omezovano diky pfitomnosti
proteinli cilenym vii¢i aktivovanému koagulaénimu faktoru Xa a trombinu, které jsou
v ramci hemokoagulace kli¢ové. Jako vyznamné vazodilatanty, které brani staZzeni cévy a tim
i snadnému zahojeni, byly pozorovany prostaglandin E, prostaglandin I a inhibitory
serinovych protedz (viz. Kapitola 1.4.2) (Ribeiro, 1998; Chmelatr et al, 2012).
K antiagregacnimu ucinku dochdzi pomoci naruSeni hydrolyzy ATP - ADP + Pi, kterd za
béznych fyziologickych podminek vede k aktivaci integrind, receptorti trombocytl, a
nasledné agregaci (Francischetti, 2010).

Sliny klistat obsahuji i1 latky s imunomodula¢nimi u¢inky, kterymi mohou
ovliviiovat vrozenou (nespecifickou) i ziskanou (specifickou) imunitu.

Na poranéni ¢i vniklou infekci hostitel v prvni fadé€ reaguje pomoci neutrofilli, které
svymi vlastnostmi ptispivaji k prezentaci antigenu (Ag) a fagocytoze cizorodych elementii
(Ribeiro, 1990). Ve slinach I. ricinus byly ovSem nalezeny proteiny, lipokaliny, které¢ svou
vazbou na LT1 membranovy receptor neutrofill blokuji pfirozenou aktivaci a chemotaxi
neutrofilll (Beaufays, 2008). U mnohych druhti klistat dale byla popsédna schopnost inhibice
interleukinu-8, ktery ptsobi jako vyznamny chemoatraktant neutrofilti (Hajnick4, 2001).

DalSimi bunkami schopnymi prezentace antigenu, jejichz funkce je ovlivnéna
slinnymi proteiny klist’at, jsou dendritické buiiky. Prostfednictvim membranovych receptort
dendritickych bunék CD40 or TLR9, TLR3 a TLR7 je ovliviiovana vlastni maturace,
diferenciace i antigen-prezentujici schopnost téchto bunck (Skallova, 2008). Pod vlivem slin
kliStéte byla pozorovana i snizena produkce cytokini dendritickych buné¢k (Oliveira, 2011).

Byla prokazéana i schopnost slin /. ricinus utlumit zabijeni patogenu NK buiikami
(Kopecky, 1999).

Ve slinach I. ricinus a 1. scapularis se vyskytuji skupiny proteini, které mohou
blokovat klasickou i alternativni cestu aktivace komplementu (Nunn, 2005). Blokace
alternativni cesty aktivace komplementu probiha na urovni blokace C3b slozky
komplementu a faktoru B, nebo C5 slozky komplementu (Schroeder, 2008).

V ptipad¢ imunomodula¢nich u€inki na B a T lymfocyty byl prokazéan vliv slin na
vlastni proliferaci lymfocytti hostitele (aktivovanou napt. prostfednictvim lektinu
konkanavalinu A u T-lymfocytil) vcetné¢ vlivu na schopnost T-lymfocyti produkovat
cytokiny (Wikel, 1997). Bylo pozorovano potlac¢eni produkce Thl cytokinii (IL-2, INF-y ) a
naopak zvySeni produkce Th2 cytokind (IL-4, IL-10) (Ramachandra, 1992).



Ve slindch 1. scapularis byly analyzovany proteiny s popsanym vlivem na aktivaci a
také proliferaci CD4" T-lymfocytil. Schopnost T-lymfocytii proliferovat je omezena na
zaklad¢ snizené produkce cytokind, které jsou nezbytné pro vlastni dozravani (Anguita,
2002; Leboulle, 2002). V ptipad¢ B-lymfocytli byla pozorovana inhibice IL-10, diky které
mohou B-lymfocity zrat, ptezivat a produkovat protilatky (Howard, 1992). Mezi takové
proteiny byly zatazeny naptfiklad Salp 15 a Iris (Ixodes ricinus imunosupresor), které
v testech in vitro prokazovaly stejné ucinky jako sliny klistat (Anguita, 2002; Leboulle,
2002).

Ve slindch rodu Ixodes se vyskytuje velka fada inhibitorti protedz, které jsou
v zavislosti na své specifité¢ schopny inhibovat naptiklad aktivovany koagula¢ni faktor Xa, ¢i
zamezit aktivaci samotného trombinu a tim modulovat hostitelskou hemostazu. Tim je
klistéti umoznéno dlouhodobé sani (Mans, 2004). Inhibitory proteaz klistéte jsou podrobné;ji

popsany v nasledujici kapitole.

1.4. Inhibitory proteaz ve slinach klist’at

Proteazy jsou enzymy, které Stépi peptidické vazby cilovych proteinti na mensi
fragmenty. Dosud byly popséany 4 typy protedz: asparticka, metalova, serinova a cysteinova.
Jejich zptsob aktivace se pak typové lisi (Barret, 1981). V lidském téle hraji proteazy
diilezitou roli i1 pfi obrannych mechanismech imunitniho systému v reakci na prisaté kliste.
V ramci moznosti zachovani dlouhodobého sani klistéte na hostiteli obsahuji jejich sliny

vvvvv

(Wikel, 1999).

Dodnes bylo popsano velké mnozstvi inhibitori protedz o rozmanitych funkcich,
které jsou esencidlni predevs§im pro regulaci sani klistéte (Chalaire, 2011). Samotnd inhibice
hostitelovych protedz je umoznéna diky pfitomnosti domény, kterd je pro kazdy inhibitor
charakteristicka. Pfikladem takovych domén je naptiklad Kunitz doména, ktera je ptitomna u
Clovéka - napiiklad u pankreatického inhibitoru trypsinu, ¢i ISAC doména pusobici pfi
blokaci komplementu (Francischetti, 2005). Ve slinach klistat’ se takové domény vyskytuji

ve velkém mnozZstvi.

Inhibitory protedz klistat tedy umoznuji klistéti modulovat hostitelskou imunitu
vprib¢hu sani. Nasledkem pozménénych reakci imunitniho systému stoupa

pravdépodobnost pienosu patogeni (Saliva Assisted Transmission). Z divodu mozného



zvySeni pravdépodobnosti pfenosu patogenniho elementu jsou dnes inhibitory protedz stale
vice studovany. Zamezenim exprese inhibitorli protedz ¢i nalezenim zplisobu jak dané
inhibitory deaktivovat, by bylo mozné sani kliStéte narusit a zamezit tak potencidlnimu

prenosu patogentl (Jones, 1992).
1.4.1. Cystatiny (Cystein protease inhibitors)

Cysteinové proteazy jsou proteolytické enzymy tucastnici se v lidském téle
pfedev§im metabolismu neesencidlni aminokyseliny cysteinu, ktery je soucasti fady
biochemickych déji (syntéza glutathionu, taurinu a dalSich). Komplex dvou molekul
cysteinu vytvari cystin a pti Stépeni jeho disulfidického mustku dochdzi ke vzniku

antioxidanttl, které jsou vyznamnymi Ciniteli pii pribéhu zanétu (McPherson, 2011).

Proteiny schopné selektivni a specifické inhibice se nazyvaji cystatiny. Cystatiny
plsobi jako kompetitivni inhibitory C1 cysteinovych protedz, které tvoii jednu velkou
nadfazenou rodinu cysteinovych protedz. Cystatiny obsazené v organech a slinach kliStéte
obecného inhibuji spravnou funkci hostitelskych cysteinovych protedz. Fyziologicky se
cystatiny podili na imunitni odpovédi ¢loveéka na vznikajici nddor, ¢i pfitomnost parazita
(Zhou, 2006). Cystatiny CI1 protedz jsou na zaklad¢ své struktury klasifikovany do tii
zakladnich rodin (viz tabulka II).

Tabulka II: Klasifikace a charakteristika 3 rodin cystatinii C1 cysteinovych proteaz

Stefiny (cystatiny 1. rodiny) Cystatiny 2. rodiny Cystatiny 3. rodiny
Stefin A, B (=cystatin A, B) Cystatin C, D, S, S4, SN Kininogeny
nizkomolekularni ~11 kDa nizkomolekularni 13-14 kDa vysokomolekularni 88-114 kDa

intracelularni molekuly

. A L extracelularni molekuly extracelularni molekuly
(exprimovany intracelularne)
chybi disulfidické mistky a pritomné disulfidické mlstky a  obsahuji volnou cystatinovou
signalni sekvence signalni sekvence na C’konci doménu
neglykosilované nékteré glykosilované glykosilované

(Abrahamson, 1994; Abrahamson, 1997; Turk, 1991)

Kininogeny tvofi s cysteinem pevné ireverzibilni komplexy, ¢imz inhibuji
proteolytickou aktivitu enzymu. Cystatin je navazdn do aktivniho mista cystinu, které je
tvofeno 4 cysteinovymi zbytky (Abrahamson, 1994; Brown, 1997). U klistat byly nalezeny
geny kodujici inhibitory téchto cysteinovych proteaz, diky kterym mohou tlumit zanét, a tim
zamezit obrané reakci imunitniho systému hostitele. Cystatiny klistat jsou lokalizovany
pfedevSim ve stfevech a slinnych zlazach. Jejich hlavnim tkolem je chranit bunky

mnohobunééného organismu pred nezadouci proteolyzou. Kromé klistat byly cystatiny
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nalezeny také u nematod (Nematoda) a trematod (Platyhelminthes) (Schechter, 1967; Klotz,
2011).

Mezi hlavni cysteinové protedzy, které reaguji na cystatiny, patii rostlinné papainy
a sav¢i katepsiny. Katepsiny jsou travici enzymy obsazené v sav€ich lysozomech, které jsou
aktivni v kyselém prostiedi a podili se na intraceluldrnim katabolismu. Existuji tii druhy
katepsini: aspartatové, serinové a cysteinové. (Horn, 2014). Piikladem cysteinovych

katepsind, které podléhaji vlivu cystatinti, jsou katepsin B, H, L (Turk, 1991).

Katepsin B je cysteinova protedza, ktera hraje klicovou roli v invazi nddorovych
bunék. Progresi nddorového bujeni mize ovliviiovat pfimo nebo nepfimo prostiednictvim
aktivace dalSich latentnich proteaz. Katepsin B je ddle povazovan za nedilnou soucast
proteolytické kaskady béhem vzniku nddorového bujeni (Yan, 1998). Samotny katepsin B je
syntetizovan intracelularné¢ ve formé neaktivniho zymogenu, k jehoZ aktivaci dochdzi po
odstépeni N-termindlniho koncového propeptidu, ktery blokuje jeho aktivni misto (Horn,
2014). Kromé podilu na tcasti vzniku nadorového bujeni hraji cystatiny dilezitou roli
v obran¢ imunitniho systému vici parazitim. Prokdzanym inhibitorem katepsinu B

v zanétlivé odpovédi je cystatin C (Hansen, 2000).

Dalsi cystatinem ovlivnitelnou cysteinovou proteazou je katepsin L. Ten se ucastni
zanétlivé odpoveédi a podili se na proliferaci cytotoxickych T-lymfocytl. Ve slindch
1. scapularis byly doposud identifikovany 2 cystatiny, u kterych byly prokazany
protizanétlivé €inky a zaznamendn Gtlum dozravani dendritickych bun¢k — jednim z nich je
Sialostatin L, ktery prostiednictvim blokace katepsinu L inhibuje proliferaci cytotoxickych

T-lymfocyti (Kotsyfakis, 2006).

Zvysena exprese katepsinii byla z medicinského hlediska pozorovana u pacientl
s revmatoidni artritidou (Hansen, 2000) a nadorovymi onemocnénimi jako jsou naptiklad
kolorektalni karcinom (Plvarez, 2009), ¢i rakovinou prsu (Yano, 2001). Z tohoto hlediska

jsou cystatiny zkoumany jako jeden ze zptsobti 1é¢by nejen nadorovych onemocnéni.
1.4.2. Serpiny (Serin Protease Inhibitors)

Serinové protedzy tvoii az jednu tfetinu vSech télnich proteaz (Blow, 1997).
Serinové protedzy hraji dulezitou roli pfi zanétu, hemokoagulaci, fibrinolyze ¢i aktivaci
komplementu (Murray, 2002; Imamura, 2005). Aktivni misto serinovych protaz je tvofeno
katalytickou triddou aminokyselin serinu, histidinu a kyseliny aspardgové (Asp-His-Ser).

Molekularni hmotnost serpinii se pohybuje vrozmezi 40 — 50 kDa a ve své struktufe
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obsahuji 3 B-sheety a 8-9 a-helixti (Van Gent, 2003; Gils, 1998, Mulenga, 2000). Prikladem

serinovych proteaz jsou Katepsin A a G.

Katepsin A je multifunkéni lysozomalni enzym, jehoz aktivita je zavisla na pH
podminkach. V kyselém prostfedi reaguje s karboxypeptidazovymi vazbami, zatim co
v neutrdlnim prostfedi plisobi deamindzovou a esterdzovou aktivitou. Katepsin A se
v nativnim stavu vyskytuje ve formé dimeru (98 kDa). Spole¢né s lysozomalnimi

hydroldzami tvoii dimery, které timto stabilizuje (Rawlings, 2013).

Druhym pfikladem serinovych katepsinli je monomerni glykoprotein (28kDa)
katepsin G. Katepsin G je endopeptiddza, kterd se vyskytuje v azurofilnich granulich
neutrofili a ucastni se tak zanctlivé odpoveédi v obrané proti cizim patogeniim. Optimalni
podminky pro puasobeni katepsinu G byly stanoveny na pH 8 (Horn, 2014). Spole¢né
s katepsinem G se UcCastni zanétlivé odpovédi téZ serinova protedza - chymdza. Ta je
produkovéna zirnymi buiikami a spole¢né s katepsinem G puisobi jako silné chemoatraktanty
pro neutrofily, ¢imz napomadhaji neutrofilim k jejich infiltraci do mista zanétu. Ta se

makroskopicky projevi jako otok postizené tkan¢ (Chmelaft, 2011).

Serpiny ovliviiuji funkci serinovych protedz (serine protease inhibitor). Inhibi¢ni
schopnost serpinli je zprostfedkovana specifickou doménou, diky které pisobi jako
vyznamny inhibitor zanétlivé odpovédi (Beinrohr, 2007). Po utvofeni komplexu inhibitor-
protedza je zabranéno aktivaci C4 slozky komplementu a tim i aktivaci celé proteolytické
kaskady (Kuby, 2013). Inhibitory serinovych protedz ptfitomné ve slindch klistat plni
imunomodula¢ni funkci hostitelské imunity v pribéhu a tim klisté chrani v prib&hu sani.

(Mulenga, 2007).

Vroce 2011 byl ve slindch kliStéte . ricinus identifikovan serpin pojmenovany
IRS-2 (Ixodes ricinus serpin 2), ktery specificky inhibuje U¢inky jiz zminénych proteaz -
katepsinu G a chymazy, které jsou produkované aktivovanymi neutrofily (katepsin G) a
zirnymi bunikami (chymaza). Serpin IRS-2 zamezuje trombinem a katepsinem G indukované
agregaci trombocytli a tlumi funkci dendritickych bunék. Dendritické buiiky jsou tak
zbaveny schopnosti prezentovat antigen T-lymfocytim (Palenikova et al., 2015). Dale
pusobenim IRS-2 serpinu dochazi k atlumu infiltrace neutrofili do mista zanétu a snizeni

otoku postizené tkan¢ (Chmelat, 2011).

Dalsi charakterizovany serpin nalezeny ve slindch kliStéte obecného byl
pojmenovan Iris (Ixodes ricinus imunosupresor). Iris dokdze ovlivnit hostitelskou imunitni
odpoveéd’ na prisaté klist¢ na trovni homeostazy i bunééné imunity. Primarné je cileny proti
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elastaze leukocytii. Dale svou funkci ovlivituje aktivaci koagulaénim kaskédy, fibrinolyzu a
adhezi trombocytii Prevot, 2007). V ramci nespecifické i specifické imunity omezuje
imunitni odpovéd’ makrofagh a T-lymfocytti. Samotnou inhibici Th2 lymfocytarni odpovédi
zamezuje vzniku zanétlivych cytokind, které jsou pro priibéh zanétu esencidlni (Leboule,

2002).

VySe zminéné serpiny obsazené ve slindch klistéte obecného maji schopnost
modulace hostitelské imunity. Vytvorenim protilatek vici témto serpinim by mohlo dojit ke

zhorseni podminek klistéti pro sani hostitelské krve.

1.5. Monoklonalni protilatky (MAbs)

Monoklonalni protilatky jsou produkované pouze jednim hybridovym klonem.
Hybridomy vznikaji bunénou fazi B-lymfocytl s bunéénou nddorovou linii. V pribéhu
bunééné fuze (hybridizace) dochazi k zaméné genti kodujicich konstantni fetézce
B-lymfocytt, zatimco geny kodujici variabilni oblast zistavaji stejné. Vysledkem jsou tak
hybridomové buiiky, které jsou schopny neomezené rist za stalé produkce protilatek, které

jsou velmi specifické vii¢i konkrétnim antigennim epitoptim (Campbell, 1991).

I ptesto, ze je jejich vyroba znacné finanéné narocnd, uz po vice nez dvé desitky let
jsou monoklonalni protilatky vyuzivany v fadé védeckych oborti od botaniky ptes genetiku a
molekuldrni biologii az po medicinu (embriologie, endokrinologie, enzymatologie,
hematologie, neurobiologie) (Goding, 1996). Kviilu své jedine¢né antigenni specificnosti
jsou v dnesni dobé monoklonalni protilatky stale vice vyuzivany ve védeckém vyzkumu i

medicin¢ — diagnostika, 1é¢ba (Wilson, 2009).
1.5.1. Historie

Vroce 1975 byl objeveny zpiisob vyroby monoklondlnich protilatek Georgem
Kohlerem a Caeserem Milsteinem, ktefi provedli uspéSnou fuzi B lymfocytt s bunikami
myelomové linie. Skrz bunécnou fuzi tak ziskali bunééné hybridomy, které mohly diky
soucasné ptitomnosti gent lehkych a tézkych fetézcii B-lymfocytii pro produkei protilatek a

nadorovych bun¢k neomezené rist za stalé produkce protilatek (Shepherd, 2000).

Pomoci vyvoje hybridomovych linii byla definovana i geneticka podstata antigenni
variability protilatek. Byly odhaleny geny kodujici lehké a tézké tetézce, diky kterym mohly
byt protilatky pfipravovany pomoci rekombinantnich DNA technologii. V roce 1997 bylo

poprvé schvaleno uziti imunoterapie v klinické praxi (americkym Ufadem pro kontrolu
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potravin a léciv) pro lécbu lidskych B-lymfomi. V dne$ni dobé se 1é¢ba monoklondlnimi
protilatkami stale rozSifuje na dal$i naddory (kolorekta, prsou a dalSich) i jind nenddorova

onemocnéni (Cwiertka, 2004).
1.5.2. Pouziti v mediciné

Monoklonélni protilatky jsou vyuzivany k diagnéze a lécbé fady onemocnéni.
Dodnes byly monoklonalni protilatky vyuzity naptiklad pro detekci povrchovych antigenii
cytomegaloviru, viru Varicella zoster, gram-negativni bakterie Pseudomonas aeruginosa,
E. coli, Klepsiella pneumoniae a gram-pozitivni bakterie Clostridium difficile. Dale jsou
vyuzivany k detekci tumorovych markert pfitomnych pfi infarktu myokardu, nddorovém
bujeni a terapii nddorovych, ¢i autoimunitnich chorob. V neposledni fadé jsou monoklonalni
protilatky vyuzivany v ramci té¢hotenskych testl a testovani na ptitomnost navykovych latek

(Waldman, 1991).

V terapii plni monoklonalni protilatky imunomodula¢ni funkci. Specificky se vazi
na povrchové receptory T-lymfocytl a antigen prezentujicich bun€k, ¢imz ovliviiuji jejich
funkci v zanétlivé odpovedi, a to vcetné produkce zanétlivych cytokinii (TNF-a, INF-y,
IL-2).

Monoklonalni protilatka se navaZze na misto LFA-1 receptoru Th lymfocytl, ¢i
ICAM-1 partnerského receptoru LFA-1, ktery je vlastni antigen prezentujicim bunkam.
Muze tak ovlivnit infiltraci neutrofili do mista zanétu a omezit tak lokalni poskozeni tkéané

naptiklad u reperfizniho poSkozeni myokardu ¢i bakteridlni meningitidy (Waldman, 1991).

Monoklonalni protilatky mohou byt dale cileny i proti CD4" membranovym
receptorim Th lymfocytii, napiiklad v ptipadé terapie HIV pozitivnich pacientd. HIV virus
napada CD4" membranovy receptor Th lymfocytil a neutralizuje tak jejich funkci produkce
cytokinti a aktivaci B-lymfocytli. Navazanim monoklonalnich protildtek na CD4" receptor je
snizeno riziko napadeni Th bunék HIV virem (Musich, 2017). Bylo také zjisténo, ze
monoklondni protilatky v séru HIV pozitivniho pacienta mohou zvySovat bunécnou
cytotoxicitu NK bunék zéavislou na protilatkach, a zpasobit tak lyzu virovych astic, které

jsou odolné vii¢i piisobeni NK bun¢k aktivovanych INF-o (Tomescu, 2017).

Ptiznivy efekt plisobeni monoklondlnich protilatek byl zazneménén i v rdmci 1écby
autoimunitniho onemocnéni - revmatoidni artritidy. Pfi revmatoidni artritidé dochdzi
k infiltraci m&kkych tkani (kloubli) zanétlivymi bunikami: makrofagy, plasmocyty, zirnymi

buikami, T a B lymfocyty a nasledné produkci pfislusnych cytokint (Il-1, IL-2, TNF-a,

14



TNF-B, TGF-B, INF-y, GM-CSF, a dalSich). Jako bezpe¢na a dobie toletovana lécba
revmatoidni artritidy byla oznafena 1é€ba pomoci monoklondlni protilatky cilené proti
TNF-a (anti-TNF-a), kde bylo pozorovano snizeni CRP proteinu a IL-6 (Elliot, 1993;
Martelli, 2016). Anti-TNF-o protilatka je komeréné vyrabéna (Infliximab) a uspéSné
aplikovana 1 v 1é€bé ulcerdzni kolitidy ¢i Crohnovy choroby (Nishida, 2017). Dal$im
prikladem autoimunitniho onemocnéni lé¢eného monoklondlnimi protilatkami je lupus
erythematodes, kdy je monoklondlni protilatka cilena proti IL-6, ¢imz je blokovéana

diferenciace B-lymfocytt, a tim i jejich produkce autoprotilatek (Wallace, 2017).

Piikladem lécby nadorovych onemocnéni pomoci monoklondlnich protilatek je
chronicka lymfatickd leukémie (CCL), pfi niz dochézi k proliferaci a akumulaci B-lymfocyti
s charakteristickym fenotypem (Adam, 2008). Monoklondlni protilatka mifend proti
povrchovym receptoriim téchto pozménénych B-lymfocytli, daratumumab, je cilend proti
membranovému receptoru  CD38". Monoklondlni protilitka specificky rozpozna
pozménénou buiiku a svym navazanim vyvold bunéfnou cytotoxicitu zprostiedkovanou
protilatkami (ADCC), dale protilatkami zprostiedkovanou bunécnou fagocytézu za ucasti
makrofagi (ADCP) a komplement dependentni cytotoxicitu (CDC), ¢imz jsou nezadouci
B-lymfocyty zlikvidovany (Matas-Céspedes, 2016). Dal§im nddorovym onemocnénim, které
miize byt léceno pomoci monoklondlnich protilatek je metastaticky kolorektalni karcinom

(Tol, 2010).

Monoklonalni protilatky jsou vyuzivany v posttransplanrtacni terapii. Terapeutika
jsou zpravidla podavana 6 mésicti po uskutecnéni transplantace za i¢elem sniZeni rizika
akutni rejekce Stépu (aloimunni i autoimunni) (Breedvelt, 2000). V dnesni dob¢ je v
posttransplantacni 1écb¢ ledvin uzivan antithymocytarni globulin (rATG, T lymphocyte-
depleting rabbit-derived antithymocyte globulin), nazyvany basiliximab, a antagonista [L-2
(daclizumab). Bylo zjisténo, Ze basiliximab je az o 50 % U¢€ingjsi v posttransplantacni 1écbe
prezentovany na aktivovanych T-lymfocytech. Vazbou protilatky cilené proti IL-2 je
zamezena funkce aktivovanych T-lymfocytd vreakci proti pfitomnym aloantigentim

(Vincenti, 1998, Hill, 2017).

Nevyhodou monoklondlnich protilatek je, Ze mohou byt samy o sob&é imunogenni.
V reakci na terapii monoklonalnimi latkami byla pozorovana IgE hypersenzibilita, kdy byly
monoklondlni protilatky rozpoznany imunitnim systémem pacienta jako xenogenni.
V zavislosti na tom byly aktivovany B-lymfocyty, které produkovaly specifické IgE

protilatky. Klinicky byla pfecitlivélost pozorovana jako anafylakticky Sok. Zavaznost
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hypersenzibilni reakce muze probihat lehkou 1 smrtelnou formou. Kromé IgE
hypersenzitivity byla pozorovéana i hypersenzitivita zprostfedkovana zanétlivymi mediatory,
které byly uvolnény =z aktivovanych Zzirnych bunék. Klinické nasledky takové
hypersenzitivity jsou mirnéj$i a lze je utlumit pferusenim infuze MAbs a piipadnym

podanim antihistaminik (Maggy, 2014; Picard, 2016).

Hypersenzitivita byla pozorovana u protilatek mysich, chimérickych i lidskych. U
chimérickych protilatek dochazi ke spusténi hypersenzitivity v reakci na nehumanizovanou
slozku monokolndlni protilatky (naptfiklad mysi). Priklady chimérickych a lidskych
protilatek jsou uvedeny v Tabulce III. Pfikladem u podani monoklondlni protilatky
natalizumab byla pozorovana hypersenzivni reakce u 9 % lécenych pacienti. V piipadé
adalimumab protilatky az u 5 %. Reakce imunitniho systému jsou ovSem pfisné individualni,
proto je kazda 1écba sestavovana s ohledem na konkrétniho pacienta (Maggy, 2014; Picard,
2016).

V nésledujici Tabulce III jsou vypsany komeréné vyrabéné Giinné latky registrované
od 1. fijna 2008 v Ceské republice, které jsou vyuZivany ve zdravotnictvi véetnd udanych

citaci zdroji.
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Tabulka I1I: Komercéné vyrabéné monoklonalni protilatky registrované pro klinické ucely v
Ceské republice od 1. Fijna 2008.

. , Cilovy . . Apli- .
Nazev Vyrobce Typ Ab Ag Priklad 1écby kace Citace
adalimumab Humira BT TNF a S . s.c.  (Karmiris, 2009)
IgG nemoc, lupénka
Humani-
alemtuzumab Mab- zovana CD52 CCL 1. (Boothroyd,
Campath 2004)
IgG
CD25 (o-
e . Chimé- pod- Transplan-tace .
basiliximab Simulect A S s (i, b i.v. (Taylor, 2003)
1L-2)
Humani- CI?ES (a- roztrouSend (Bielekove,
daklizumab Zenapax  zovana po OZITousSe s.c.  2004; Milo,
1eG1 jednotka  skleroza 2014)
& IL-2)
Paroxy-somalni
noc¢ni hemo-
Humani-  CS5 slozka globmur’le, .
. .. , alogenni . (Goker, 2011;
ekulizumab Soliris zovana komple- 1.V. .
transplan-tace Peri¢, 2011)
IgG mentu h
ematopoet.
kmenovych
bunck
efalizumab Raptiva i‘i}r:s; ) CDlla, chronicka s.C (Gordon,
P e LFA-1 lupénka S 2003)

Crohnova nem.
u déti, ulcerdz.

e Remi- Chiméri- kolitida, .
infliximab cade ok TG TNF a A, L.V. (Keane, 2001)
revmatoidni
artritida
Humani- i rifti(?lzlzena (Polman,
natalizumab Tysabri zovana ﬁjte in Er(fh?lov’a 1. 2006; Van
1gG g Assche, 2005)
choroba
o Mab- Chiméri- B-bunééna .
rituximab Thera oké TeG CD20 leukémie 1.v. (Coffier, 2002)

1.5.3. Monoklonalni protilatky ve vyzkumu klist’at

Monoklonalni protilatky jsou kvili své schopnosti specifické vazby vyuzivany
k detekci a kvantifikaci nejriznéjSich povrchovych antigeni. Ve vyzkumu klistat jsou
vyuzivany pro studium ptfendSenych vird, bakterii, risketsii a komponent, které pomahaji

klistéti v sani a tim 1 pfenosu patogend.
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Specifickou vazbou protilatky na povrchovy antigen virt ¢i bakterii dochazi
k omezeni jejich patogenni schopnosti. Monoklonalni protilatky jsou schopné neutralizovat
také aktivitu pfenaSenych vird, piikladem flavivird. Flaviviry jsou malé (500 A)
jednotetézcové RNA viry, které u clovéka zplsobuji onemocnéni, jako jsou napiiklad
klistova encefalitida nebo omska hemoragickd horecka (Lasala, 2010). U flaviviri byly
nalezeny 3 druhy strukturdlnich proteini: jaderny nukleokapsidovy protein C,
transmembranovy protein M a hlavni povrchovy protein E. Hlavni povrchovy protein E je
povazovan za vazebny mediatorovy receptor, ktery je zodpoveédny za vazbu viru na cilovou
bunitku a naslednou bunécnou fuzi (Rey, 1995). Specifickou vazbou IgM monoklonalnich
protilatek na protein M je mozné virus neutralizovat a omezit tak moznost infekce bunék. U
IgM monoklonalnich protilatek byla pozorovana jak schopnost neutralizace viru, tak i

schopnost inhibice virové hemaglutina¢ni aktivity (Heinz, 1984).

Piikladem vlivu monoklonalnich protilatek na aktivitu ricketsii je zde uveden vliv
na Rickettsia rickettsii. Rozezndnim nativnich povrchovych antigenti C Rickettsia rickettsii
monoklondlni protilatkou byla snizena umrtnost imunizovanych mys$i nakazenych touto
ricketsii, na zéklad¢ neutralizace patogenniho ucinku (Anacker, 1986). Dal§im ptikladem
klistaty prendsenou ricketsii je Anaplasma marginale vyskytujici se v tropickych a
subtropickych oblastech (Kocan, 2003). Pfecistény rekombinantni membranovy protein
VirB9-1, ptipraveny v E-coli, byl shleddn jako velice imunogenni a v soucasné dobé je
vyuzivam k vyvoji nanovakciny v kombinaci s nanocésticemi oxidu kiemicitého v roli

adjuvans (Zhao, 2017).

Vazbou monoklonélnich protilatek je tedy mozné ovlivnit funkci daného elementu i
samotného proteinu. Uzitim monoklondlnich protilatek je mozné zpasobit vazbu pouze do
jednoho aktivniho mista a neutralizovat tim ptislusnou funkci proteinu. Obsahuje-li protein

vice aktivnich mist, je moZné je za pouziti MAbs detekovat a piifadit tak funkci proteinu.

Kromé vyzkumu ovlivnéni aktivity piendSenych patogenli jsou monoklonalni
protilatky vyuzivany ke studiu imunoaktivnich komponent, které jsou nedilnou sloucésti slin
klistat a hraji klicovou roli v procesu sani klistéte (inhibitory protedz). Svou specifickou
vazbou MAbs do aktivniho mista cilového proteinu dochédzi k ovlivnéni proteinové funkce ¢i
jeho uplné deaktivaci. Vyhodou monoklonalnich protilatek je jejich schopnost vazat se
pouze do jednoho aktivniho mista. Tedy pokud protein obsahuje vice aktivnich mist, dojde
k deaktivaci pouze pfislusné funkce. Timto zplisobem jsou dnes zkoumany funkcénost a

dynamika inhibitorti protedz ve slinach klistéte in vitro a na bunéénych kulturach.
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2.Cile prace

1. Vyrobit monoklonalni protilatky proti rekombinantnim proteinim G16, IRS-2 a S8K.
jejichz pritomnost ve slinach a organech Ixodes ricinus je predpokladéana.

2. Ovérit pfitomnost danych proteind ve tkanich klistéte Ixodes ricinus pomoci metody
Western blot.

3. Overit pritomnost a zjistit koncentraci danych proteint ve tkanich Ixodes ricinus pomoci

metody Western blot.
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3. Materialy a metody

3.1.Materialy (chemikalie, kity)

Tabulka I'V: Chemické sloZeni kultivacniho média média pro kultivaci bunék

RPMI-1640 médium

2.05 mM L-glutamin 25mM
HEPES

Biosera LM-R1634/500

10 % BOFES

bovinni fetalni sérum

Sigma-Aldrich
MFCD00132239

1% Antibiotika a antimykotika

PNC, SMC, fungison

1% ME

2-merkaptoethanol

Sigma 60-24-2

1% GL

glutathione

Sigma-Aldrich 1729812

+ 2% HT v kultivaénim médiu

hypoxantin a thymidin

Sigma HO137

Tabulka V: Bunécna faze

RPMI-1640 médium

2.05 mM L-glutamin 25mM
HEPES

biosera LM-R1634/500

Fuzni roztok PEG 1500

polyethylenglykol

Sigma-Aldrich 25322-68-3

hypoxanthin-aminopterin-

2% HAT v RPMI médiu - Sigma H0262
thymidin
ME 2-merkaptoetanol Sigma 60-24-2
BOFES bovinni fetalni s& Sigma-Aldrich
ovinni fetalni sérum MFCD00132239
Tabulka VI: Imunizace mysi
Kompletni FA Freundovo adjuvans
Nekompletni FA Freundovo adjuvans
dH,0e 1,37 M NaCl « 100mM
Na,HPO4.12 H,0O « 18 mM Lo
PBS KH,PO, » 27 mM KCI Vlastni vyroba
pH=72
Rekombinantni protein G16 Vlastni viroba

IRS-2, S8K

Tabulka VII: Zamrazovani bunék

Kultivaéni médium

2.05 mM L-glutamin 25mM
HEPES

Biosera LM-R1634/500

DMSO

10% O-dimethylsulfoxid

Sigma-Aldrich 67-68-5

Tabulka VIII: Odbér slin klist’at

20% Etanol

70% Pilokarpin
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Tabulka IX: ELISA

dH,0e 1,37 M NaCl « 100mM

Fosfatovy pufr PBS Na,HPO4.12 H,0O « 18 mM -
KH,PO, « 27 mM KCI Vlastni viroba
pH=72
2% PTS (Tris-buffered saline) 0,05 M Tris base * 0,15M NaCl Vlastni viroba
v PBS - dH20 pH 7,65 T
oy , H,O e 14 mM Na,CO; @ 35 -
0,05M Uhli¢itanovy pufr mM NaHCO; e pH 9,6 Vlastni vyroba
Blokovaci pufr 5% roztok PTS v PBS Vlastni vyroba
TWEEN Polyethylen glycol sorbitan — oi - Aldrich 9005-64-5
monooleat
T-PBS PBS +0,1% Tween Vlastni vyroba
Fosfocitratovy pufr Vlastni vyroba
5ml fosfocitratového pufru, 2
Substratovy roztok mg OPD a 2 pl 30% peroxidu Vlastni vyroba
vodiku
. ThermoFischer Scientific
0 -
10% OPD O-phenylenediamin 002003
30% Peroxid vodiku - -

2M Kyselina sirova

Sekundarni protilatka ELISA

Krali¢i/konska polyklonalni
peroxidazou znacena IgG
(H+L) protilatka

Sigma-Aldrich A 6917

Tabulka X: Western blot

TRIS-CVSDS

pH 8,8: 1,5 M TRIS + 0,4%
SDS) « pH 6,8: 0,05 M TRIS +
0,4% SDS

Vlastni vyroba

40% Bisakrylamid

TEMED (C¢H;6N»)

Tetramethyl-ethylendiamin

Serva 110-18-9

10% APS v MiliQ H20

Persulfat amonny

Sigma-Aldrich 7727-54-0

ELFO pufy

125 mM TRIS + 960 mM
Glycin + 17mM SDS + H,0O

Marker

proteiny o dané velikosti
barevné znaCené

Transfer pufr 10x

256 mM Tris + 1,92 M Glycin
+ 17 mM SDS + dH20

T-TBS TBS + 0,1% Tween
5% Odtu¢. susené mléko v PTS Simandl
Sekundarni protildtky WB Biotinylovana kozi protikralici BA-1000

IgG protilatka

Pierce™ ECL Western Blotting
Substrate

Detekéni roztoky

Thermo Scientific - 32209
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Tabulka XI: Stanoveni koncentrace proteinii v organech klist’at

ThermoFisher Scientific

Pierce BCA Protein Assay Kit 23225

Na,CO; ¢ NaHCO; @ BCA o

BCA reagent A vinan sodny e 0.1M NaOH

BCA reagent B 4% siran méd’naty

3M hovézi sérovy albumin e

Albumin Standard 0.9% NaCl ® 0.05% NaN,
L0 » 1,37 M NaCl « 100mM

PES Na,HPO,.12 H,0 « 18 mM
KH,PO, « 27 mM KCI
pH=72

3.2. Metody

3.2.1. Imunizace mysi

Kazdym proteinem (S8K, IRS-2, G16) jsem imunizovala dvé mysi BALB/c, celkem
Sest my$i. Kazda mys byla podrobena tfem fdzim imunizace v ¢asovém rozmezi dvou tydni.
Aplikovanou dévku jsem vzdy injikovala do peritonedlni dutiny. Prvni imuniza¢ni davku
jsem pfipravila smichanim 10 pg proteinu a 100 pl PBS se 100 ul kompletniho Freundova
adjuvans. Druhou imuniza¢ni davku jsem piipravila obdobné, ovSem s rozdilem pridavku
100 pl nekompletniho Freundova adjuvans. Po dvou tydnech od druhé imunizace jsem
mySim odebrala krev z ocasni Zily v oblasti prvnich ocasnich obratlii. Odebranou krev jsem
nechala 20 minut odstat pfi pokojové teploté. Béhem této doby doslo k vysrazeni krve a
oddéleni krevnich elementi od plasmy. Vysrdzenou krev jsem nasledné ulozila k
centrifugaci pti 2000 g po dobu 5 minut pfti teploté 4 °C. Ziskané sérum jsem otestovala na
ptitomnost protilatek vici aplikovanému proteinu (ELISA) a posléze ulozila do lednice pro
ptipadné potieby dalsi analyzy. Mys, v jejimz séru jsem namétila vy$Si mnoZstvi protilatek,
jsem imunizovala tfeti imunizacni davkou, kterou jsem ptipravila totozn€ s druhou davkou.

Po tfech dnech od posledni imunizace byly mysi pfipravené k dalSimu postupu.
3.2.2. lzolace mysi sleziny a odbér krve

Mys jsem uspala pomoci diethyletheru ve sklenéné nadobé. Uspanou mys jsem
vyjmula z nddoby a ptiSpendlila na pitvaci desku. Pro udrzeni mysi v umélém spanku jsem
pouzila buni¢inu navlhéenou diethyetherem. Mysi jsem nésledné nasttihla srde¢ni tepnu, kde
je tlak krve nejvyssi, a vytékajici krev jsem odjimala do pfipravené 1,5 ml zkumavky.
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Vysrazenou krev jsem zcentrifugovala pti 2000 g po dobu 5 minut pfi teploté 4 °C. Mysi
sérum odd¢lené od pIné krve jsem ulozila do lednice pro ptipad potieby dalsi analyzy. Ihned
po odbéru krve byla myS usmrcena zlomenim vazu. Z mrtvé mysi byla vyjmuta slezina do 6

ml RPMI média bez séra.
3.2.3. Bunécna fuze pro pripravu monoklonalnich protilatek

Mysi slezinu jsem propasirovala pistem stfikacky ptes sitko (70 pm) do petriho
misky, kdy jsem sitko postupné promyvala médiem RPMI bez séra. Ziskané splenocyty
v misce jsem odebrala do 50 ml zkumavky pfipravené k naslednému dvojimu promyvani
médiem bez séra (centrifugace 280 g po dobu 5 minut pfi teploté 4 °C.). Timto jsem

ptipravila slezinné buiiky pro fuzi s nddorovymi bunikami.

Myelomové buiiky SP-2 jsem sklidila v logaritmické fazi rlstu, pficemz jsem jim den
pfedem vyménila médium. Buiiky jsem promyla obdobnym zplisobem jako myelomové
buniky a nasledné jsem je smichala se splenocyty. Zkumavku se smési bun¢k jsem ponofila
do vodni lazné€ o teploté 37 °C. K buiikdm ve zkumavce jsem postupné piikapavala 1 ml
vytemperovaného (37 °C) roztoku PEG 1500 po dobu 1 minuty. Smés byla po celou dobu
manualné michana, poté jesté minutu po vyprSeni Casového intervalu pro ptikapavani PEG
1500. Nasledné jsem ke smési prikapavala 10 ml RPMI média bez séra po dobu 10 minut.
V této fazi dochéazelo k naruseni bunéénych membran nadorové linie i splenocytl, ¢imz byly
vytvofeny podminky pro ndslednou fizi. Takto pfipravenou smés bunék jsem opét
zcentrifugovala a rozmichala ve 200 ml kultivaéniho RPMI média s ptidavkem HAT a po
200 pl nanesla do kultivacnich jamek 96 jamkového panelu. Po tfech dnech byly pod
mikroskopem viditelné drobné kolonie. Po deseti dnech inkubace od uskutecnéné fiize jsem
otestovala obsah pfitomnych protilitek v RPMI médiu vyprodukovanych hybridomy
v jamkach s viditelnymi koloniemi. Hybridomy, které jsem vyhodnotila jako wspéSné

produkujici protilatky, jsem zamrazila pro uchovani zdlohy bun€k v ptipadé¢ potteby pouZiti.
3.2.4. Redéni bunék pro pfipravu monoklonalnich protilatek

Za celem ziskani kolonie vzniklé z jediné hybridomové butiky bylo potieba danou
smés bun€k nafedit tak, aby se na mikrotitranim panelu vyskytovala v kazdé jamce pouze

jedna buiika. Toto fedéni jsem provedla nasledujicim postupem:

Bunky jsem obarvila pomoci methylové modie v poméru 1:10. Obarvené bunky
jsem spocitala v Biirkerové komirce. Biirkrova komurka je rozd¢lena na ¢tyfi velké ctverce,

kde se kazdy znich skladd z dalSich Ctyr Ctverct. Celkem tedy je mozné pozorovat
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16 malych c¢tvercl. Spocitala jsem buniky ve vSech Sestndcti Ctvercich a vysledny pocet
bun¢k dosadila za hodnotu x do vzorce ((x:4).10000).10, kde hodnota 10 000 vyjadiuje pocet
bunék na mililitr a hodnotou 10 je urceno fedéni bun¢k v methylové modii. Timto vypoctem
jsem zjistila poc€et bun¢k na 1 ml v daném roztoku s hybridomy. Nasledné jsem vypocitala
objem roztokli obsahujicich 5 bunék na 1 ml a 25 bun¢k na 1 ml v celkovém mnozstvi 15 ml.
Patnactimililitrovy objem jsem poté nanesla po 200 pl do jamek mikrotitra¢niho panelu.
Takto ptipravené panely jsem ulozila ke kultivaci (37 °C) na dobu tfi dnl. Po ukonceni doby
kultivace jsem pod mikroskopem vyhodnotila jamky, které obsahovaly pouze jednu kolonii a
média z ptislusnych jamek jsem otestovala na ptitomnost protilatek (ELISA). Klony, které
jsem vyhodnotila jako GspéSné v produkci protilatek, jsem nasledné prepasazovala do vétSich
jamek nejprve s objemem 2 ml RPMI média a posléze 5 ml RPMI média, kde mohly dale
rust a vyrabét stale vice protilatek. V koneéném staddiu jsem buniky schopné produkovat
protilatky ptepasdzovala do 15 ml RPMI média v kultivacni lahvi¢ce. Po nartstu kolonie
jsem cast média s bunkami sklidila a bunky zamrazila pro uchovani zalohy bunék. Po
zamrazeni bun€k jsem odebrala zbylé médium sbuikami do 50 ml zkumavky a
zcentrifugovala jej pfi 250 g po dobu 5 minut. Supernatant jsem slila do cisté 50 ml

zkumavky. Pozd¢ji jsem médium s protilatkami precistila.
3.2.5. Zamrazovani a rozmrazovani bunék

Zamrazovani a rozmrazovani bungk je dtlezité pro ptipad potieby replikace pokusu ¢i
vyuziti hybridoml nebo klont v budoucnu. Veskeré prace s buitkami probihala ve sterilnim

boxu.

Buiiky jednoho hybridomu i klonu jsem zamrazovala nésledujicim zpiisobem:
Buiiky vjamce ¢i kultivaéni lahvicce jsem oddé¢lila ode dna proudem stdvajiciho
kultivaéniho média a pfenesla je pomoci kapatka do 15 ml zkumavky uréené pro
centrifugaci. Zkumavku obsahujici RPMI médium se smési bunck jsem poté centrifugovala
(250 g, 4°C, 5 min.). Ze zkumavky jsem odstranila veskery supernatant a usazeny pelet jsem
rozsuspendovala v 900 pul RPMI média. Tento objem RPMI média s bunkami jsem
ptepipetovala do pfedem popsané kryozkumavky a ptidala 100 pl 10% DMSO. Zkumavku
jsem uzaviela a nékolikrat ji lehce ptevratila dnem vzhliru, abych jeji obsah promichala.
Kryozkumavku jsem pted vloZenim do tekutého dusiku umistila do mraziciho boxu (-70 °C)

na dobu 3 hodin.

K rozmrazeni zamrazenych bunck v jedné kryozkumavce jsem si pfipravila 15 ml

zkumavku sobsahem 5 ml RPMI média s HT. Zmrzly vzorek jsem 1 min drzela
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mezi dlanémi, abych tak snizila teplotni Sok pro bunky. Nasledné jsem kryozkumavku
vlozila do vodni 14zn¢ (37°C). V okamziku, kdy jsem v kryozkumavce pozorovala pouze
maly kousek ledu, vyjmula jsem ji z vodni ldzn€ a zbyly led rozsuspendovala pomoci
kapatka ve sterilnim boxu tésné pied pfenesenim do pfipravené 15 ml zkumavky s 5 ml
RPMI média s HT. Zkumavky jsem centrifugovala (250 g, 5 minut, 4°C). Po uplynulé dobé
centrifugace jsem ze zkumavky odstranila supernatant a usazeny pelet rozmichala v 1 ml
RPMI média s HT. Novou suspenzi jsem pienesla do jamky 24 jamkového panelu a ulozila
ke kultivaci. Po tfech dnech kultivace jsem otestovala RPMI médium s HT na pfitomnost

bunikami vyprodukovanych protilatek.
3.2.6. Procisténi supernatantu obsahujiciho protilatky

Protilatky pfitomné v médiu jsem po oddéleni peletu bun€k procistila pomoci
komeréné vyrabéného kitu Montage Antibody Purification Kit with PROSEP-A media
(EMD Millipore).

Principem procisténi protildtek od nezddoucich molekul obsazenych v médiu je

navazani protilatek na kolonku a nésledn¢ jejich postupné odmyvani.

Kolonku jsem vlozila do 50 ml centrifuga¢ni zkumavky. V prvnim kroku jsem
kolonku promyla 10 ml vazebného roztoku Binding Buffer A (dale jen BBA) centrifugaci
500 g po dobu 5 minut. Na promytou kolonku jsem nanesla vzorek, ktery jsem pied
samotnou aplikaci pfefiltrovala ptes mikrobidlni filtr o velikosti p6rti 0,22 um. Tim byly ze
vzorku vychytany vétsi ¢astice (zbytky bunéénych membran atp). Zde jsem k 10 ml vzorku
ptidavala 10 ml roztoku BBA a tento roztok jsem nasledné centrifugovala po dobu 20 minut
pii 100 g. Vtomto kroku dochdzelo k vychytani protilatek na kolonce. Velka cast
ptebytecnych molekul byla tak ze vzorku odmyta. Kolonku jsem pak ndsledné¢ promyla
dvaceti mililitry roztoku BBA, aby mohly byt z kolonky vymyty i zbylé kontaminanty.
Zkumavka s kolonkou byla centrifugovana pti 500 g po dobu péti minut.

K samotnému vymyvani protilatek z kolonky jsem pouzila Elution Buffer B1 (dale
jen EBBI), Elution Buffer B2 (dale jen EBB2) a Neutralization Buffer C (dale jen NBC). Do
spodni ¢asti zkumavky jsem nanesla 0,5 ml NBC, ktery posléze dodal profiltrovanému
roztoku neutralni pH, aby nedoSlo k poSkozeni struktury a funkce protilatek. Na kolonku
jsem nanesla 10 ml EBBI, a takto pfipravenou zkumavku jsem centrifugovala 5 minut pfi
500 g. Timto krokem doslo k vyvazani IgG protilatek z kolonky, a proto byl vzorek uchovan

pro dalsi analyzu.
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V druhém kroku jsem do spodni ¢asti zkumavky napipetovala 1,3 ml NBC, ktery po
ptefiltrovani vzorku plnil stejnou funkci jako v pfedchozim piipadé. Na kolonku jsem
nanesla 10 ml EBB2 a centrifugovala pfi 500 g po dobu 5 minut. Tento vzorek jsem

nasledn¢ koncentrovala (viz nize).
3.2.7. Koncentrovani protilatek

Z divodu nizké koncentrace protilatek v supernatantu bylo nutné protilatky
koncentrovat, aby byly v nasledujicich testech pouzitelné. Koncentrovani probihalo pomoci
ultrafiltrace ptes 10 000 Da filtr, na ktery jsem aplikovala 15 ml vzorku. Pokud bylo vzorku
méné nez 15 ml, byl objem doplnén do 15 ml roztokem PBS. Zkumavky s filtry jsem
centrifugovala celkem tiikrat pti 4000 g po dobu 5 minut. Ubytek vrchniho objemu jsem
mezi jednotlivymi centrifugacemi dopliovala roztokem PBS - celkem ttikrat. Centrifugaci
jsem ukoncila v okamziku, kdy ve filtru ziistal objem 1-1,5 ml supernatantu. Néasledné jsem
uvolnila usazené protilatky na sténach filtru a pfenesla je do 0,5 ml zkumavek po 200 pul

Popsané zkumavky jsem uchovala pro dalsi pouZiti pti 4 °C.
3.2.8. ELISA (Enzyme-linked imunosorbent assay)

Na 96 jamkovy mikrotitra¢ni panel jsem nakoutovala rekombinantni protein, viici
kterému jsem protildtky testovala. Roztok s proteinem mél koncentraci 10pg/ml
v uhli¢itanovém pufru. Na kazdou jamku spadal objem 50 pl. Nakoutované jamky byly
nasledné inkubovany po dobu 24 hodin ve vlhké komirce pfi teploté 4 °C.

Po ukonceni doby inkubace jsem panel vysuSila poklepem na filtracni papir a
vyblokovala nespecifické vazby blokovacim pufrem (5% roztok PTS v PBS), vzdy po 200 ul
na jamku. Jamky s nanesenym blokovacim pufrem jsem ve vlhké komurce ulozila k inkubaci

pti 37 °C po dobu 45 minut. Po ukonceni inkubace jsem jamky promyla roztokem PBS-T.

Po promyti jsem aplikovala testované vzorky (supernatanty) s predpokladanou
afinitou k nakoutovanému rekombinantnimu proteinu. Pro vys$i pfesnost hodnoceni
ptitomnosti protildtek ve vzorku jsem kazdy vzorek v tadku roziedila dvojkovou fadou
v roztoku PBS. Pro vyvarovani se kontaminaci vzorkl jsem aplikaci primarnich protilatek
provadéna ve sterilnim boxu. Jamky s nanesenymi vzorky jsem inkubovala po dobu

45 minut pfti teploté 37 °C. Po ukonceni inkubace jsem jamky promyla roztokem PBS-T.

K oznafeni primarnich protilatek jsem pouzila sekundarni anti-mysi protilatku
znacenou peroxidazou (Sigma), fedénou v 2% roztoku PTS v PBS v poméru 1:1000. Do

kazdé jamky jsem takto pfipraveny roztok s protilatkou aplikovala po 100 pl objemu. Jamky
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s nanesenymi sekundarnimi protildtkami jsem inkubovala po dobu 45 minut pii teploté 37°C.

Po ukonceni doby inkubace jsem jamky promyla roztokem PBS-T.

Nésledné jsem vyvolala enzymatickou reakci pomoci 100 pl substratového roztoku.

Ten jsem nechala piisobit 10 minut, poté jsem reakci zastavila pomoci 100 pl 2M H,SOs.

Intenzitu zbarveni jsem zméftila pomoci spektrofotometru (Synergy H1, BioTek) pti

vlnové délce 490 nm.
3.2.9. Stanoveni titra protilatek

Abych pro budouci pokusy mohla aplikovat co nejmensi mnozstvi protilatek, které
ale bude stale efektivni, stanovila jsem u kazd¢ vyrobené monoklonélni protilatky jeji vlastni
titr, neboli takové mmnozstvi protilatky, které odpovida dvojnasobné hodnoté absorbance
métené pii vinové délce 490 nm piitazené kontroly (2% PTS v PBS). Hodnota stanoveného

titru mi udava, kolikrat mohu protilatku natedit pted jeji vlastni aplikaci.

Samotny titr protilatek jsem stanovila metodou ELISA, kdy jsem postupovala jako
v protokolu ELISA s rozdilem aplikace primarnich monoklonalnich protilatek. Pro kazdy
klon protilatky jsem nakoutovala 12 jamek mikrotitraéniho panelu, plus dal§ich 12 jamek
slouzicich jako duplikace. Do prvnich jamek jsem aplikovala vzdy pfisluSnou
100x nafedénou protilatku, kterd byla do dalSich jamek rozfedéna dvojkovou tfadou. Po
vyhodnoceni celého testu a stanoveni konecnych absorbanci jsem hodnoty porovnala
s kontrolou 2% PTS v PBS, kdy hodnota stanoveného titru se rovnala dvojnadsobku mefené

kontroly.
3.2.10. Ziskavani organu a slin klist’at

Sliny jsem ziskavala z nasatych samic kliStéte Ixodes ricinus. Klistata sila na

krélicich po dobu az 7 dnt.

Kralikiim byla pomoci strojku na holeni vyholena srst (cca 5x5 cm) z bo¢ni strany
kiizové oblasti. Na zkracenou srst byly upevnény molitanové krouzky, na které byla z jedné
poloviny pfilepena sitka. Vzniklym otvorem byla nasledn¢ aplikovana klistata, samci i1
samice. Pak byla sitka ptilepena Gplné. Klistata byla kralikim odejmuta v konkrétni den

sani, nejdéle vSak sedmy den. Sliny byly kliSt'atim odebirany nasledujicim postupem:

Klistata jsem ogistila v 70% etanolu a osugila filtraénim papirem. Cista klistata
jsem pfilepila oboustrannou lepici paskou na podlozni sklicko tak, aby byla ptilepend pouze
zadni ¢ast téla a hypostom byl plné pfistupny manipulaci. Na hypostom jsem pod binolupou

nasazovala kazdému klistéti sklenénou kapilaru (10 pl). Kapilaru jsem upevnila do kulicky
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plastické hmoty na druhou stranu podlozniho sklicka. Na S§titek (scutum) kazdého klistéte
jsem aplikovala 2 pl 5% pilokarpinu. Pilokarpin drazdi klisté, které nasledné zacne
produkovat vice slin. KliStata s nasazenymi kapilarami jsem ulozila do inkubatoru (37 °C)
na dobu 3 hodin. V prib¢hu inkubace jsem kliStata dvakrat zkontrolovala, zda-li kapilary
v priabéhu procesu ziistaly spravné pripevnéné. Po ukonceni doby kultivace jsem kazdému
klistéti odebrala kapilaru a ziskané sliny jsem odebrala pomoci balonku do 1,5 ml
zkumavky. Po ukonceni byla klistata pted likvidaci usmrcena 0,5% roztoku persterilu.

Zkumavku se ziskanymi slinami jsem popsala a ulozila do mraziciho boxu (-70 °C).

Z klistat jsem vypreparovala stieva (midgut), ovaria (OVA) a slinné zlazy (salivary
gland, SG). Klisté jsem upevnila na podlozni sklicko pomoci oboustranné lepici pasky.
Chirurgickymi nizkami jsem klist€ horizontdlné rozstfihla po obvodu tak, abych se
vyvarovala poskozeni samotnych orgéanii. Na ,,oteviené* klist¢ jsem aplikovala 20 pl roztoku
PBS. Organy tak byly lépe viditelné a mohla jsem s nimi sndze manipulovat. Po odkryti
stiev uprostied téla jsem vypreparovala ovaria, poté stieva, a nakonec slinné zlazy, které se
nachdzely v hlavové ¢asti klistéte. Jednotlivé organy z klistat, v mém piipade ze tfi, jsem
odebrala do 1,5 ml popsanych zkumavek s roztokem PBS. Organy ve zkumavce jsem pak
jedny po druhém mechanicky rozdrtila pomoci plastového pistu. Vzniklou suspenzi jsem pak
dale vice rozmélnila pomoci ultrazvuku (sonikace). Hotové vzorky jsem ulozila do

mraziciho boxu (-70 °C).

3.2.11. Stanoveni koncentrace proteint v slinach a organech

klist'at pomoci BCA Protein Assay

Ke stanoveni koncentrace proteinii ve svych vzorcich, jsem vyuzila komeréné

dostupny Pierce BCA Protein Assay Kit.

Princip této metody je nasledujici: Dle koncentrace ptitomnych peptidickych vazeb
proteinli v roztoku dochazi k redukci méd'natych iontl na méd’né. Koncentrace méd'nych
iontl je tak pfimo imérnd koncentraci pfitomnych proteini. Na jednu molekulu méd’ného
iontu jsou dale navazany dvé molekuly bicinchonické kyseliny (bicinchoniic acid) za vzniku
barevného produktu. Nésledné jsem zméfila miru absorbance svétla o vinové délce 562 nm.
Z danych hodnot jsem sestavila kalibra¢ni pfimku a k dané hodnoté pfifadila dle manudlu
ptislusnou koncentraci (viz. Tabulka XII). Dand koncentrace kazdého BCA vzorku pak

odpovidala konkrétni hodnoté absorbance svétla méfené pii vinové délce 562 nm.
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Tabulka XII: Priprava kalibraéni fady pomoci albuminového standardu, dle protokolu

priloZeného v Pierce BCA Protein Assay Kit

9bj,el,n Objem vzorku a Konecnd
Roztok fediciho BSA [ul] koncentrace
roztoku [pl] BSA [ug/ml]
A 0 300 vzorku 2000
B 125 375 vzorku 1500
C 325 325 vzorku 1000
D 175 175 roztoku A 750
E 325 325 roztoku C 500
F 325 325 roztoku E 250
G 325 325 roztoku F 125
H 400 100 roztoku G 25
| 400 0 0

Na zéklad¢ vySe uvedeného fedéni a odpovidajicich naméfenych absorbanci jsem
vytvoftila kalibra¢ni kiivku (viz. Obr.: 8). Z té jsem dosazenim hodnoty x (absorbance mého
vzorku) vypocitala hodnotu y, tedy koncentraci daného vzorku. Koncentraci jsem stanovila

pro vSechny mnou pfipravené organové suspenze (viz. Tabulka XVI).

3.2.12. Detekce proteini S8K a IRS-2 v slinach a organech

klist'at pomoci monoklonalnich protilatek metodou ELISA

Na dno jamek mikrotitratniho panelu (COSTAR, 96 jamek) jsem nakoutovala
suspenzi klistécich organd, ovarii (OVA), slinnych zlaz (SG) a stiev (MQG) a slin (Saliva), o
pozadované koncentraci (c) 10 pg/ml, 30 pg/ml a 100 pg/ml od kazdé tkéané. Celkem byla
tato kombinace nakoutovana ttikrat z divodu pouziti tfi riznych predem stanovenych titrii

(T) kazdé protilatky, viz. Tabulka XIII.

Tabulka XIII: Schématické znizornéni 96 jamkového panelu pro test riiznych titri protilatek
na rizné koncentrace nakoutovanych proteini organovych suspenzi klistécich vajecnika

(OVA), stirev (MG), slinnych Zlaz (SG), a slin (Saliva)

Titr | T=100 | T=500 | T=1000 | T=100 | T=500 | T=1000 | T=100 | T=500 | T=1000
c 10 pg/ml 30 pg/ml 100 pg/ml
- 1 2 3 4 5 6 7 8 9
A OVA | OVA | OVA | OVA | OVA | OVA | OVA | OVA OVA
B MG MG MG MG MG MG MG MG MG
C SG SG SG SG SG SG SG SG SG
D Saliva | Saliva | Saliva | Saliva | Saliva | Saliva | Saliva | Saliva | Saliva
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3.2.13. Western blot (imunoblot)

V prvnim kroku jsou proteiny elektroforeticky separovany pomoci SDS-PAGE, kdy
jsou zkoumané proteiny rozdéleny ve stejnomérném elektrickém poli na zdkladé¢ své
molekulové hmotnosti. Elektroforetické pole je tvofeno polyakrylamidovym gelem
s pridavkem dodecylsiranu sodného (SDS). Vyhodou polyakrylamidového gelu je predevsim
jeho inertnost vuc¢i pfitomnym proteinim a termostabilita. Pfitomnosti aniontového
detergentu SDS jsou vyrovnany naboje na separovanych proteinech, ¢imz je zvySena

pravdépodobnost spravné separace bez vlivu naboje daného proteinu.
Priprava gelti pro SDS-PAGE separaci

Gel se stava ze dvou typt gelli — separacni a zaostfovaci. Zaostiovaci gel, umistény
na horni ¢asti gelu slouzi jako prosttedi, kde dochazi ke koncentraci proteinii pfed samotnou
separaci v prostfedi separacniho gelu. Separacni gel slouzi k samotné separaci proteinil
v elektrickém poli (ma vyssi hustotu).

Tabulka XIV: Pfiprava separa¢niho a zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE elektroforézu

Separacni gel Objem [ml] Zaostfovaci gel Objem [ml]
40% acylakrylamid 3,75 40% acylakryl amid 0,49

4x SDS pH 8,8 3,75 4x SDS pH 6,8 1,25

H20 7,5 H20 3,2

10% APS 0,06 10% APS 0,03
TEMED 0,012 TEMED 0,006

Dle Tabulky XIV jsem 24 hodin pfed samotnou separaci piipravila
2 polyakrylamidové gely. Pfipraveny roztok pro separacni gel jsem aplikovala mezi skla
v sestavené aparatuie a prevrstvila jej 1,5 ml isobutylalkoholu. Takto pfipraveny separacni
gel jsem nechala ztuhnout po dobu 60 minut.Po ztuhnuti separacni gelu jsem isobutylalkohol
odstranila filtraénim papirem, odmyla zbylé kapky deioniozovanou vodou a pomoci
filtracniho papiru odsala i zbylou tekutinu. Na ztuhly separacni gel jsem nanesla pfipraveny

zaostiovaci gel.

Ptipraveny zaosttovaci gel, dle Tabulky XIV, jsem nanesla po 2 ml na kazdy z geld,
s opatrnosti vlozila hfebinky do gelu a nechala ztuhnout po dobu 60 minut. Ztuhlé gely jsem

ulozila do vlhkych ubrouski a nechala je ulozené 24 hodin pfi teploté 4 °C.
SDS-PAGE

Druhého dne jsem ptipravené gely ocistila od piebyte€ného polyakrylamidu a
odstranila skli¢ko na stran¢ bilé¢ destiCky (gel je tak plné pfistupny elektrickému proudu) a

upevnila jej do elektroforetické vaniCky. Z vnitini strany piipevnéného sklicka jsem
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aplikovala elektroforeticky pufr tak, aby byly hiebinky ponofeny. Poté jsem hiebinky
vyjmula a doplnila potfebné mnozstvi ELFO pufru do jamek vzniklych po hiebinku. Teprve

poté jsem nanasela marker a pfipravené vzorky, viz dale.

Pro kazdy klon testované protilatky jsem ptipravila 1 vzorek tkdn€ izolované ze
stiev klistéte, 1 vzorek slinnych zlaz klistéte a 1 vzorek ovarii. Celkem jsem testovala 2
klony protilatek proti S8K a jeden klon proti IRS-2. Vzorky, nandSené do jamek gelu,
obsahovaly dané mnozstvi proteinii ze tkani klistat (viz Tabulka XV), 5 pg/ul
kompetentniho rekombinantniho proteinu a 5 pl 4x Laemmli Sample Loading Buffer (Bio-
Rad laboratories) slouziciho k obarveni vzorkl a usnadnéni aplikace do jednotlivych jamek
gelu. Divodem piidavku rekombinantniho proteinu byl ptfedpoklad lepSiho navazéani
testované protilatky na ptenesené proteiny na membrance. Koncentrace proteint obsazenych
ve tkanich orgénti kliStat pouzité pro pfipravu vzorku k elektroforetické separaci jsou

vypsany v Tabulce XV.

Tabulka XV: Koncentrace proteinii uZzité pro pripravu vzorki pro elektroforézu

Orgén Koncentrace proteinu  Aplikované mnoZzstvi Koncentrace aplikov.
[ng/nl] vzorkii na jamku [pl] proteinu [pg/pl]

Ovaria 246,08 15 8,62

Slinné zlazy 537,48 15 8,13

Streva 573,63 15 23,00

Z diivodu pozadované denaturace byly vzorky ptfed samotnou aplikaci ulozeny po
dobu 3 minut k inkubaci pti 95 °C. Do prvni jamky jsem nanesla 3,5 pl markeru (Sigma), do
nasledujicich jamek jsem aplikovala 20 pl vzorku a aparaturu zapojila k elektrickému zdroji.
Separace proteintl probihala ve stejnosmérném elektrickém poli pfi nastavenych hodnotach

80 mA, 250 V, 150 W, s tim, Ze v aparatufe byly zapojeny dva gely.
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Blotting

Gely srozdélenymi proteiny byly ndsledné pfipravené pro ,pieblotovani® tedy
pfeneseni proteinii na nitrocelulozovou membranku. K pieblotovani jsem pouzila blotter

V20-SDB Semi-Dry Blotters (SCIE-PLAS).

Na spodni Cast blotteru jsem navrstvila 3 vrstvy filtracniho papiru, které jsem
navlh¢ila 1x fedénym transferovym pufrem. Zpod filtracniho papiru jsem odstranila vzniklé
bubliny a polozila pfedem aktivovanou nitrocelulozovou membranu v methanolu (Sigma).
Na membranku jsem vlozila gel srozdélenymi proteiny a gel pfikryla tfemi vrstvami
filtracniho papiru, navlhéeném v transfer pufru. Celou soupravu jsem piekryla svrchnim
dilem blotteru, v mém ptipadé zapornou elektrodou. Proteiny tedy migrovaly shora dola ke
kladné elektrodé, a byly zachytdvany na membrance. Samotné pieblotovani jsem nastavila

na 2,5 hodiny, abych méla jistotu pfeneseni vSech ptitomnych proteint v gelu.

Membranku s pfeblotovanymi proteiny jsem pied navazanim primarnich protilatek
promyla roztokem TBS s 0,1% Tweenem a nechala je po dobu 2 hodin vysycovat v roztoku

5% odtuénéného mléka v TBS s 0,1% Tweenem pfi teploté 24 °C.
Aplikace primarnich protilatek

Mnozstvi aplikovanych primarnich protilatek jsem urcila na zékladé jejich
stanoven¢ho titru (Kapitola 4.2. Stanoveni titru protilatek). Urcené mnozstvi primarni

protilatky jsem rozmichala v 5% roztoku suseného mléka v 10x TBS s 1% Tweenem.

Membranku obsahujici konkrétni proteiny jsem spolecné s ptipravenym roztokem
obsahujici primarni protilatku zatavila do igelitového pytlicku. Proteiny spolecné s primarni
protilatkou jsem nechala inkubovat pfti teploté 4 °C po dobu 12 hodin. Inkubace probihala na
rotatoru Sunflower Mini-shaker (BioSan). Diilezité bylo uloZzeni membranek pfenesenymi

proteiny vzhuru, aby byla sniZzena pravdépodobnost vzniku nezadoucich artefakti.

Po wukonceni inkubace jsem membranky celkem dvakrat promyla v roztoku
10x TBS + 0,1% Tween. Nésledné tfeti promyvani probihalo 15 minut pfi teploté 24 °C.

Nésledné jsem membranky promyla stejnym zpiisobem jesté 2x po péti minutach.
Aplikace sekundarnich protilatek

Sekundarni protilatky jsem natedila v 5% roztoku mléka v TBS s 0,1% Tweenem
vpoméru 1:1000 a membranky jsem spole¢né se sekundarnimi protildtkami nechala

inkubovat 45 minut pfi teploté 24 °C.
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Po ukonceni inkubace jsem membranku promyla 3x po pétiminutovych intervalech

v 0,1% roztoku TBS s Tweenem.
Detekce proteinu

Pro detekci proteinti s protilatkami byly pouzity detekéni roztoky A a B (Western
Bright Quantum, Advansta) v poméru 1:1. Smés detekénich roztokl jsem nechala plisobit na
membranky po dobu 1 minuty. Nasledn¢ jsem membranky s proteiny lehce osusila a vlozila
na folii umisténou v detekénim pftistroji (Alliance 47, Uvitec Cambridge). Nasledné jsem

zméfila chemiluminescenci navazanych protilatek v riznych casovych intervalech.

3.2.14. Detekce proteint ve tkanich Ixodes ricinus pomoci

monoklonalnich protilatek

K detekci proteinii ve tkanich klistéte jsem vyuzila metody ELISA a Western blot,
kdy misto rekombinantniho proteinu byly vyuzity sonifikované tkané wvnitfnich organt
Ixodes ricinus (stfeva, slinné Zlazy, vajeniky). Do jamek mikrotitraéniho panelu jsem
nakoutovala 10 pg daného proteinu u enzymatické imunodetekce (ELISA) a
5 pg proteinu do jamek elektroforetického gelu v ramci metody Western blot. Obé metody
jsou podrobnéji popsany v kapitolach 3.2.8 a 3.2.13. Jako primarni protildtku jsem pouzila
mnou vyrobené monoklonalni protilatky. Sekundarni protilatkou byla komeréné vyrabéna

antimy$i IgG polyklonalni protilatka znacené peroxidazou.
3.2.15. Kvantifikace proteint IRS-2 a S8K v organech a slinach
klist'at

Ke kvantifikaci konkrétnich proteinii na membrané jsem vyuzila pocitatovy
program Image J, ktery je schopny vygenerovat zastoupeni dané¢ho proteinu v jednotlivych

organech na zéklad¢ §ife prouzki vizualizovanych na membrané pfi metodé Western blot.
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4.Vysledky

4.1. Vyhodnoceni produkce monoklonalnich protilatek
hybridomy a jednotlivymi bunéénymi klony

Pritomnost protilatek v kultivaénim médiu byla stanovena metodou ELISA. Na
zakladé hodnot naméfenych absorbanci jsem vyhodnotila miru produkce protilatek. Jamky
s naméfenou absorbanci pohybujici se nad hodnotou 1,5 AU jsem stanovila jako dostatecné

produkujici a pfislusné médium s buitkami vyuzila k dalsi praci.
4.2. Stanoveni titru protilatek

Titr protilaitek udadva co nejmensi koncentraci protilatky potfebné pro detekci
proteinli. Hodnotu titru protilatek jsem stanovila na zdkladé metody ELISA. Danou
protilatku jsem natedila dvojkovou fadou a vysledné naméfené hodnoty porovnala
s negativni kontrolou 2% PTS v PBS. Hodnoty titru protilatky odpovidaly dvakrat vy$$im

hodnotam oproti negativni kontrole.

4.2.1. Vysledky stanoveni titru dvou vyrobenych protilatek Anti-
G16

Na obrazku 2 jsou graficky zndzornéné namétené hodnoty (ELISA, 490 nm) vcetné

vyznacené vyse ur¢encho titru protilatky Anti-G16 3G1H4.

Stanoveny titr protilatky Anti-G16 3G1H4
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Redéni protilatky

Obrazek 2: Grafické znazornéni hodnot naméienych absorbanci (ELISA, 490 nm) odpovidajici
mife Fedéni protilitky Anti-G16 3G1H4 s vyznacenou hodnotou stanoveného titru protilatky
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Na zakladé porovndni naméfenych hodnot absorbanci kultivaéniho média s negativni
kontrolou (2% PTS v PBS) jsem titr protilatky Anti-G16 3G1H4 stanovila na hodnotu 16.
Toto ziedéni by v budouci praci vyzadovalo pouziti vy$Siho objemu protilatky, nez jsem
méla k dispozici (v fadu mililitri), proto byl tento klon G16 pfi pouziti v detekci proteinil
vynechan.

Podobnym hodnotdm odpovidal i druhy G16 klon Anti-G16 3G1F2, jehoZ vysledné

hodnoty jsou znazornéné na Obrazku 3.

Stanoveny titr protilatky Anti-G16 3G1F2
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Obriazek 3: Zavislost miry ziedéni protilitky Anti-G16 3G1F2 na naméienych hodnotach
absorbance ABS média obsahujiciho protilatky Anti-G16 3G1F2 pti vinové délce 490 nm
vcetné vyznacené hodnoty stanoveného titru Ab

Tento titr jsem stanovila totoznym zplsobem jako v prvnim piipadé. Titr
s hodnotou 16 obsahoval nizké mnozstvi protilatek, proto byl odlozen pro dalsi praci

(detekce proteinti v organech a slinach klistéte).

Zadny z ptipravenych klonii Anti-G16 nebyl vyuzit k detekci &i kvantifikaci

rekombinantnich proteinil ¢i proteinti v orgénech a slinach klist’at.
4.2.2. Vysledky stanoveni titra pripravenych protilatek Anti-IRS-2

Naésledujici dva grafy znazorniuji hodnoty naméfenych absorbanci kultivacnich médii

obsahujicich protilatky Anti-IRS-2 3G10F2 a Anti-IRS-2 8B10F11.

Na Obrazku 4 jsou graficky znazornéné hodnoty mnozstvi protilatky vyprodukované
klonem Anti-IRS-2 s pracovnim oznacenim 3G10F2 provedené v duplikaci dané¢ho klonu.
Na zakladé porovnani hodnot s negativni kontrolou slozenou z 2% PTS v PBS byla

stanovena hodnota titru protilatky, totozné jako u klon G16. Ta je vyznacend barevné.
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Stanoveny titr protiladtky Anti-IRS-2 3G10F2
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Obrazek 4: Hodnoty naméiené absorbance (ELISA) kultivacniho média Anti-IRS-2 3G10F2
ku mife fedéni piisluSné aplikované protilatky

Dle porovnani hodnoty absorbanci s negativni kontrolou (2% PTS v PBS) jsem
stanovila titr protilditky na hodnotu 25600. V tomto titru byla dale protilatka vyuzivana pii
kontrolnich pribéznych testech (ELISA), kdy jsem ovétovala funkci protilatek. Za tcely
detekce a kvantifikace proteinit v organech a slindch klistat byla aplikovana protilatka o

titrech 100, 500 a 1000.

Protilatka Anti-IRS-2 3G10F2 byla dale vyuzita k detekci rekombinantnich proteind 1
proteini pritomnych ve slindch a tkéanich klistéte obecného. Vysledky stanoveného titru

protilatky Anti-IRS-2 8B10F11 je zndzornény niZze na Obrazku 5.
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Stanoveny titr protilatky Anti-IRS2 8B10F11
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Obrazek 5: Hodnoty naméiené absorbance (ELISA) kultiva¢niho média Anti-IRS-2 8B10F11
ku mife fedéni piisluSné aplikované protilatky

Na zikladé¢ naméfenych hodnot jsem stanovila vysi titru protilatky na 800,
v zavislosti na porovnani s negativni kontrolou jako v ptedchozich ptipadech. Takové fedéni
protilatky by vyzadovalo v praxi pouziti velkého objemu pfisluSné protilatky, proto
protilatka byla pro budouci pokusy vynechéna.
4.2.3. Vysledky stanoveni titru dvou vyrobenych protilatek Anti-
S8K

Naésledujici obrazky znazornuji grafické zpracovani dat namétenych hodnot

absorbanci v zavislosti na fedéni protilatky Anti-S8K 1C10G6 a Anti-S8K 8G11H6.

Na Obréazku 6 jsou zietelné hodnoty namétenych absorbanci v zavislosti na fedéni

pouzité protilatky Anti-S8K 1C10G6. Protilatka byla v linii fedéna dvojkovou fadou.

37



Stanoveny titr protilatky Anti-S8K 1C10G6
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Obrazek 6: Hodnoty naméiené absorbance (ELISA) kultivacniho média Anti-S8K 1C10G6 ku
mife Fedéni prislu$né aplikované protilatky

Titr protilatky Anti-S8K 1C10G6 jsem stanovila na hodnotu 51200. Titr protilatky
byl dostatecné vysoky, proto jsem ji vyuzila dale pro detekci a kvantifikaci S8K proteinil
rekombinantnich i pfitomnych v organech a slinach klistéte obecného.

Na obrazku 7 jsou graficky zndzornéné namétené¢ hodnoty absorbanci (ELISA,
490 nm) vypovidajici o mnoZstvi navazanych protilatek Anti-S8K 8 G11H6 na 0,5 pg/jamku
S8K rekombinantniho proteinu. Protilaitka byla aplikovana o fedéni 1:1000, v dalSich
jamkéch byla fedéna dvojkovou fadou. Pokus probihal v duplikaci, ktera je v grafu zahrnuta
v ramci smérodatnych odchylek. Ciselna hodnota titru byla stanovena na zakladé porovnani

s hodnotou negativni kontroly 2% PTS v PBS, tedy totoznym zplisobem jako u klont G16.
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Stanoveny titr protilatky Anti-S8K 8G11H6
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Obrazek 7: Hodnoty naméiené absorbance (ELISA) kultiva¢niho média Anti-S8K 8 G11H6 ku
mife Fedéni prislu$né aplikované protilatky

Prestoze v pokusech provadénych v celém procesu piipravy protilaitek byly
protilatky v médiu ptitomny, v zavé€recnych pokusech se hodnoty namétenych absorbanci
pohybovaly okolo hodnoty 0,05. Nizkd hodnota znacila moznou degradaci protilatek
v médiu v pribéhu jejiho skladovani nebo ztrity béhem precisténi a koncentrovani. Tato
protilatka nebyla déale vyuzita k detekci a kvantifikaci S§K proteinti rekombinantnich i

ptitomnych v orgédnech a slindch kliStéte obecného.

4.3. Stanoveni koncentrace proteinti v organech a slinach
kliStat pomoci BCA protein assay kit

Na zéklad¢é protokolu, viz Tabulka XII, pouziti Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo scientific) jsem sestavila kalibra¢ni fadu o znamé koncentraci bovinniho albuminu.
Dle ziskanych hodnot jsem sestavila kalibra¢ni ptimku a vygenerovala rovnici regrese (Viz.

Obr. 5).
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Obriazek 8: Zavislost koncentrace albuminu na absorbanci svétla pri vinové délce 562 nm

Po dosazeni hodnoty absorbance smési proteint (y) do rovnice regrese, jsem ziskala

vysledné koncentrace proteinli v jednotlivych tkdnich organti a slindch klistéte obecného.

Tyto hodnoty jsou zapsany v tabulce spole¢né s hodnotami koncentrace proteint, kterd byla

nanasSena do jamek polyakrylamilazového gelu pti metodé western blot (viz. Tabulka XVI).

Tabulka XVI: Vysledné hodnoty koncentraci jednotlivych vzorki organu a slin kliStéte

obecného.
Celkova Aplikované Celkové mnoZstvi aplikov.

Organ Asg koncentrace mnoZzstvi vzorkii  proteinu na jamku [pg]
proteini (ug/ml)  na jamku [pl]

MG 7D 0,746 573,63 15 8,62

Slin zl. 4D 0,708 537,48 15 8,13

Ovaria (7D) 2,258 246,08 15 23,00

Saliva (6-7D) 0,932 750,22 15 11.25

Tyto organy byly dale vyuzity pro detekci a kvantifikaci proteinti pomoci

monoklondlnich protildtek metodou Western blot.

Nejvétsi koncentrace proteinil byla stanovena ve slinach u 6-7 dennich Ixodes

ricinus.
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4.4. Detekce IRS-2 a S8K proteinu v klistécich tkanich a
slinach pomoci pfripravenych monoklonalnich protilatek
Anti-IRS-2 a Anti-S8K

Ke zjisténi citlivosti protilatek vii¢i danym proteinim S8K a IRS-2 byly protilatky
testovany ve tiech riiznych titrech (100, 500, 1000). Kazdy titr byl tak soucasné otestovan i
pro tfi urené koncentrace proteinu (10 pg/ml, 30 pg/ml, 100 pg/ml). Absorbance byla

méfena pii 490 nm.

Naésledujici grafy znazoriuji vazbu protilatky aplikované v riznych titrech na rtizné
koncentrace nakoutovaného rekombinantniho proteinu S8K a IRS-2 v jamkéch

mikrotitracniho panelu.

44.1. Anti-IRS-2 3G10F2
Za ucelem zjisténi jaké mnozstvi protilatky je nejvhodnéjsi pro detekci proteint
v organech a slinach klist’at, byl proveden test, kdy na 3 rizné koncentrace nakoutovanych

proteint (10, 30, 100 pg) byly aplikovéany 3 rizné titry protilatek (100, 500, 1000).

Na Obréazcich 9 az 11 jsou zobrazeny vysledné hodnoty absorbanci (ELISA,
490nm) ziskané pti aplikaci riizného titru pfipravené monoklonalni protilatky Anti-IRS-2

3G10F2 na ur¢enou koncentraci proteinu.

Detekce IRS 2 ve tkanich a slinach klistéte
obecného
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Ocl10t100 BOc30t100 @c100t100

Obriazek 9: Aplikace protilatky Anti-IRS-2 3G102F2 o titru (t) 100 na 3 ruzné koncentrace (c)
proteini (10, 30, 100) ve stfevech (MG), slinnych zZlazach (SG), vaje¢nicich (OVA) a slinach (S)
klistéte obecného.
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Jelikoz bylo aplikovano stejné mnozstvi protilatky na rizné koncentrace proteint,
ocekavala jsem stoupani hodnot absorbance v danych méfenich jako je zietelné zde
v ptipad¢ vaje¢nikit (OVA). U zbylych testovanych organt a slin jsem zaznamenala niz§i

hodnotu absorbance pfi testu se 100 pg/ml proteinti oproti testu s 30 pg/ml.

Detekce IRS 2 ve tkanich a slinach klistéte
obecného
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Obriazek 10: Zavislost miry absorbance (ELISA, 490 nm) naméiené pii aplikaci protilatky
Anti-IRS-2 3G10F2 o titru (t) 500 na koncentraci (c) 10, 30, 100 pg proteinu IRS-2 obsaZeného
ve stifevech (MG), slinnych Zlazach (SG), vaje¢nicich (OVA) a slinach (S) kliStéte obecného.

V ptipadé stiev se hodnoty pohybuji na hranici negativni kontroly, proto je mozné,
ze ve vzorku nebyl dostatek méfen¢ho antigenu. Ve tfetim piipad¢, aplikace protilatky o titru
500 na 100 pg/ml proteinil, opét dosSlo k nedostatecnému navazani protilatky na antigen

z diivodu malého obsahu antigeni ve vzorku.
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Detekce IRS 2 ve tkanich a slinach klistéte
obecného
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Obriazek 11: Aplikace 2000 titru protilitky Anti-IRS-2 3G10F2 na stoupajici koncentraci (10,
30, 100) IRS-2 proteinu ve stievech (MG), slinnych Zlazach (SG), vaje¢nicich (OVA) a slinach
(S) Klistéte obecného

Aplikace protilatky Anti-IRS-2 3G10F2 o titru 2000 se na zaklad¢ ziskanych
vysledki zdala byt dostatecnd. S vyjimkou vajecnikii se meéfené hodnoty pohybuji na spodni
hranici detekovatelnosti. V takovych vzorcich bylo zifejmé obsazeno pfili§ malé mnozstvi

detekovanych proteind.
44.2. Anti-IRS-2 8B10F11

Pii opétovném testovani druhd pfipravend protilaitka proti IRS-2 proteinu
Anti-IRS-2 8B10F11 neprojevovala pozadovanou aktivitu, proto byla pro dalsi ucely

testovani odlozena.
4.4.3. Anti-S8K 8G11H6

Totoznym zpiisobem jako u ptedchoziho pokusu Anti-IRS-2 byly testovany
protilatky Anti-S8K. Na Obrazcich 12 az 14 jsou zobrazeny naméfené hodnoty absorbanci
(ELISA, 490 nm) vyjadiujici mnozstvi navazanych protildtek na piislusSné S8K proteiny
pfitomné v organech a slindch klistat. Na povrch desticky mikrotitraéniho panelu bylo
nakoutovano 10, 30 a 100 pg/ml proteinu. Protilatku jsem aplikovala o nizkych titrech (2, 4,
16) z divodu predpokladané nizs$i GCinnosti protilatky. Pouziti nizs$iho titru protilatky

znamena nutnost aplikovat vy$§i mnozstvi protilatky.
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Detekce S8K ve tkanich a slinach klistéte obecného
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Obriazek 12: Zavislost miry absorbance (ELISA, 490 nm) naméiené pii aplikaci protilatky
Anti-S8K 8GI11H6 o titru 2 (t2) na 10, 30, 100 pg (c10, ¢30, c100) proteinu S8K obsaZeného ve
stievech (MG), slinnych Zlazach (SG), vaje¢nicich (OVA) a slinach (S) klistéte obecného

Detekce S8K ve tkanich a slinach klistéte obecného
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Obriazek 13: Zavislost miry absorbance (ELISA, 490 nm) naméiené pii aplikaci protilatky
Anti-S8K 8G11H6 o titru (t) 4 na koncentraci (c) 10, 30, 100 pg proteinu S8K obsaZeného ve
stievech (MG), slinnych Zlazach (SG), vaje¢nicich (OVA) a slinach (S) klistéte obecného

Vyrazné vysokd hodnota namétené absorbance u vajecniki (OVA) v ptipadé

¢ = 30 ug/ml proteinii mohla byt zptisobena chybou v pipetovani.
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Detekce S8K ve tkanich a slinach klistéte
obecného
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Obriazek 14: Zavislost miry absorbance (ELISA, 490 nm) naméiené pii aplikaci protilatky
Anti-S8K 8G11H6 o titru (t) 16 na koncentraci (c) 10, 30, 100 pg S8K proteinu obsaZeného ve
stievech (MG), slinnych Zlazach (SG), vaje¢nicich (OVA) a slinach (S) klistéte obecného

44.4. Anti-S8K 1C10G6

Vysledky detekce S8K proteinu v organech a slinach kliStat jsou zobrazeny na
obrazcich nize. Detekce proteinu o koncentracich 10, 30 a 100 pg/ml byla provedena pomoci
protilatky Anti-S8K 1C10G6 v rliznych titrech.

Naésledujici obrazky 15 az 17 zobrazuji naméfené vysledné hodnoty absorbanci
(ELISA, 490 nm) v zavislosti na organech a slinach klistéte obecného, ve kterych byla

ptitomnost proteinu S8K testovana.

Detekce S8&K ve tkanich a slinach klistéte

obecného

0,25 -
2 02
o
S 0,15 o
(@)}
N
7 0,1 4

0 . . .
MG SG OVA s

Testované organy a sliny klistéte
Oc10t100 @c30t100 [@c100t100

Obriazek 15: Zavislost miry absorbance (ELISA, 490 nm) naméiené pii aplikaci protilatky
Anti-S8K 1C10G6 o titru (t) 100 na koncentraci (¢) S8K proteinu 10, 30, 100 pg obsaZeného ve
stievech (MG), slinnych Zlazach (SG), vaje¢nicich (OVA) a slinach (S) klistéte obecného
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Totoznym zplsobem byla protilatka Anti-S8K 1C10G6 testovana na tii rizné

koncentrace proteinil organt a slin klist'at o aplikovaném titru 500 (viz. Obréazek 16).

Detekce S8K ve tkanich a slinach klistéte
obecného

0,1 1
’g 0,08 -
S 0,06 -
=~ 0,04 A

< 0,02 1

MG SG OVA s
Testované organy a sliny klistéte
DOc10t500 DOc30t500 @c100t500
Obriazek 16: Zavislost miry absorbance (ELISA, 490 nm) naméiené pii aplikaci protilatky

Anti-S8K 1C10G6 o titru (t) 500 na koncentraci (¢) S8K proteinu 10, 30, 100 pg obsaZeného ve
stievech (MG), slinnych Zlazach (SG), vaje¢nicich (OVA) a slinach (S) klistéte obecného

Dle vyslednych hodnot absorbance se pro uZiti protilatky Anti-S8K 1C10G6 pfi
testech zda byt nejvhodné;jsi titr 500.

Detekce S8K ve tkanich a slinach klistéte obecného

0,14 -

0,12 +

MG SG OVA S
Testované organy a sliny klistéte

Oc10t2000 Oc30t2000 @c100t2000

Obriazek 17: Zavislost miry absorbance (ELISA, 490 nm) naméiené pii aplikaci protilatky
Anti-S8K 1C10G6 o titru (t) 2000 na koncentraci (c) S8K proteinu 10, 30, 100 pg obsaZeného ve
stievech (MG), slinnych Zlazach (SG), vaje¢nicich (OVA) a slinach (S) klistéte obecného
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V ptipadé c30t2000 a c100t2000 se hodnoty pohybovaly témét u hranice negativni
kontroly (0,04), proto je mozné, ze v téchto vzorcich nebyl dostatek detekovatelného

proteinu.

4.5. Dukaz pritomnosti IRS-2 a S8K proteinl ve slinach a
organovych suspenzich klistéte obecného metodou
Western blot pomoci pripravenych monoklonalnich

protilatek

Dle Tabulky XVI (str. 40) bylo do jamek polyakryamidového gelu nanaSeno 15 pl
organové suspenze, tedy 8,62 pg proteinll organové suspenze ze stiev; 8,13 pg proteind
organové suspenze ze slinnych Zzlaz; 23 pg proteinl organové suspenze z vajecnikil a
11,25 pg proteinit ze slin kliStéte obecného. V piipadé rekombinantniho proteinu byl do
jamek polyakrylamidového gelu nanaSen 1lpg rekombinantniho proteinu, na ktery byly

posléze aplikovany 4 rGzné vyse titri primarnich protilatek.

4.5.1. Detekce rekombinantniho proteinu [IRS-2 pomoci
monoklonalni protilatky Anti-IRS-2 3G10F2

Do jamek piipravené¢ho polyakrylamidového gelu jsem nanesla 1g rekombinantniho
proteinu IRS-2. Na stejné mnozstvi rekonbinantniho proteinu jsem poté nanasSela primarni

protilatku Anti-IRS-2 3G10F2 o riznych titrech: T1=500, T2=1000, T3=2000, T4=4000.

Na Obrazku 18 je Sipkou vyznaceny detekovany protein IRS-2.
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Obrizek 18: Detekce stejného mnoZstvi rekombinantniho proteinu pomoci riznych titri
pripravené monoklonalni protiliatky Ant#i-IRS-2 3G10F2.

Z obrazku je mozné zvazit miru schopnosti protilatky vézat se k pfisluSnému
proteinu. Dle ocekdvani mira signdlu klesala sniz§im titrem aplikované protilatky.
Monoklonalni protilatku Anti-IRS-2 3G10F2 jsem zhodnotila jako dostate¢né specifickou a

pro detekci vyhovujici.

4.5.2. Detekce proteinti IRS-2 ve slinach a organovych
suspenzich klistéte obecného

Jako primarni protilatku jsem vyuzila pfipravenou monoklondlni protilatku Anti-
IRS-2 3G10F2 o titru 1000. K detekci vyuzitd sekundarni protilatka byla aplikovana v fedéni
1:2000 (antimouse-IgG, PER-X). Do jamek SDS-PAGE gelu jsem aplikovala 15 pl
organové suspenze, tedy 8,62 pg proteinli organové suspenze ze stiev; 8,13 pg proteind
organové suspenze ze slinnych Zzlaz; 23 pg proteinl organové suspenze z vajecnikil a

11,25 pg proteinti ze slin kliStéte obecného.
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Obrazek 19: Detekce proteinu IRS-2 v Kklistécich stfevech (MG), slinnych Zlaziach (SG),
vaje¢nicich (OVA) a slinach (Saliva) za uziti primarni protilatky Anti-IRS-2 3G10F2.

Protein IRS-2 byl uspéSné detekovan ve slinnych zldzach a ve slinach kliStéte
obecného. Ve stfevech a vajecnicich zadny signal nebyl detekovan.
4.5.3. Detekce rekombinantniho proteinu S8K pomoci
monoklonalni protilatky Anti-S8K 8G11H6
Obdobné jako v pfedchozim ptipadé jsem do jamek polyakrylamidového gelu
nanesla 1 g rekombinantniho proteinu. Na membranky s pfeblotovanymi proteiny jsem poté
nanaSela Ctyfi rtzné titry primdrni protilatky: T1=500, T2=1000, T3=2000, T4=4000.
Aplikovana sekundarni protilatka (IgG antimouse) byla fedéna v poméru 1:2000.
Vysledek aplikace riznych titrti protilatek, které byly aplikované na stejné mnoZzstvi

rekombinantniho proteinu je zobrazeny na Obrazku 20.
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Obriazek 20: Detekce stejného mnoZstvi rekombinantniho proteinu pomoci riznych titri
pripravené monoklonalni protilatky Anti-S8K 8G11H6

Dle ptedpokladu méfeny signdl s niz§im uZzitym titrem aplikované protilatky klesal.
4.5.4. Detekce proteint S8K obsazenych ve slinach a organovych
suspenzi klistéte obecného
Do jamek SDS-PAGE gelu jsem aplikovala 15 pl organové suspenze, tedy 8,62 pg
proteind orgdnové suspenze ze stiev; 8,13 pg proteini organové suspenze ze slinnych z14z;
23 ng proteinti organové suspenze z vajecnikli a 11,25 pg proteinii ze slin klistéte obecného.

Vizualizace probihala pomoci primarni protilatky (Anti-S8K 8G11H6) aplikované o titru
1000 a sekundarni protilatky [IgG antimouse (made in horse)] pouzité v fedéni 1:2000.

Na Obrazku 21 je vyslednd fotka detekce proteinu S8K v organech a slinach klistat
monoklondlni protilatkou Anti-S8K 8G11H6.
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Obrazek 21: Detekce proteinu S8K v KkliStécich stifevech (MG), slinnych Zlazach (SG),
vajecnicich (OVA) a sliniach (Saliva) pomoci pfipravenych monoklonalnich protilitek Anti-
S8K 8G11H6, vyuzitych jako primarni protilitky, vizualizované pomoci sekundarnich anti-
mySich protilatek IgG znacenych peroxidizou

S8K proteiny byly v nejvyssi mife detekovany ve slinach, vaje¢nikach a slinnych

zlazach klistéte obecného. Ve stieve klistéte nikoli.

Vysoky signal v ptipadé slin klistéte je pravdépodobné artefakt. Pii opakovaném
pokusu byl S8K protein detekovan ve slinach v nékolikandsobné mensim mnozstvi (Viz.
Obrazek 22)

SG4 SG7 MG4 MG7 OVA Sliny

I
) gm0

Obrazek 22: Duplikace detekce proteinu S8K v Kklistécich stfevech (MG), slinnych Zlazach
(SG), vajecnicich (OVA) a slinaich pomoci pfipravené monoklonilni protilitky Anti-S8K
8G11H6, vyuzité jake primarni protilatku, vizualizované pomoci sekundarnich anti-mysich
protilatek IgG znacenych peroxidizou (Lieskovska, 2017)
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4.6. Kvantifikace proteini IRS-2 a S8K v organech a
slinach klistéte pomoci pocitacového programu
Image J

Pomoci pocitacového programu Image J jsem provedla analyzu obrazki membran a
stanovila relativni pfitomnost proteinu IRS-2 a S8K ve slinach klistéte a tkanich jeho organt.
Za ptedpokladu stejného mnozstvi proteini v jamkach polyakrylamidového gelu je mozné
pomoci Image J vygenerovat piimé¢ poméry mnozstvi pfitomnych proteinii detekovanych na
membrané. OvSem v tomto piipadé byla pouzita riiznd mnoZzstvi proteinii s ohledem na
nutnost pouziti vyzadované¢ho objemu. Proto vygenerované hodnoty byly dale na zakladé
pomérti optimalizovany. Udané poméry mnozstvi pfitomnych proteinii jsou zapsany v

Tabulce XVII.

4.6.1. Stanoveni mnozstvi IRS-2 proteint ve slinach a organovych
suspenzi klistéte obecného

V Tabulce XVII jsou zapsany testované organy kliStéte obecného na pritomny

IRS-2 protein, realné aplikované mnozstvi proteind, vygenerované poméry mnoZzstvi

proteinli v pfitomnych organech stanovené pomoci Image J a optimalizované hodnoty na

zaklad¢ redlné aplikované mnozstvi proteinii do jamek polyakryamidového gelu (Western
blot).
Tabulka XVII: Aplikované mnoZstvi celkovych proteini pritomnych ve slinich a organech

klistéte obecného vcetné predpokladaného podilu pfitomnosti proteinu IRS-2 a normalizované
hodnoty mnoZstvi IRS-2 proteinu.

Organ Aplikovana Vygenerované Normalizované
mnozstvi proteini  poméry Image J hodnoty na
[ng] mnozstvi proteint
MG (7D) 8,62 12109.18 12839,01
Slin. z1. (7D) 8,13 10840.13 10840,13
Ovaria (7D) 23,00 1657.49 4689,09
Saliva (6-7D)  11.25 40740.46 56375,17

V porovnani s duplikaci viz. Obrazek 22.

Dle detekce pomoci Western blotu a pocitacové analyzy obrazu programem Image J
obsahovala nejméné proteinu IRS-2 ovaria klistéte obecného, dale pak slinné Zlazy, stieva a

nejvice IRS-2 obsahovaly sliny.
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4.6.2. Stanoveni mnozstvi S8K proteinil v organech a slinach
kliStéte

Stejnym postupem jako v predchozim piipad¢ jsem stanovila i pomér zastoupeni

proteinu S8K ve slinach a organovych suspenzich kliStéte obecného. V Tabulce XVIII jsou

zapsany vysledné hodnoty vygenerované programem Image J a mnoZstvi aplikovaného

proteinu do polyakrylamildzového gelu v rdmci metody Western blot.

Tabulka XVIII: Zastoupeni S8K proteinii ve slinidch a organech a klistéte obecného.

Organ Aplikované Vygenerované poméry Optimalizované hodnoty
mnozstvi proteini  Image J na mnozstvi proteint
[ng]
MG (7D) 8,62 315.09 344,08
Slin. zI. (7D) 8,13 996.28 996,28
Ovaria (7D) 23,00 6483.10 18340,87
Saliva (6-7D) 11.25 131744.00 182302,58
Saliva duplikace 8 4120.548 4054,12

Bez ohledu na mnou naméfenou hodnotu zastoupeni S8K proteinu ve slinach (ktera
byla nejspise artefaktem), bylo nejvyssi zastoupeni S8K proteinu naméteno ve vajecnikach,

méné ve slinnych zlazach a nejméné ve stievech.

Na Obrazku 23 je zndzornéné zastoupeni proteinii IRS-2 a S8K v jednotlivych

slinach a organovych suspenzich klistéte obecného.

Zastoupeni S8K a IRS 2 proteinti v organech a
slinach klistéte obecného
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Obriazek 23: Porovnani zastoupeni proteinii IRS-2 a S8K pritomnych ve smési proteini
obsazenych v klistécich stievech (MG), slinnych zZlazach (SG), vajecnicich (OVA) a slinach (S)
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IRS-2 protein byl detekovan ve slindch a organovych suspenzich 7- dennich klistat
obecnych ve vétsi mife nez S8K. Oba serpiny byly detekovany ve vSech tkanich i slinach
klistéte obecného. Udaj ohledné pFitomnosti S8K ve slinach je pouze orientacni, jelikoz byl

provadén v ramci oddéleného pokusu na jiném gelu a s odliSnym biologickym materidlem.
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5. Diskuse

V dnes$ni dob& je ptiprava monoklondlnich protilatek na urovni, kdy vznik
hybridomti probihd bez vétsich komplikaci a fada monoklonalnich protilatek je jiz vyrabéna
komer¢né (Davies, 2008). Jeden z vyznamii monoklonalnich protilatek ve vyzkumu klist’at
se tykd tendence ovlivnit obrané imunomodula¢ni mechanismy klistéte a omezit tak jeho
sani a reprodukci (Rodriguez, 2015). Dale jsou monoklonélni protilatky pouzivany v ramci
imunologickych metod (ELISA, Western blot), jako tomu bylo i v této praci. V takovych
ptipadech jsou pomoci monoklonalnich protildtek detekovany specifické proteiny, u kterych
mize byt naddle pomoci MADbs studovana jejich struktura a funkce. Detekce pomoci
monoklondlnich protildtek byla vyuzita naptiklad i u viru hepatitidy C (Touni, 2017).
V dnesni dobé je na zaklad¢é schopnosti imunomodulace zkouméana celd fada serpintl a stale

jsou identifikovany nové typy u nejriiznéjSich druht klist’at.

Detekce serpinil ve slindch pomoci polyklondlniho séra byla uspésné provedena i u
IRIS serpinu detekovaného u klistéte Ixodes ricinus (Leboule, 2002; Prevot, 2007). V této
studii probihala detekce serpinu pomoci polyklonalnich protilatek vyrobenych imunizaci
rekombinantniho proteinu na mySich a byla mnou uspéSné¢ ovéfena. Vyhodou
monoklondlnich protilatek oproti polyklondlnim je jejich zvySena citlivost vazby
k antigenim (Yakes, 2016). Tato skutecnost byla prokazdna naptikladu ELISA testu i

v ramci potravinovych analyz (Yakes, 2016).

Pomoci monoklonélnich protildtek jsem detekovala 2 serpiny v organech a
slinach klistéte obecného. Protilatky vsak mohou v Case degradovat, a to z divodu Spatnych
podminek pfi uchovavani. Podstatnymi faktory jsou teplota a pH. Protilatky se béhem mé
manipulace pohybovaly v riznych teplotnich rozhranich, které mohly zplsobit narusSeni
vazeb v jejich struktufe. Chemickou nestabilitu protilatek prokazal i Jack Zheng ve své studii
vlivu okolnich podminek na humanizovanou monoklonalni protilatku LA298 (Zheng, 2006).
Pti prabéznych testech (ELISA), kde jsem ovéiovala funkci protilatek, jsem ziskdvala stale
mensi signal, aniz by bylo s protilatkami jakkoli manipulovano (zména teploty, atp.). Znam
je mi pouze divod ztraty jednoho z G16 klont, u kterého doslo ke ztraté vzorku béhem
koncentrovavani kvili poskozenému filtru. Jednu z moznosti ztraty protilatek predstavuje i
adheze protilatek ke stén¢ zkumavky, ve které byly uchovavany. OvSem i pii dikladném
promichani vortexem pfed samotnym pouzitim se zvySeny obsah protilatek v pokusu

neprojevil.

DalSim diivodem ziskdni malého mnozstvi protilatek vici cystatinu G16 je moznost
omezené schopnosti hybridomi G16 produkovat pfislusné protilatky. Zvazovala jsem i
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moznost, zda mohl byt cystatin G16 dostatecné imunogenicitni. OvSem pfi testovani mysSich
sér pred samotnou hybridizaci (ELISA), byly naméfeny dostate¢né¢ vysoké hodnoty
absorbanci a séra byla tak vyhodnocena jako pozitivni na pfitomné protilatky. Snizujici se
produkce monoklondlnich protilatek byla tedy zptsobena snizujici se schopnosti hybridomt
produkovat protilatky. BohuZel z ¢asovych divodi jsem tuto skutecnost dale neovétovala.
Dal$im diivodem vytazeni G16 klonl z testovani byl jejich nizky titr protilatek, ktery by
znamenal nutnost uziti velkého mnozstvi séra (v fadu ml). Proto jsem zaméftila svou

pozornost na serpiny.

U serpinil byla ovéfena dobra schopnost imunogenicity (Yan, 2016). I diky této
vlastnosti mohou byt proti serpintim klistéte vyrabény ockovaci vakciny (Mulenga, 2001).
Imunogenicita v reakci na serpiny, které jsou pfitomné ve slindch klistat, byla kromé
1. ricinus zaznamenana i u dalSich druhl, naptiklad Amblyomma americanum, Ixodes
scapularis a Rhipicephalus sanguineus (Tirloni, 2016). Usp&$na produkce protilatek na
modelech mysi byla zaznamendna i v reakci na hlista Schistosoma japonicum, kde by takové

protilatky mohly byt v budoucnu pouzity v protiparazitalni 1é¢bé (Yan, 2016).

Serpiny jsou nejvice studované inhibitory protedz, které byly detekovany nejen u
klistat, ale také u zvitat, rostlin, bakterii archei a poxvird. (Irving, 2002; Law, 2006). Geny
kédujici serpiny jsou charakteristické pro dany druh. Ptikladem, u Drosophila melanogaster
bylo nalezeno az 13 000 genl pusobicich v expresi serpinit a u Caenorhabditis elegans
(Had’atko obecné) az 20 000 (Silverman, 2001). U kliStat byla exprese fady serpini
lokalizovéna ve slinnych zlazach i ve slindch, v€etné mnou testované¢ho serpinu IRS-2 u
Ixodes ricinus, jehoz ptitomnost jsem zde prokazala. Ve slinnych zldzach klistéte obecného
jsou inhibitory proteaz exprimovany ihned po pfisati kliStéte, pfiCemz nejvyssi exprese
IRS-2 serpinu byla pozorovana ve slinach klistat 6. den sani (Chmelat, 2011). Tomuto stadiu
odpovidala i mnou testovand kliStata. Tento vysledek tedy mlze byt povazovan za
relevantni. IRS-2 serpin byl dale jiz detekovan i ve stfevech a vajeCnikach (Palenikova,
2015). Tyto vysledky byly potvrzeny i vramci mych pokust, kdy IRS-2 serpin byl

lokalizovan ve vSech tkanich stejné jako SS8K.

Ohledné¢ S8K nebyly publikovany oficidlni publikace, proto jeho vyskyt nemohu
potvrdit na zékladé jinych praci. Vramci mého pokusu byl naméfen vysoky
chmiluminescenéni signdl metodou Western blot ve slindch kliStéte. V porovnani
s duplikaci, provedenou doktorkou Lieskovskou, jsem usoudila, Ze se jednd o artefakt. U
duplikace nebyl protein S8K ve slindch klistéte obecného v takové mitfe potvrzen. Metodou
Western blot byla ve stfevech klistéte detekovano niz§i mnozstvi proteinu S8K nez pii

ELISA testu. V tomto ptipad¢ je vysledek zavisly na druhu uzité metody, kdy ELISA je
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mnohem citlivéj$i. Mnou studovany serpin S8K z kliStéte obecného byl detekovan ve vSech
tkanich 1 slindch klistéte obecného. Ve srovnani mého vysledku testu Western blot
s duplikaci je jasné, ze S8K je pfitomny ve stievech klistéte obecného. Rozdilné vysledky
jsou spojeny s uzitim jiného biologického materidlu. Na zdkladé mého pokusu neni zietelna
ptitomnost S8K ve stfevech klistéte obecného na vizualizované membrance. Nicméné jeho
ptitomnost byla prokazéana pii pozdé€jsi duplikaci doktorkou Lieskovskou. Serpin S8K byl
tedy detekovany ve vSech méfenych organech a slindch dospélych samic I ricinus po
7-dennim sani. O rozmisténi serpinu S8K v jednotlivych orgénech kliStat nebyly dodnes
vydany oficidlni publikace. Distribuce serpintl zalezi na druhu serpinu i jedinci. Ve stfevech,
ovariich a slinnych Zlazach byly detekovany serpiny RmS-3, RmS-6, RmS-15 R. microplus
(Tirloni, 2014) a AamS6 A. americanum (Porter, 2016). Serpin AAS19 byl detekovany
pouze ve slinnych zlazach a sttevech 4. americanum (Porter, 2016), stejné jako IxscS-1E1 a
cystatin Sialostatin L2 u Ixodes scapularis (Ibelli, 2014; Kotsyfakis, 2006). U vySe
zminénych serpint byla prokazana schopnost ovlivnit funkci enzymu, které jsou nedilnou
soucasti krevniho srazeni. Ovliviiuji agregaci trombocytl i sraZeni krevni plasmy. Inhibuji
enzymatické funkce katepsinu G, elastazy, chymazy (RmS-3, AamS6), plasminu, papainu
(AamS6), aktivovaného koagula¢niho faktoru Xa, trypsinu, chymotripsinu, (RmS-6,
AAS19), trombinu (RmS-15), katepsinu G 1 chymdzy (IxscS-1E1) (Mulenga, 2013; Ibelli,
2014; Tirolni, 2014; Kim, 2015; Porter, 2016). U serpinu IRS-2 byla doposud prokazana
schopnost snizovat zanétlivou reakci, produkovat IL-6 dendritickymi buiikami a blokovat
agregaci trombocytii. U serpinu S8K je princip imunomodulace doposud nezndmy. Ovsem

z hlediska jeho vyskytu ve tkanich mizeme o téchto vlastnostech uvazovat.

Testované sliny obsahovaly vy$§i mnozstvi serpinlii nez samotné slinné zlazy, ve
kterych by mély byt exprimovéany. Dlivodem, pro¢ byla namétena vyssi koncentrace IRS-2
proteinu ve slindch klistéte nez v jeho slinnych zlazach, mohl byt fakt, ze sliny byly
odebirany od velkého mnozstvi klist’at, zatim co slinné Zlazy byly preparované pouze ze

dvou jedinct. Déle slinné zlazy byly pti homogenizaci fedény v cca 300 pl PSB pufru.

U detekce S8K i IRS-2 inhibitori protedz pomoci monoklonalnich protilatek
metodou ELISA byly pozorovany ptipady, kdy s rostouci koncentraci proteinu a rostouci
vys$i uzitého titru, byla naméfena nizsi vysledna absorbance, piestoze po teoretické strance
byl ofekéavan nariist — vySsi koncentrace proteind, vice pfitomné protilatky, vySsi nartst.
Naptiklad na obrazku 7, kde byla aplikovana protilatka Anti-IRS-2 3G10F2 o titru 100 na
3 rtzné koncentrace proteinli je mozné pozorovat nepifedpokladanou snizenou hodnotu
emitované¢ho signdlu u koncentrace proteinii o vysi 30 ul/ml. Pfedpokladam, ze v tomto

ptipadé¢ pouzity titr protilatky obsahoval malé mnoZzstvi protilatek.
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6. Zaver

Podafilo se vyrobit funkéni monoklonalni protilatky proti jednomu cystatinu G16 a
dvéma serpinim IRS-2 a S8K. Vici vSem tfem zkoumanym proteinim byly pfipraveny dva
klony (celkem tedy 6 protilatek), které jsou schopné produkce monoklonalnich protilatek,

¢imz byl splnény prvni cil préace.

Na zaklad€ stanovenych titrti byly vybrany dvé nejsilnéjsi protilatky Anti-IRS-2
3G10F2 a Anti-S8K 8G11H6, pomoci kterych byla ovétena pritomnost S8K i1 IRS-2 serpinil

ve slinach a tkanich klistéte obecného. Tim byl splnén druhy cil préce.

Anti-IRS-2 3G10F2 a Anti-S8K 8G11H6 byly posléze uzity k detekci IRS-2 a S§K
proteinli v organech a slinach klistéte obecného 1 metodou Western blot. Na zakladé
vysledkl bylo pomoci Image J uréeno zastoupeni serpinil v jednotlivych orgénech a slinach
klistéte obecného. Protein IRS-2 byl v nejvétsi mife zaznamendn ve slinach, méné ve
sttevech a slinnych zlazdch a nejméné v ovariich. Na druhou stranu S8K byl nejvice
detekovéan v ovariich, méné ve slindch, slinnych zlazach a nejméné ve sttevech. Detekci a
pomérnou kvantifikaci proteinii ve slindch a orgénech klistéte obecného pomoci metody

Western blot byl splnén i tfeti cil prace.
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7.Seznam pouzitych zkratek

APS

Balb/c

BBA

BCA

DMSO

EBB1

EBB2

ELFO

ELISA

HAT

HT

MG

NBC

OVA

PBS

PBS-T

PEG

RPMI

SDS

SG

TEMED

Ammonium persulfate

Typ bilych mysi

Binding buffer A

Bicinchoninic acid
Dimethylsulfoxid

Elution binding buffer 1

Elution binding buffer 2
Elektroforéza/ticky

Enzyme linked imunosorbent assay
Histamine and thimidine
Hypoxantin-Thymidin

Midgut; stfeva

Neutralization

Ovaria; vajecniky

Phosphate Buffered Saline; fosfatovy pufr
Phosphate Buffered Saline + Tween
polyethylenglykol

Roswell Park Memorial Institute; zakladni
médium

Saliva; sliny

Dodecisiran sodny

Saliva gland; slinné zlazy
Titr

Tetramethylethylenediamine
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