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Polyklonalni protilatky pro detekci specifickych antigent
nadorovych bunék

Souhrn

Cilem diplomové prace bylo ovétit moznost piipravy polyklonalnich protilatek ve slepi¢ich

vejcich, jejich izolaci z vaje¢ného zloutku a nasledné otestovani v diagnostickém testu.

Vyhoda polyklonalnich protilatek oproti monoklonalnim spocivéa v jednodussi a méné nakladné
ptipravé. Polyklondlni protilatky se pfipravuji imunizaci zvifat vybranym antigenem, pro

imunizaci se nejvice vyuziva kralik a mysi, v mensi mife jsou vyuZzivéana i dalsi zvifata.

Pro ptipravu slepicich polyklonalnich protilatek byl pouzit slepi¢i model chovany na pracovisti
Ustavu molekularni genetiky v Koléi, do imunizace byly zatazeny roéni slepice v plné snasce.
Slepice byly imunizovany vybranymi antigeny TEAD2 a ETV4. Imunizace probihala ve dvou
meésicnich cyklech a po té vzdy nasledoval sbér vajec a odbér krve na sérum. Vrchol tvorby
protilatek je asi ¢tvrty den od posledni imunizace a od toho se také odvijel sbér vajec a odbér

krve na sérum.

Krevni séra byla otestovana na ptitomnost protilatek pomoci imunocytochemie, ale tento test
pfitomnost protilatek nepotvrdil, coZ mohlo byt dano strukturou sér, kdy se krev na séra hiire

sraZela a obsahovala velké mnozstvi lipida.

Izolace protilatek IgY zvaje€ného Zloutku byla provedena precipitaci pomoci
polyethylenglykolu PEG 6000, izolované protilatky byly otestovany metodou Western blot, kde
se specificky projevila jedna protilatka TEAD6065, kterd detekovala i endogenni expresi
proteinu v bunkach. Ostatni protilatky detekovaly protein pouze v bunkach, kde byl nadmérné
exprimovan. Nejdualezitéjsi pro potvrzeni specifity protilatek bylo jejich otestovani pomoci
imunohistochemie na parafinovych histologickych fezech. Na histologickych fezech se
specificky potvrdila opét protilatka TEAD6065, ostatni protilatky vykazovaly nespecifické
barveni bunék. Protilatka TEAD6065 v obou testech potvrdila svou specifitu proti antigenu
TEAD2.

Klicova slova: kuteci polyklonalni protilatky, specifické antigeny, nadorové bunky



Polyclonal antibodies to detect specific antigens of tumor cells

Summary

The aim of the thesis was to evaluate the possibility of preparing polyclonal antibodies in

chicken eggs, their isolation from the egg yolk and subsequent testing in a diagnostic test.

The advantage compared to polyclonal antibodies, monoclonal involves simpler and less
expensive to prepare. Polyclonal antibodies are prepared by immunizing an animal with a
selected antigen for the immunization of the rabbit and used most mice, to a lesser extent are

used by other animals.

For the preparation of chicken polyclonal antibodies were used chicken behavior model on the
Institute of Molecular Genetics, in Kole¢, were placed in full annual hens lay. Hens were
immunized with the selected antigen TEAD2 and ETV4. Immunization was carried out in two
monthly cycles and then always follow egg collection and the collection of blood serum. The
peak of antibody production is about four days after the last immunization and since it is also

unfolded egg collection and the collection of blood serum.

The sera were tested for the presence of antibodies by immunocytochemistry, but this test
confirmed the presence of antibodies, which could be due to the structure of serum when blood

serum to less clotted and contained a large amount of lipids.

Isolation of 1gY antibodies from egg yolk by precipitation with polyethylene glycol PEG 6000,
an isolated antibody were tested by Western blot, wherein the antibody specifically manifested
one TEADG065 to detect both endogenous protein expression in cells. Other protein antibodies
were detected only in cells where the overexpressed. Most important to confirm the specificity
of the antibody was their testing by immunohistochemistry on paraffin histological sections.
On histological sections specifically confirmed again TEAD6065 antibody, other antibody
showed unspecific staining cells. Antibody TEADG065 both tests confirmed its specificity to
the antigen TEAD2.

Keywords: chicken polyclonal antibodies specific antigens, tumor cells
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1. Uvod

Siroké spektrum nadorovych onemocnéni je v Ceské republice druhé nejéastéjsi piicina umrti.
Casné zachycena nadorova onemocnéni mohou byt usp&sné 1é¢itelna, proto je dileZitd véasna
diagnostika onkologickych onemocnéni a zahajeni jejich 1écby. Stanoveni hladiny nadorovych
antigenu je dilezitou soucasti vySetfovacich metod pro v€asné zachyceni nemoci, stanoveni
diagnozy a pro kontrolu pribéhu nemoci.

Pro stanoveni nadorovych antigeni mohou byt pouzity protilaitky polyklondlni nebo
monoklonalni. Polyklonalni protilatky se pfipravuji imunizaci zvifat, jejich pfiprava oproti
monoklondlnim protildtkdm je jednoduss§i a méné nakladna. Pro pfipravu polyklonalnich
protilatek se pouzivaji nejvice kralici a mysi, pii pozadavku na velké mnozstvi protilatek jsou
pouzivana hospodaiska zvifata, hlavné pifi komerénim vyuziti. Pfiprava slepicich
polyklondlnich protilaitek ma vyhody ve vysoké vytéznosti imunoglobulinii Y z vajecného
Zloutku a také nepiedstavuje pro zvife invazivni zakrok v podobé odbéru krve pro ziskani
protilatek. Vyhoda slepic také spociva ve fylogenetické vzdalenosti od savct, a tudiZ mohou

byt vyhodné pfi ptiprave protilatek proti vysoce konzervovanym savcim proteintim.



2. Cil prace a hypotéza

Primarnim cilem diplomové prace je ovefit moznost piipravy polyklonalnich protilatek proti
vybranym antigentim, imunizaci slepic.

Hypotéza: Vytvotené protilatky jsou uc¢inné v imunohistochemickém diagnostickém testu na

histologickych tkanovych fezech.



3. Literarni reserse

3.1. Uvod do imunitniho systému

Imunitni systém zajiS§tuje obranu organismu proti cizorodym molekuldm. Zakladni funkci
imunitniho systému je obranyschopnost, autotolerance a imunitni dohled (Penka a kol., 2012).
Imunitni mechanismy Ize rozdélit do dvou zakladnich kategorii, nespecifické (neadaptivni) a
antigenné specifické (adaptivni).

Nespecifické imunitni mechanismy jsou evolu¢né star§i a jsou zaloZzeny na molekulach a
bunkach, které jsou v organismu pfipraveny piedem a jsou obvykle ucinné proti mnoha rtiznym
patogeniim. Nespecifické imunitni mechanismy jsou tvofeny slozkami bunéénymi a
humorélnimi. Bunécné nespecifické slozky jsou reprezentovany fagocytujicimi buiikami a
pfirozené¢ cytotoxickymi bunikami. Humoralni slozky nespecifické imunity tvofi
komplementovy systém, interferony, lektiny a jiné sérové proteiny.

Antigenné specifické mechanismy reaguji na kazdou cizorodou strukturu prostfednictvim
vysoce specifickych molekul a aktivuji se aZ po setkani s danym antigenem. Patii mezi né
mechanismy humoralni, zaloZzené na protilatkdch a mechanismy bunééné zprostiedkovane,
zalozené hlavn€ na T lymfocytech. Charakteristickym rysem téchto reakci je imunologicka
pamét. K uplnému rozvoji specifické imunitni reakce je zapotfebi nékolika dni az tydnt
(Hoftejsi, Bartiinkova a kol., 1998).

Latka schopna vyvolat imunitni reakci je nazyvéna antigen, po chemické strance to jsou
vetSinou proteiny nebo glykoproteiny (proteiny plus cukerna slozka), ale mohou to byt 1 latky
tukové povahy (lipidy, fosfolipidy, glykolipidy) a cukerné (polysacharidy). Jako exoantigen
oznacujeme antigen zevniho ptivodu, nejcastéji to jsou slozky mikroorganismil. Autoantigeny
jsou slozky vlastnich tkani, proti nimz se vyvine imunitni reakce. Malé molekuly, které vyvolaji
imunitni odpovéd’ pouze po vazb¢ na makromolekularni nosic¢ se nazyvaji hapteny (napt. 1éky).
Epitop je mald oblast antigenu, kterd je rozeznavana imunitnimi receptory (Bartlikova a

Paulik, 2011).



3. 1. 2. Specifika ptaciho imunitniho systému

Lymfaticky systém ptaka tvoii primarni lymfatické organy (thymus, Fabriciova burza) a
sekundarni lymfatické organy (slezina, Harderova zlaza, lymfatické uzliny, lymfaticka tkan
zazivaciho traktu — Peyerovy plaky a cekalni tonzily). Systém lymfatickych cév neni u ptaka
tak vyvinut jako u savct. V primarnich lymfatickych organech se diferencuji lymfocyty, které
pak migruji do sekundarnich lymfatickych organd. Fabriciova burza je mistem diferenciace
kmenovych bunék na B-buiiky, zatimco thymus je mistem diferenciace kmenovych bunék na
T-bunky (Schade a kol., 2005).

U kura je thymus uloZen ve ventralni krajing€ kréni ve formé lalo¢natych atvart. Laloky se déli
na sekundérni lalicky. Lalticky thymu jsou tvofeny tmavsi kiirou na povrchu a svétlejsi dieni
uprostied. Thymus roste od vylihnuti asi az do 12-17. tydne véku a po dosazeni pohlavni
dospélosti, tj. u kura piiblizné mezi 20-24. tydnem, involuje. V thymu se nachazeji lymfocyty
Vv rizném stupni zrani a diferenciace a stromalni buiky (dendritické buiky, fibroblasty,
epitelialni bunky), (Ciriaco a kol., 2003).

Fabriciova burza je zvlastni orgdn vyskytujici se u ptakd, ktery poskytuje mikroprostiedi pro
zrani a diferenciaci B-lymfocytli, zaind se objevovat asi Ctvrty den embryogeneze jako
vychlipenina membrany kloaky. Sklad4 se z n¢kolika vchlipenych krypt funkéné uspotaddanych
do vacki. Fabriciova burza je béhem embryondlniho vyvoje kolonizovéna relativné malym
mnozstvim prekurzori B-bunék, které vznikly v intraembryondlnim mezenchymu a které
prosly produktivnim pfeskupenim zarodeénych genl pro imunoglobuliny, u téchto bunék
nastane proliferani expanze. B-buiiky, které maji neproduktivni uspofadani gent 1ze nalézt
v mezenchymalni tkdni burzy, tyto buiikky nemigruji do lymfatickych folikulG uvniti burzy.
Pocate¢ni kolonizace folikuli burzy pfedstavuje zasadni a ¢asny kontrolni bod ve vyvoji B-

lymfocyti (Ratcliffe, 2002; Ciriaco a kol., 2003).

3. 2. Buiiky imunitniho systému a jejich diferenciace.

Vyvoj imunitnich bun€k je fizen transkripcnimi faktory, jsou to proteiny, které vazbou na
regulacni sekvence DNA ovliviiuji u eukaryotni buiiky piepis genetické informace z DNA do
RNA. Kromé transkripénich faktorii fidicich provozni geny existuji i specidlni transkripcni

faktory, které jsou indukované pii diferenciaci riznych bunéénych typt. V organismu je asi 200



typl bun€k vznikajicich diferenciaci v genovém vyjadreni a fada z nich je v imunitnim systému
(Toman a kol., 2009).

Podstatnou ¢ast imunitniho systému tvofi razné druhy leukocyt. VSechny druhy leukocyta
pochazeji z pluripotentnich kmenovych bunék pfitomnych v kKostni dieni. Dv¢ zakladni linie
vznikajici z kmenovych bunék jsou linie myeloidni a lymfoidni. Z myeloidni linie vznikaji
monocyty, granulocyty mezi které patii neutrofily, eozinofily a bazofily, dale tato vyvojova
fada zahrnuje dendritické buiiky (Hotejsi, Bartiiikova a kol., 1998). U ptakt jsou ekvivalentem
K neutrofilnim granulocytim heterofilni granulocyty (heterofily), (Toman a kol., 2009).
Vsechny druhy myeloidnich bunék tvoti zaklad nespecifické ¢asti imunitniho systému. VétSina
z nich ma schopnost fagocytdzy a jsou producenty cytokint a dal§ich rozpustnych mediatort.
Dendritické buiiky, makrofagy a monocyty piisobi jako butiky prezentujici antigen (APC) pro
lymfocyty (Ferencik a kol., 2011).

Z lymfoidni linie se diferencuji buiiky NK, lymfocyty B a T. Vyvoj B lymfocytd probiha u
savcl v kostni dfeni a dokoncuje se po setkani s antigenem v sekundéarnich lymfatickych
organech (uzliny, sleziny, Peyerovy plaky). Kone¢nym diferenciaénim stadiem B lymfocytl
jsou plazmatické bunky (plazmocyty), které produkuji protilatky (Hotej$i, Bartliikova a kol.,
1998). Periferni lymfaticka tkan je u ptakt, na rozdil od savcii, organizovana spise difuzné,
mizni uzliny u mnoha druhti chybi (Toman a kol., 2009).

Hlavni ¢ast vyvoje T lymfocytd probihd v thymu. Thymus opoustéji dvé hlavni skupiny
fenotypicky odlisitelnych prekurzort, prekurzory pomocnych T buné€k (Th), které maji na svém
povrchu znak CD4 (afinita K MHC II) a prekurzory cytotoxickych T bun¢k (Tc), které na svém
povrchu maji znak CDS8 (afinita k MHC 1), na povrchu vSech lymfocytl T jsou diferenciacni
znaky CD2 a CD3 (obr. 1). Regula¢ni T lymfocyty (Treg), které exprimuji ve velké mite
tlumivé cytokiny interleukin 10 (IL-10) a transformujici ristovy faktor beta (TGF-), sehravaji
dle nejnovéjsich poznatkii vyznamnou roli v protinddorové imunit€¢ a také u raznych
autoimunitnich onemocnéni (Shevach, 2002). Treg jsou skupinou bunék, ktera je schopna
ucinn¢ tlumit imunitni odpovéd’. Jsou to bunky s imunosupresivni aktivitou, kterd patii ke
klicovym mechanismiim zabezpecujicim udrZzeni imunologické tolerance k vlastnim
antigenim. Poruchy jejich aktivity maji za nasledek vznik autoimunitnich a chronickych

zanétlivych procest (Ferencik a kol., 2011).
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Obr. 1. T lymfocyty a jejich vazba k MHC (pievzato a upraveno z Alberts a kol., 2002).

Vedle lymfocytlh B a T tvofi tieti hlavni subpopulaci lymfocyti NK burky, nemaji na svém
povrchu receptor pro antigen ani znak CD3. Ve svych granulich obsahuji dva typy
cytotoxickych latek, perforiny a granzymy. Usmrcuji zejména nddorové bunky a bunky

napadené viry (Hoftejsi, Bartlnkova a kol., 1998, Ferencik a kol., 2011).

3. 3. Molekuly imunitniho systému.

Imunitni systém neni tvofen pouze imunocyty a lymfatickymi organy a tkanémi, ale rovnéz
specifickymi molekulami. Jedna se o specifické receptory pro antigen na povrchu B lymfocyta
(BCR — B-cell receptor) a T lymfocyti (TCR — T-cell receptor), MHC glykoproteiny 1. a Il.
tiidy (major histocompatibility complex) — u lidi oznacované jako HLA molekuly (human

leukocyte antigens), imunoglobuliny (protilatky) a fadu dalSich molekul, napt. cytokiny a jejich



receptory nebo slozky komplementového systému. Tyto molekuly jsou bud’ soucasti bunécné
membrany, nebo jsou riznymi typy bunék secernovany (Hoftejsi, Bartinkova a kol., 1998).

Komplex TCR se sklddd z modulu rozeznavajiciho antigen a z asociovaného komplexu
nékolika proteint, ktery je podstatny pro pienos signalu (obr. 2). Cast komplexu TCR, ktera
vaze antigen je strukturné podobna imunoglobuliniim. TCR obsahuje dvojici polypeptidovych
fetézct a a P (asi 95% T-lymfocyti) nebo y a 8, je spojen do komplexu se znakem CD3, ktery
se sklada z péti polypeptidovych fetézct a je dilezity pro prenos signalu z TCR do nitra bunky.

vazebné misto

I 1
afetézec  HiN NHy . P fetézec

VIt i I' Z v -. ‘I. vl‘
Cu é Cp
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plazmaticka
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Obr. 2. Komplex TCR (pievzato a upraveno z Alberts a kol., 2002).

Komplex BCR se sklddd zvlastniho povrchového imunoglobulinu a asociovanych
signaliza¢nich molekul. Povrchovy imunoglobulin se sklada ze dvou tézkych (H) a dvou
lehkych (L) fetézcl, povrchové imunoglobuliny patii nejcastéji k ttidam IgM a IgD. Signaly
spusténé vazbou antigenu na BCR mohou byt vyrazné zesileny spolupraci BCR s dal§im
povrchovym receptorem B lymfocytl, komplementovym receptorem CR2 (CD21), ktery vaze

degradacni produkt C3dg. Propojeni BCR a CR2 antigennimi ¢asticemi opsonizovanymi
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fragmenty C3dg zfejme lépe aktivuje protein-kinazy spojené s obéma receptory. Aktivované
kindzy pak fosforyluji dals$i cytoplazmatické proteiny, coz vede ke spusténi slozitych
signalizacnich kaskdd. To nakonec spolecné s dalSimi nezbytnymi signaly muze vést ke
zménam transkripce nékterych genii, bunéénému déleni, diferenciaci B bunky na plazmatickou
buiiku a sekreci velkého mnozstvi protilatek (Hotejsi, Bartiiikova a kol., 1998, Ferencik a kol.,
2011).

Hlavni histokompatibilni komplex — MHC (major histocompatibility complex) je imunologicky
vyznamnou oblasti genomu obratlovci. Zahrnuje skupinu gent, které maji riizné funkce. V této
geneticky komplexni oblasti lezi 1 geny, které primarné se zékladni funkci MHC nesouviseji,
mohou i nemusi mit imunitni funkce, proto je vhodné rozd¢lit geny MHC do tfid (Toman a kol.,
2009). MHC byl poprvé objeven u mysi v roce 1930 oznacovan jako H2 komplex, u lidi je
oznacovan jako HLA komplex (Ryan a Cobb, 2012). Klasické tfidy gent MHC I a MHC II
koéduji povrchové proteiny bunék, jejichz hlavni funkei je prezentace antigenu T lymfocytim
coz usnadiuje rozpoznavani vlastnich a cizorodych ¢astic (Obr. 3), (Ferencik a kol., 2011).
Molekuly ttidy MHC I obsahuji jeden transmembranovy polypeptidovy fetézec a kédovany
jedinym genem a snim nekovalentné asociovany P2-mikroglobulin, znichz oba jsou
exprimovany na vSech jadernych bunkéch a prezentuji hlavné endogenni antigeny (pfevazné
virové) CD8" T lymfocytim (Miller a kol., 2015).

Molekuly tfidy MHC II obsahuji dva transmembranové fetézce a a 3, ob& prvni domény a1 a
B1 vytvareji Stérbinu pro vazbu antigenniho peptidu, kazdy fetézec je kodovany samostatnym
genem. Molekuly MHC 11 se za fyziologickych podminek vyskytuji jen na specializovanych
bunkach prezentujicich antigen, jako jsou makrofagy, dendritické buinky, B lymfocyty,
monocyty a hemopoetické prekurzory a prezentuji antigeny odvozené od extraceluldrnich
patogenti (Miller a kol., 2015), ty jsou rozpoznany jen uréitym klonem pomocnych CD4* T
lymfocyti s TCR vézajicim dany epitop. Tyto pomocné lymfocyty pak aktivuji B buiiky pro
tvorbu protilatek (Toman a kol., 2009).
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Obr. 3. Struktura proteint tfidy MHC I a proteint tfidy MHC II (pfevzato a upraveno z Alberts
a kol., 2002).

3. 3. 1. Protilatky

Protilatky se fadi mezi imunoglobuliny. Tvoii se v plazmatickych bunikach, které vznikaji
z lymfocytt B po jejich aktivaci specifickym antigenem navazanym na membranové receptory
(obr. 4), aktivace B-lymfocytt je slozity proces a vyzaduje ucast nékolika typt dalSich bunék,
jako jsou T-pomocné lymfocyty, dendritické buiiky a makrofagy (Ferencik a kol., 2011, Hanly
a kol., 1995). Jako prvni se humoralni imunitni odpovédi obvykle ucastni makrofagy a
dendritické bunky (buiiky prezentujici antigen). V endosomalnim prostoru degraduji protein

antigenu a vzniklé peptidy prezentuji na svém povrchu pomoci molekul MHC 11, dale jsou
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aktivovany Th-lymfocyty (CD4+ T lymfocyty), ty se docasné vazou na bunky prezentujici
antigen pomoci TCR, molekuly CD4 pomahaji rozpoznat proteiny MHC II tfidy, Th-lymfocyty
produkuji cytokiny a dochazi k aktivaci B-lymfocytu a k jejich proliferaci a diferenciaci do
plazmatické bunky (Hanly a kol., 1995).
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Obr. 4. Schéma tvorby protilatek po stimulaci antigenem (pfevzato a upraveno z Alberts a

kol., 2002).

Polypeptidové tetézce, které tvoii molekulu imunoglobulinu, jsou koédovany geny, které se
nedédi jako celé geny, ale dédi se jen jejich segmenty, ty nazyvame subgeny. Subgeny nemohou
sami kodovat funk¢ni polypeptid, ptislusné geny se tvofti jejich spojovanim béhem diferenciace
B-lymfocyti. Kombinaci subgent tak vznikaji vysledné geny, které se navzajem lisi (Rosypal,
1999). Zakladni strukturni jednotka molekuly protilatky se skladd ze ¢tyt polypeptidovych
fetézcli, dvou identickych lehkych (L) fetézcti (kazdy obsahuje asi 220 aminokyselin) a ze dvou
identickych tézkych (H) fetézci (kazdy obsahuje obvykle okolo 440 aminokyselin). Struktura
molekuly je usporadana do tvaru pfipominajici pismeno Y (Obr. 5). Dva tézké fetézce jsou
mezi sebou spojeny disulfidickymi (cystinovymi) mustky a zrovna tak jsou mezi sebou spojeny

tézke a lehké fetézce (Alberts a kol., 2002).
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Obr. 5. Zakladni strukturni jednotka molekuly protilatky (pfevzato a upraveno z Alberts a kol.,
2002).

Tézké a lehké fetézce jsou tvoreny useky, které se nazyvaji domény, kazda doména je tvorena
sekvenci 110 az 120 aminokyselin, lehké fetézce se skladaji ze dvou domén (V-variabilni, Ci-
konstantni) a tézké fetézce ze Ctyt strukturné podobnych domén (VH, CH1, CH2, CH3) u IgG,
IgD, IgA nebo péti domén (VH, CH1, CH2, CH3, CH4) u IgM, IgE. (Alberts a kol., 2002;
Hoftejsi, Bartinkova a kol., 1998).

Lehké fetézce existuji ve dvou typech kappa (k) a lambda (), jsou si velmi podobné, ale nikdy
se v jedné molekule nevyskytuji oba typy najednou, imunoglobulin vzdy obsahuje bud’ dva
fetézce k nebo dva fetézce A, variabilni oblast tvofi asi polovinu fetézce na aminovém konci,

druha polovina je konstantni (Obr. 6), (Alberts a kol., 2002).
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Obr. 6. Schéma lehkého a tézkého fetézce (pievzato a upraveno z Alberts a kol., 2002).



Tézké tetézce jsou v péti znamych typech, které se 1isi strukturou konstantni oblasti. Jsou
oznacovany jako a, v, 9, € a p. Variabilni oblasti tvoii asi 1/4 aminového konce tézkého fetézce
Druha ¢ast molekuly protilatky je konstantni (fragment Fc), podle této ¢asti se rozliSuje pét tiid
imunoglobulint IgG, IgM, IgA, IgD, IgE u savcu a tfi tfidy IgY, IgM a IgA u ptakd. IgM a
IgA Casto tvofi polymerni struktury, IgA tvofi dimery, trimery nebo tetramery a IgM pentamery
(Alberts a kol., 2002).

Na variabilnich doménéch jsou oblasti polypeptidovych fetézcii, kde se ve zvySené mife mohou
vymeénovat jednotlivé aminokyseliny, téchto oblasti je celkem Sest, tii se nachazeji na lehkém
a tfi na t€zkém fetézci, oznacuji se jako hypervariabilni oblasti a predstavuji skute¢né vazebné

misto protilatky (Obr. 7)(Lipman a kol., 2005).

hypervariabilni
oblasti

Obr. 7. Hypervariabilni oblasti (pfevzato a upraveno z Alberts a kol., 2002).

U ptakd je hlavnim imunoglobulinem IgY, ktery je z krevniho séra transferovan pies folikularni
epitel vajecniki a hromadi se ve vajecném Zloutku béhem oogeneze a slouZi jako pasivni
imunitni slozka pro mlad¢, funkéné odpovida savéimu IgG. IgM maé u slepice pentamerni nebo
tetramerni strukturu ¢i smés obou u kachny je nejpravdépodobnéjsi tetramerni struktura (Toman

a kol., 2009).



3. 3. 2. Polyklonalni a monoklonalni protilatky

Vétsina antigend jsou velmi slozité komplexy a predkladaji ¢etné mnozstvi epitopti, které jsou
rozpoznavany velkym poctem lymfocytd. Kazdy lymfocyt je aktivovan k proliferaci a
diferenciaci do plazmatické bunky a vyslednou odpovédi jsou polyklonalni protilatky. Oproti
tomu monoklondlni protilatky jsou protilatky produkované jednim B lymfocytarnim klonem.
Monoklonalni protilaitky byly poprvé rozpozniny v séru u pacientl s mnohocetnym
myelomem, ve kterém klondlni expanze malignich plazmatickych bunék produkuje vysoké
hladiny identické protilatky, coz vede k monoklonélni gamapatii. V poloviné sedmdesatych let
Kohler a Milstein objevili techniku pro generovani monoklonélnich protilatek s pozadovanou
specifitou, za coz jim byla udélena Nobelova cena. Monoklonalni protilatky maji vyhodu ve
vysoké homogenit¢, jsou produkovany ve vétsi koncentraci a Cistoté, ale jejich piiprava je
ovlivni funkci monoklonélnich protilatek. Polyklonélni protilatky maji ¢asto lep$i specifitu,
protoze jsou vytvareny velkym poctem B-lymfocytarnich klond a kazdy generuje protilatky na
specificky epitop (Lipman a kol., 2005). Polyklonalni antiséra odrazi heterogenni populaci
protilatek s rtizné silnou reaktivitou na jednotlivé cilové epitopy. Ptiprava polyklonalnich
protilatek probiha imunizaci zvitat specifickymi antigeny (Crocker a Murray, 2003).

Mira vazebné sily protilatky pro monovalentni epitop se nazyva afinita a je popsana pomoci
afinitni konstanty, pfesnou afinitu lze zjistit jen u monoklondlnich protilatek, protoze jsou
homogenni povahy u polyklonalnich protilatek mizeme silu afinity jen odhadnout. Protilatky
s vysokou afinitou vazi vétsi mnozstvi antigenu s vétsi stabilitou a v krat§im case. Celkovou
vazebnou intenzitu mezi protilatkami a multivalentnim antigenem prezentujicim vice epitopti
urcuje avidita (Lipman a kol., 2005).

Protilatky rozpoznavaji rizné velké epitopy a mohou se na né vazat pomoci n€kterych nebo
vSech Sesti hypervariabilnich oblasti. Vazba epitopu a protilatky je reverzibilni a zavisi na
presné konfiguraci antigen-protilatka i relativné malé zmény ve struktufe antigenu mohou
vyrazné ovlivnit silu interakce. Protoze protilatky rozeznavaji relativné malou cast antigenu,
mohou krossreagovat s epitopy jinych antigent, obvykle ale s mensi afinitou. Tato krossreakce
muze byt uzitenym nastrojem v urcitych oblastech vyzkumu, ale zarovenl mize zplsobovat
komplikace vykazovanim epitopli nezddoucich antigenll. Specifi¢nost protilatky se vztahuje na
jeji schopnost rozpoznat specificky epitop v ptitomnosti dalSich epitopt, protilatka s vysokou
specifitou vykazuje mensi krossreakce s jinymi epitopy (Lipman a kol., 2005). Vazebna afinita

vétsiny protilatek je ovlivnéna konforma¢nimi determinantami a protilatky nemusi vazat stejny
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protein v denaturovaném stavu (Nelson a kol., 1997). Tato charakteristika plati zejména u
monoklonélnich protilatek, které se zamétuji na jeden specificky epitop. Konformace mtize byt
pozménéna riznymi faktory jako je spojeni s jinymi proteiny, teplota, pH, postranslacni
modifikace. Dopad konformacnich zmén je mens$i u polyklonédlnich protilatek, protoze

nemohou ovlivnit v§echny epitopy ve stejné mite (Lipman a kol., 2005).

3. 3. 3. Vyuziti polyklonalnich protilatek

Pasivni imunizace kufecimi protilaitkami proti specifickym antigenim se ukazuje jako
potencidlni alternativa k antibiotické 1é¢be a k prevenci riznych onemocnéni ¢lovéka a zvirat
(Gadde a kol., 2015).

Kufteci protilatky IgY se ukdzaly jako Gi€inna ochrana pfi infekénim priijmu novorozenych telat,
ktery zptsobuji rotaviry skupiny A (RVA). Ordlni podavéani prasku z vajecného Zloutku
Vv prvnich sedmi dnech zivota vyrazné snizilo prib¢h prijmu jeho zdvaznost a vylucovani viru.
Tato profylakticka 1écba by mohla byt vyhodna pro stada dojnic, kde je bovinni RVA velkym
epidemiologickym problémem, vyhodou je moznost podavani 1écebného prostiedku ve forme
prasku z vajecného Zloutku, s nimZ je snadna manipulace a Ize jej uchovavat pti pokojové
teploté 12 — 16 mé&sicu (Vega a kol., 2015). IgY se mohou rovnéz pouzit k 1écbé a prevenci
sttevnich infekénich patogent u dribeze (Gadde a kol., 2015). Vaznym problémem je také
prijem u novorozenych a odstavenych selat, hlavné ve velkych intenzivnich chovech a pfi
piedcasném odstaveni selat. Nejbéznéjsi ptivodce infekéniho prijmu v chovu prasat je
enterotoxigenni Escherichia col. Oralni podavani IgY by mohlo mit profylakticky a
terapeuticky ucinek v chovu prasat proti E. Coli (Lee a kol., 2015)

Generované protilatky IgY se mohou vyuzit v rutinni screeningové analyze rezidui gentamicinu
V potravinach. Gentamicin je aminoglykosidové antibiotikum pouzivané v zivo¢isné vyrobg,

jehoz rezidua v potravinach mohou zpusobovat zdravotni komplikace (He a kol., 2015).
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3. 4. Obratlovci vyuzivani pro pripravu protilatek

Druhova selekce je dulezitym aspektem pfi imunizaci sav¢éimi proteiny, protoze fylogeneticky
vzdalen¢jsi druhy budou 1épe vytvaret protilatky proti vetsi fadé cizich epitopti nez u blizce
piibuznych druhi. Nejcastéji pouzivani savci pro piipravu polyklonalnich protilatek jsou ovce,
kozy a kralik, hlavnim divodem je jejich velikost, dobry pfistup krevniho feciste a vétsi objem
krve pro odbér séra. Z téchto savcl je pro tvorbu protilatek nejcastéji vyuzivan kralik pro
jednoduchost a mensi nakladovost chovu (Lipman a kol., 2005). Jako nesav¢i druh se vyuzivaji
kutata, ktera nabizeji mnoho vyhod. Hlavni vyhoda je fylogeneticky rozdil a snadnd izolace
protilatek IgY z vajecného Zloutku (Gassman a kol. 1990). Obecné plati, Zze pro piipravu
protilatek jsou nejlepsi mladi dospéli jedinci, imunitni funkce zfejmé vrcholi v puberté a pak
postupné s vékem klesa. Pro ptipravu protilatek se zahajuje imunizace u skupin zvitat nejdiive
ve veku, mysi 6 tydnd, potkani 6 — 8 tydni, kralici 3 — 5 mésict, kozy 6 — 7 mésicti, ovee 7 —9

meésict a kurata 16 — 20 tydna (Hanly a kol., 1995).

3. 4. 1. Kralik

vvvvvv

vhodné velikosti, snadné¢ manipulaci se zvifetem a v dobrém piistupu krevnich cév pro odbér
krve, mé vysoky titr protilatek v séru a je relativné dlouhoveéky (Stills, 1994). Pouziva se pro
ptipravu protilatek proti lidskym proteiniim a pro svou odlisnost od hlodavci i proti hlodavéim
proteinim (Hanly a kol., 1995). Nicmén¢ aby byla zajisténa vhodna protilatkova odpoveéd’ je

potieba imunizovat vétsi pocet zvifat (Lipman a kol., 2005).

3. 4. 2. Kure

Kufeci model poskytuje vyraznou vyhodu pfii piipravé savcich polyklonalnich protilatek pro
jejich vyznamny fylogeneticky rozdil, coZ mé za nésledek zvySenou citlivost a sniZzeni pozadi
v imunologickych testech, také je vysoce efektivni z hlediska nékladl pfi ptipravé protilatek
oproti savéim modelim (Larsson a kol., 1993). Snaska byva okolo 300 vajec ro¢n¢€ a 15 ml
objemu Zloutku obsahuje 50 — 100 mg IgY, které mohou obsahovat 2 — 10% specifickych

protilatek, od jedné nosnice se takto da ziskat az 22,5g celkového IgY za rok (Jiang a kol.,
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2016). Shimizu a kol. (1992) uvadéji, ze kuteci IgY vykazuje mensi stabilitu za extrémnich
podminek nez krali¢i IgG, stabilita IgG pfi denaturaci kyselinou byla mnohem vyssi nez u IgY,
coz je zpusobeno rozdily ve struktufe, liSi se v Hv fetézci. Nicméné IgY je ve vejci stabilni
nekolik mésicti a purifikovany IgY lze uchovavat stabilni v chladu za urcitych podminek
nékolik let (Larsson a kol., 1993). Mnozstvi IgY ziskané z tydenniho sbéru vajicek je vyrazné
vyssi (asi desetkrat) nez mnozstvi IgG ziskané za stejné obdobi z krali¢i krve (Gassman a kol.
1990).

Jeho hlavni vyhody jsou pfi pouziti intracelularnich savc€ich proteinti jako antigent, které byvaji
v ramci sav€ich druhti ve svych sekvencich vice konzervovany nez extracelularni proteiny a
protilatkova odpovéd’ je tak vyssi nez u savel a pro ucinnou imunitni odpovéd’ staci pouzit
mensi mnozstvi antigenu nebo v pfipadech kdy dochazi ke krossreaktivité, protoze IgY
nekrossreaguje se sav€imi IgG. Dalsi vyhodou je, Ze IgY nereaguje se savéim revmatoidnim
faktorem. Revmatoidni faktor se vyskytuje zejména u pacientl trpicich revmatoidni artritidou.
Tato autoprotilatka se vaze na savei IgG, a tim mize v testech vyvolavat faleSn€ pozitivni
vysledky. Kufeci protilatky IgY na rozdil od IgG neaktivuji savéi komplementovy systém,

jehoz aktivace vede v testech k fale$né pozitivnim vysledktim (Carlander a kol., 1999).

3.4.3. My3

Mysi jsou Casto vyuzivany pro piipravu monoklonalnich protilatek, pti ptiprave polyklonalnich
protilatek byva ptekazkou jejich mala velikost pro potfebu dostate¢ného mnozstvi séra, aby
bylo ziskdno potfebné mnozstvi polyklonalnich protilatek, proto se u mysi k ziskéani
polyklonalnich protilatek vyuzivaji metody, kdy se ziskavaji z ascitické tekutiny (Hanly a kol.,
1995).

3. 4. 4. Potkani, kie¢ci, morcata

Tyto druhy se k piipravé polyklonalnich protilatek vyuzivaji méné nez kralik protoZe nenabizeji
zadnou vyznamnou vyhodu oproti nému. Maji mensi objem krve a pro odbér dostate¢ného
mnozstvi krve je potieba provést srdecni punkci. Nicméné jsou situace, kdy je pouziti téchto
druht vyhodné. Nékteré inbredni kmeny potkant nabizi 1 nékteré vyhody ve srovnani
s kralikem, pfipravou protilatek v ascitické tekutin¢. Kiecci a morcata jsou fylogeneticky

vzdalenéj$i mysi nez potkani a tak mohou byt vyuzivani pii ptipravé protilatek proti mysSim
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proteinim. Kieck se vyuziva vice druhd, kiecek zlaty Mesocricetus auratus je vice vyuzivany
ve Spojenych statech, v dospé€losti dosahuje hmotnosti asi 80 — 120g, kiecik Sedy Cricetulus
migratorius se Casto vyuziva pro piipravu protilatek zvlasté monoklonalnich proti mySim
proteinim. Morcata se dnes vyuzivaji méné nez v minulosti, morcata vSak vykazovala
vynikajici reakce na prase¢i inzulin pravdépodobné vzhledem k vyznamnému rozdilu
v sekvenci aminokyselin. Pfiprava protilatek v ascitu se u morcat vyuziva ziidka (Hanly a kol.,
1995).

3. 4. 5. Hospodaiska zvirata

Velka zvitata jako jsou ovce, kozy a koné se vyuzivaji hlavné v ptipadech, kdy je potteba velké
mnozstvi antiséra. Tyto druhy jsou dlouhovéké, relativné snadno se s nimi manipuluje a odbér
krve lze provadét z kréni zily bez anestezie. Jejich chov je ale naro¢néjsi financné, na prostor a
na oSetfovani. Vyuzivaji se hlavné¢ pro komercni produkci antisér. Koniské protilatky jsou

dodnes pouzivany jako l1é¢iva proti toxiniim a jedim (Hanly a kol., 1995).

3. 5. Nadorové markery (antigeny)

Rakovina je definovana jako soubor onemocnéni vychézejici z poruch genomu, napt. mutace,
delece, amplifikace nebo nedostateCné reparace genovych defektd. Tyto poruchy vedou k
porucham regulace riistu a mnozeni poskozenych bunék. V soucasnosti nejsou dostupné
1éebné postupy, které by tyto poruchy na trovni DNA cilené opravovaly. Casné zachycena
nadorova onemocnéni mohou byt uspésné 1écitelnd. Diraz je kladen pfedev§im na vcasnou
diagnostiku onkologickych onemocnéni a 1écbu s minimalnimi neZddoucimi ucinky a néklady.
Onkologicka onemocnéni jsou po nemocech srdce a cév nejéastéjsi pii¢inou umrti v CR
(Machova a kol., 2012).

Nédorovym markerem rozumime molekuly pievazné bilkovinné povahy, které se nachazeji v
organismu v diisledku maligniho zvratu. V naddorovych buikéach se exprimuje fada genti, které
za normalnich okolnosti maji ve tkanich velmi nizkou nebo Zadnou expresi, proto prokazani
pritomnosti nadorovych markerti je nedilnou soucasti vySetfovacich metod pro stanoveni
diagnézy, prognézy a kontroly priibéhu 1écby. Lokalizace nddorovych markert je rozmanita.
Mohou byt pfitomny piimo ve tkani nddoru (bunéény nadorovy marker) nebo jsou nadorem

produkovany (s nadorem asociované antigeny) nebo jsou produkovany hostitelem jako
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odpovéd’ na ptitomnost nadoru (indukované nadorové markery — proteiny akutni faze). Mezi

nejnovejsi rakovinné markery patii i detekce genovych mutaci (Wang a kol., 2016, Machové a
kol. 2012).

3.5.1. Protein ETV4

ETV4 patii do rodiny ETS transkripcénich faktorii, je zapojen do dulezitych fyziologickych
procesu pii vyvoji embrya, souvisi s pohybem bunc¢k béhem organogeneze a morfogeneze.
V dospélém organismu je fyziologicka exprese ETV4 omezend zejména na dobu pii ristu
mlécné Zlazy u biezich samic (Akagi a kol., 2015).

ETV4 je povazovan za onkoprotein, ktery je nadmérné exprimovan V riznych typech
nadorovych bungk, je striktné nadmérné exprimovan v bunikach nadoru, je spojen s vySSim
metastatickym potencialem a kratSim prezitim pacientti (Akagi a kol., 2015, Oh a kol., 2012).
Nekteré studie naznacuji, ze nadmérna exprese ETV4 muze byt dostacujici k iniciaci Ewingova
sarkomu. ETV4 je nadmérné exprimovan v kolorektalnim karcinomu a jeho nadmérné exprese
koreluje s kratsi dobou pieziti postizenych pacientdl, zvySena exprese byla zaznamenana u
adenokarcinomu Zaludku. ETV4 je také nadmérné exprimovan u adenokarcinomu jicnu,

v ovarialnich nadorech a v karcinomu prostaty (Oh a kol., 2012).

3.5.2. Protein TEAD2

TEAD?2 patii do rodiny transkrip¢nich faktort TEAD (TEAD1 — TEADA4), jsou to vysoce
konzervované sav¢i proteiny s DNA vazebnou TEA doménou z asi 75 aminokyselin. Vsechny
proteiny maji tuto doménu témét identickou, TEAD?2 ji ma ze 100 %, TEAD3 z 99 % a TEADA4
z 94 % shodnou s TEAD1. Zbylé ¢asti proteinu vykazuji mezi jednotlivymi homology shodu v
sekvenci okolo 70 % a to ptevazné v C-koncové oblasti (Lee a kol., 2016). Fyziologicka funkce
TEAD proteint hraje diilezitou roli v diferenciaci bun€k a v buné¢éné proliferaci. TEAD2 je
exprimovan od raného embryondlniho stadia nejvice z TEAD proteinti, ovliviluje vyvoj
nervového systému, je exprimovan v proliferujicich neuroepitelidlnich buiikach plodu,
Vv perinatalnim obdobi jeho exprese klesd. TEAD1 mé dulezitou funkci pfi vyvoji srde¢niho
svalu a byl pfitomen v rakovinnych bunkach d€lozniho ¢ipku, vaje¢niku, stiev, mozku, v

leukemickych burikach a v bunikach ledvin a placenty. (Malt a kol., 2016).
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Pii poruseni Hippo signaliza¢ni drdhy v organismu, kterd za fyziologickych podminek
zodpovida za regulaci velikosti organtl, se z cytoplazmy do jadra dostava koaktivator TEAD
proteintt YAP, ktery ovliviiuje jejich spravnou funkci pii ristu a diferenciaci organi. YAP
v jadre interaguje s TEAD proteiny a spousti transkripci cilovych genti a to vede k nadmérnému

rustu organi a tim i k tvorb& naddort (Pobbati a Hong, 2013).
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4. Material a metody

Prace byla zaméfena na imunizaci slepic vybranymi antigeny a naslednou izolaci kuiecich
protilatek z vaje¢ného Zloutku a jejich otestovani v laboratofi. Prace byla ¢aste¢né provedena
na pracovisti Ustavu molekularni genetiky AV v Kol¢i, kde probihala imunizace slepic a sbér
vajec a laboratorni zpracovani bylo provedeno na pracovisti Ustavu molekularni genetiky

V Praze Kr¢i.

4. 1. Kufeci modely chované na farmé UMG v Kol¢i

Kuteci modely jsou v Kol¢i systematicky chovany od 60. let 20. stoleti. Pivodnim ucelem
téchto modelll bylo studium retrovirli, imunologie a imunogenetiky, postupné se ukézaly jako
perspektivni i ve vyzkumu v oblasti onkologie, epigenetiky, vyvojové biologie a transgeneze.
V soucasné dobé byva Casto nahrazovan mySim modelem pro snadnéj$i manipulaci a mensi
nakladovost chovu, i kdyZ stale jsou oblasti vyzkumu, kde je pouziti tohoto modelu vyhodné
V Kol¢i jsou chovany vysoce inbredni linie C, H6, L15, M a Wa s koeficientem inbreedingu
Fx>0.99. Linie C je chovéna v jedendcti kongennich liniich se spole¢nym genetickym pozadim
a u kazdé linie je jeden privatni gen (haplotyp) vétSinou z hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC). Prvni skupinu tvoii systém kongennich linii odvozenych z ptvodni dvojice
CB a CC. Dalsi kongenni linie byly postupné odvozeny ptevedenim rtiznych MHC haplotypt
na pozadi téchto linii pomoci opakovaného zpétného kiizeni s pravidelnou serologickou a
transplantacni kontrolou. V nékolika ptipadech jde o unikatni rekombinované haplotypy.
Haplotyp MHC je u inbrednich linii zakladnim rozliSovacim znakem. Kromé haplotypu MHC
je u inbrednich linii definovdna fada vlastnosti jako rezistence a citlivost k virovym
onemocnénim z komplexu avidrnich leukéz (ALV) a Markové chorobé, erytrocytarni antigeny,
polymorfni proteiny, endogenni virové sekvence, geneticka determinanta barvy opeteni atd.
Linie CB a CC je také vyznamna pro mezindrodni spolupraci.

Dale jsou zde chovany geneticky definované tii outbredni linie SH, BL a P. Zakladni
charakteristikou linie BL je genotyp C/E (receptory pro ALV). Unikatni je linie P, v jejimz
genomu nejsou piitomny endogenni virové sekvence ALV.

V chovu se pouZziva vyhradné uméla inseminace, vede se individudlni evidence, rodokmenova

plemenitba. U outbrednich linii se do rodokmenové plemenitby zafazuji jedinci na zéklad€ co

v
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zatazenim do plemenitby se u outbrednich i inbrednich linii provadi zdravotni testy na ALV. U
inbrednich linii se ve stafi 3 — 4 mésicl provadi kontrola spravnosti piivodu testovanim
specifickych erytrocytarnich antigenti, které jsou pro jednotlivé linie specifické. Do
jednotlivych kmeni jsou vyhradné zatazovani vlastni sourozenci, vzdy jeden kohout a tfi az
Ctyfi slepicky. Kufata jsou lihnuta po vybranych matkach a ihned po vylihnuti jsou o¢islovana

kiidelnimi znadmkami.

4. 2. Imunizace slepic

Pro pokus byla vybrana outbredni linie BL (Brown leghorn). Slepice byly umistény
v individualnich klecich s fizenym svételnym rezimem 13 hodin svétla a krmeny standardni
krmnou smési pro nosnice NP od firmy Primagra, napajeny byly kapatkovymi napajeckami
s nepfetrzitym piistupem K vodé. Vrchol tvorby protilatek nastava ¢tvrty den po posledni

aplikaci antigenu in venum. Imunizace probihala pod vedenim Ing. Jifiho Plachého.

1.
Pro imunizaci byly vybrany antigeny TEAD2 a ETV4, které byly pfipraveny na pracovisti
UMG v Praze v Kr¢éi na Oddéleni bunéné a vyvojové biologie a zamraZeny

v mikrozkumavkach typ Eppendorf 1,5ml (Scientific Specialties Inc.).

2.

Kazdy antigen byl pfi jednotlivych imunizacich rozdélen na dvé davky pro dvé slepice.
TEAD?2 slepice ¢islo 6065 a 6063

ETV4 slepice ¢islo 6051 a 6177

3.
Slepice se imunizovaly v prvnim cyKlu ve tfech terminech, po té nasledoval kontrolni odbér sér
a sbér vajec. Ptiblizn€ dva mésice od posledni imunizace nésledoval druhy cyklus imunizace

op¢t ve tfech terminech s kone¢nym odbérem sér a sbérem vajec.
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e Prvni cyklus imunizace.
1ml TEAD2 — 5mg/ml v PBS/4M urea (po tfech zamrazenych mikrozkumavkach)
Iml ETV4 - 0,5mg/ml v PBS/4M urea (po tiech zamrazenych mikrozkumavkach)

Prvni imunizace byla subkutdnni, bylo aplikovano 0,5ml antigenu + 0,5ml inkompletni
Freundovo adjuvans (Sigma-Aldrich) pro lepsi imunitni odpovéd’ organismu. Antigeny byly
rozmrazeny pii pokojové teploté té€sné pred aplikaci a smichany s adjuvans a aplikovany do
podkozi na hibeté pomoci 5ml stiikacky s jehlou 0,60 x 25mm (Braun).

Druhd imunizace se opakovala po sedmi dnech a aplikace byla také subkutanni s inkompletnim
adjuvans se stejnym objemem antigenu jako u prvni.

Tteti imunizace se opakovala po pfiblizné ¢trnacti dnech od druhé imunizace a byla in venum,
0,5ml antigenu + 1 ml sterilniho fosfatového pufru (PBS - NaCl 8 g/I; KCI 0,2 g/l; KH2PO4
0,2 g/l; Na2HPO4 1,15 g/1) kvuli lepsi aplikaci.

Ctyfi dny od posledni in venum aplikace antigenu se provedl kontrolni odbér sér na piitomnost

protilatek a zacala se sbirat vejce pro izolaci protilatek ze Zloutku. Vejce se sbirala ¢trnact dni.

Tab. 1. Schéma prvniho cyklu imunizace.

Cislo
slepice Antigen Datum imunizace
6065 TEAD?2 03.11.2015 10.11.2015 26.11.2015
6063 TEAD?2 03.11.2015 10.11.2015 26.11.2015
6051 ETV4 03.11.2015 10.11.2015 26.11.2015
6177 ETV4 03.11.2015 10.11.2015 26.11.2015
odbér sér sbér vajec od

30.11.2015 30.11.2015




e Druhy cyklus imunizace.

Iml TEAD2 - 5mg/ml v PBS/4M urea (po ttech zamrazenych mikrozkumavkach)

Iml ETV4 — 1,1mg/ml v PBS/4M urea (po tiech zamrazenych mikrozkumavkach)

Prvni aplikace antigenu byla subkutdnné na hibetni ¢asti slepice. Objem antigenu byl doplnén

sterilnim pufrem PBS do 1ml a pfidano 1ml inkompletni Freundovo adjuvans.

Druha aplikace byla in venum s odstupem dva tydny v davce 0,5ml antigenu + 1ml sterilniho

PBS.

Tteti aplikace se opét opakovala po dvou tydnech in venum v davce 0,5ml antigenu + Iml

sterilniho PBS.

Ctyfi dny od posledni aplikace antigenu se opét provedl kontrolni odbér sér a zagal &trnactidenni

sbér vajec.

Tab. 2. Schéma druhého cyklu imunizace.

Cislo slepice [ Antigen Datum imunizace
6065 TEAD2 18.01.2016 01.02.2016 16.02.2016
6063 TEAD?2 18.01.2016 01.02.2016 16.02.2016
6051 ETV4 18.01.2016 01.02.2016 16.02.2016
6177 ETV4 18.01.2016 01.02.2016 16.02.2016
odbér sér sbér vajec od

20.02.2016 20.02.2016
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e Odbér krve na sérum
Krev byla odebirana ze zily na krku v objemu 20ml od kazdého zvitete do pfedem popsanych
injek¢nich stiikacek o objemu 20 ml (Braun), odebrana krev se v jednotlivych popsanych
sttikackach nechala srazit v termostatu pii teploté¢ 37°C, srazeny krevni kola¢ se nechal ve
stiikackdch a sérum bez krevnich elementi se stoilo do cetrifuga¢nich zkumavek se
Sroubovacim vickem 15 ml (Kartell S.p.A.). Zkumavka se sérem se nasledovné stoCila
Vv centrifuze (Jouan) pii 1200 otackéach po dobu 4 minuty. Sérum se odsdlo pomoci pipety do

¢istych totoznych zkumavek a popsalo datem odbéru a ¢islem slepice a zamrazilo pii -20°C.

e Sbér vajec
Vejce se sbirala vzdy ¢tvrty den od posledni aplikace antigenu a sbér vajec trval ¢trnéact dni.
Vejce byla uchovavana v chladnicce pii teploté 8°C, vejce vzdy byla popsana datem snasky a
Cislem slepice a byla skladovdna v platech za sebou po jednotlivych slepicich pro vétsi
prehlednost. Od kazdé slepice bylo za jedno ¢trnactidenni obdobi nasbirano okolo deseti vajec,
coz bylo dostacujici pro naslednou izolaci protilatek. Pro konecnou izolaci protilatek ze zloutku
byla vyuzita pouze vejce po druhém cyklu imunizace pro vét§i predpoklad obsahu nami

pozadovanych protilatek.

4. 3. Izolace protilatek ze Zloutku

Na izolaci kufecich protilatek byla pouzita metoda, ktera vyuziva precipitaci IgY pomoci

polyethylenglykolu (Pauly a kol., 2011).
e Nejdiive se odseparoval zloutek od bilku klasickym zptsobem.
e (Oddéleny Zloutek se dal do centrifugac¢nich zkumavek popsanych Cislem slepice o

objemu 50ml (Kartell S.p.A.) a doplnil fosfatovym pufrem PBS na dvojnasobek objemu,
VvV tomto piipade byl objem doplnén do 50ml.
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Navazilo se 1,75g  polyethylenglykolu PEG 6000 (Sigma-Aldrich), aby byl
v koncentraci 3,5 % a 15 minut se michal pifi pokojové teploté v ruce pomalym
preklapénim. Roztok ziskal svétle Zlutou barvu a bylo patrné sraZeni.

Po pfedchozim promichani se zkumavky vlozili do centrifugy (Beckman Coulter,

USA) a stocily pii 5000g po dobu 20 minut pfi pokojové teploté 20°C.

Pres trychtyt s gazou se supernatant pielil do Cistych popsanych zkumavek a doplnilo
se stejné mnozstvi chloroformu a zkumavky se promichaly otdCenim, az se objevila
polotuhd faze. Obsah se po té ptelil do sklenénych zkumavek, aby pfti centrifugovani
chloroform neposkodil plastové zkumavky a stocil se pii 3000g po dobu 20 minut pfi

pokojové teplotg.

Opatrné se odsal supernatant a piendal do ¢istych popsanych uzaviratelnych zkumavek.
Ptidal se PEG6000 na finalni koncentraci 15 % a zkumavky se michaly se pfiblizné¢ 30

minut pfi pokojové teploté

Zkumavky se stocily v centrifuze pfi 5000g po dobu 30 minut pii pokojové teploté.

Supernatant se odstranil pry¢ a sediment na dn¢ zkumavek se rozpustil v PBS a nechal
pfes noc pii 4°C pro dokonalé rozpusténi.

Poté se izolované protilatky rozplnily do mikrozkumavek 1,5 ml.

4. 4. Testovani krevnich sér pomoci imunocytochemie

Bunky byly uchovavany v mediu Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM) - (Sigma-
Aldrich).

Bunky se nasadily do petriho misky, pfidalo se fetalni bovinni sérum (FBS), antibiotika a L-

Glutamin. Bunky se nechaly do druhého dne rist.

Bunky se resuspendovaly a daly do desti¢ek s jamkami (300 ul). Buiiky se jedenkrat promyly

100 pul PBS, poté se fixovaly methanolem po dobu 20 min, nasledné se pétkrat promyly 100 pl
PBS, ptidalo se 50 pul primarni protilatky (séra od jednotlivych slepic 6065, 6063, 6051, 6177)

na dobu 60 min., poté se tfikrat promyly 100 ul PBS. Ptidalo se 50 pl sekundarni protilatky

Goat anti-Chicken IgY (Invitrogen Molecular Probes) asociované s peroxidazou na dobu 45
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minut. Ttikrat se promyly 100 ul PBS. V temnu se rozmrazil 3-amino-9-ethyl-carbazol (AEC),
ktery je uchovavan pii -20°C, k AEC se ptidalo 1% H202 (5 pl H202/1ml AEC) a aplikovalo

se 50 ul. Inkubovalo se v temnu 10-15min. Vysledek se zhodnotil pod mikroskopem.

4. 5. Western blot

Pted samotnym Western blotem byla pro rozdéleni proteinti pouzita SDS elektroforéza na 10%
akrylamidovém gelu, ktera byla pfipravena v laboratofi Odd¢leni bunééné a vyvojové biologie.
Metoda Western blot byla provedena za pomoci Mgr. Martiny Vojtéchové Phd.

Z gelu byly rozdélené proteiny preneseny metodou elektropfenosu na membranu, kde byly
proteiny detekovany pomoci slepicich protilatkek.

Gel z elektroforézy se dal do blotovaciho pufru, slozil se sendvié¢ pro ptenos proteind, na anodu
se umistil filtraéni papir navlhéeny v pfenosovém pufru, na filtraéni papir se polozila v pufru
navlh¢end membrana, na membranu se polozil ofiznuty gel z elektroforézy a ten se piekryl
filtratnim papirem navlhéenym v pienosovém pufru a takto poskladany sendvi¢ se k sobé
dikladné pfitiskl, aby nikde nebyly Zadné vzduchové bubliny a vSe se pfiklopilo vikem
s katodou. Ptenos trval 30 minut. Membrana byla blokovéana v 5% odtu¢néném mléku pti 4°C,
aby se zablokovala mista, na které se nepienesly proteiny z gelu a pedeslo se tak nespecifickym
reakcim. Membrana se vloZila do zkumavky, kde se ovinula okolo vnitini stény. Na membranu
se aplikovala primarni protilatka (naSe slepici protilatky) pii stalém omyvani ptes noc pii 4°C.
membrana se tfikrat promyla v PBS a aplikovala se sekundarni protilatka Goat anti-Chicken
IgY na jednu hodinu. Membrana se ptevedla na film a vyvolala na fotopapir a naskenovala do

pocitace.

4. 6. Imunohistochemie na parafinovych fezech

Byla pouzita imunohistochemickd metoda vyuZivajici barveni tkanovych fezi (Beranova a
Tonar, 2002).
Do racku se naskladaly skla, na kterych jsou fixovany tenké tkanové fezy a zavodnovaci fadou

se deparafinizovaly, skla s tkanovymi fezy nesmi vyschnout az do odvodnéni.
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Deparafinizace (zavodnovaci fada)

- xylen deparafiniza¢ni 8 minut

- vymenit xylen 8 minut

- xylen : ethanol (EtOH) 1:1 3-5 minut

- 100% EtOH 5 minut

- vymeénit 100% EtOH 5 minut

- 96% EtOH 3 minuty

- 70% EtOH 3 minuty
Pti fixaci tkané na skla doslo k zamaskovani antigennich mist a ty se musi odkryt, aby bylo
mozné navazat protilatku.
Skla se po zavodnéni ptendala do zeleného racku a ten se umistil do kadinky o objemu 1litr
s 800 ml citratového pufru (10mM citrat sodny; pH 6). VrSek kadinky se zakryl alobalem
s dostate¢nym piekryvem, aby dovnitf nevnikla voda. Kadinka se vlozila do papindku. Do
papinaku se nalila voda, aby jeji hladina byla zaroven s hladinou pufru v kadince, a nechalo se
to 15 minut vafit. Po uvateni se kddinka ve dfezu chladila pomalu studenou vodou (fezy nesmi
projit prudkou zménou teploty, doslo by k poskozeni epitopi pro navazani protilatky). Po
zchladnuti se dvakrat po péti minutach promyly v Tris-Buffered Saline (TBS - 50mM Tris,
150mM NacCl; pH 7,6), (Sigma-Aldrich).
Nasledovala blokace endogennich peroxidaz roztokem 0,3% H202 v methanolu po dobu 25
minut pii pokojové teploté, pak se fezy promyly 5 minut v PBS. Nasledovala blokace
endogennich imunoglobulinii roztokem 5% koziho séra smichané¢ho s 1% sérem bovinni
albuminové sérum (BSA)(Sigma-Aldrich), fezy se obkrouzily PAP-PENem a nakapalo se
potfebné mnozstvi séra a nechalo se hodinu ve vlhké komiirce inkubovat.
Inkubace s primarni protilatkou. Primarni protilatka se natedila do roztoku 5% koziho séra
smichaného s 1% sérem BSA a pridal se azid (NaN3) do vysledné koncentrace 0,01% (roztok
se potom nekazi a mize se pouzit opakované), fezy se opét obkrouzily PAP-PENem a nakapalo
se primefené mnoZzstvi natedéné protilatky a inkubovaly se pies noc ve vlhké komtrce. Réano
se skla nechala vytemperovat na pokojovou teplotu. Skla se promyla v TBS + 1% TritonX-100
(Sigma-Aldrich) 5 minut pfi pokojové teploté a dale se tfikrat po péti minutach promyla v TBS.
Inkubace se sekundarni protilatkou. Byla pouzita biotinylovana sekundarni protilatka Goat anti-
Chicken IgY (GACHI) v koncentraci 1:750 v 5% kozim séru v TBS. Skla s fezy se inkubovala
hodinu pfi pokojové teploté ve vlhké komirce. Po inkubaci se skla poprvé promyla v TBS +
0,01% TritonX100 po dobu 5 minut pii pokojové teploté, pak se ctyfikrat promyla pouze v TBS

vzdy 5 minut.
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Mezi promyvanim se pfipravil roztok Vectasian kit ABC (Vector Laboratories) — avidin-
biotinylovana peroxidasa, na 5 ml TBS se dalo 50 pl 10% roztoku TritonX-100 a 1 kapka
roztoku A + 1 kapka roztoku B v kitu. Roztok se nechal stat 30 minut pii pokojové teploté.

Amplifikace signalu systémem ABC. Skla se umistila do vlhké komtrky a na fezy se aplikoval
roztok ABC a nechalo se inkubovat 60 minut pti pokojové teploté. Po inkubaci se skla poprvé
promyla v TBS + 0,01% TritonX100 po dobu 5 minut pfi pokojové teploté, pak se Ctyfikrat

promyla pouze v TBS vzdy 5 minut.

Barveni fezi. 90 ml 50 mM Tris (pH 7,6) se ohialo ve sklenéné kyveté ve vodni lazni na 37°C,
poté se pridalo 60 pl 30% H202 a 30 mg 3,3’-Diaminobenzidin (DAB)(Sigma-Aldrich), DAB
je silny karcinogen. DAB se nejprve rozpustil v 1 ml tkanové vody a po rozpusténi se
napipetoval do kyvety. Skla s fezy se nachala vyvijet v kyveté a neustale se sledovala, zda
zacinaji hnédnout, nesmi se tam nechat déle nez 5 minut, pak se za¢ind nespecificky barvit
pozadi. Po tfech minutach se skla s obarvenymi fezy piendala do destilované vody a tim se
stopla reakce barveni.
Dehydrataéni fada - 70% ethanol 3 minuty

- 96% ethanol 3 minuty

- 100% ethanol 5 minut

- 100% ethanol 5 minut

- ethanol : xylen v poméru 1 : 1 5 minut

- xylen 8 minut

- xylen 8 minut
Po vytaZeni z xylenu se skla nechala lehce okapat, spodni strana se otfela a na fezy se nakapalo
montovaci medium DPX Mountant (Sigma-Aldrich). Pomalu se pfilozilo kryci sklicko, aby se
montovaci medium pravidelné rozlilo a pod sklickem se nevytvotily malé bubliny. Potom se
skla dala do digestote a nechala do druhého dne vytvrdnout. Po vytvrdnuti se skla daji skladovat
Vv krabicce pti pokojové teplote.

Vyhotovené preparaty se vyhodnotily pod mikroskopem DM6000 (Leica).
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5. Vysledky

Cilem diplomové prace bylo piipravit kuteci protilatky imunizaci slepic proti dvéma proteintim
TEAD2 a ETV4 a prokazat jejich specifitu detekci endogennich proteinii na histologickych
fezech. VSechny obrazky a fotografie z testli byly pofizeny za pomoci Mgr. Vitézslava Kiize,
Ph.D.

5. 1. Imunocytochemie

Pro imunocytochemické otestovani sér byly pouzity burniky transfekované konstruktem
exprimujici bud’ protein TEAD2 nebo ETVA4.

Test byl opakovan dvakrat. Vysledky z imunocytochemie neprokazaly ptitomnost protilatek
Vv séru. Neprokazani ptitomnosti protilatek lze vysvétlit bud’ nevhodnosti slepicich sér, které
obsahovaly vysoky podil lipida a jejich konzistence byla hust4 az gelovita nebo mohla nastat

chyba v protokolu pfi testovani sér.

5. 2. Western blot

Protilatky izolované z vajeéného Zloutku byly otestovany metodou western blot, jako vzorky
pro detekci pftislusné protilatky byly pouzity jak netransfekované bunky tak bunky
overexprimujici sledovany protein (transfekované konstruktem exprimujici tagovany protein
bud’ ETV4-flag nebo TEAD2-myc), ty slouzily jako kontrolni vzorky pro detekci sledovaného

proteinu.

5. 2. 1. Protilatky TEAD2

Pro protein TEAD2 byly pouZzity protilatky ¢. TEAD6065 a TEAD6063.

U protilatky TEAD6065 byla vyhodnocenim western blotu prokazana detekce u
transfekovanych i netransfekovanych lidskych bunék, to znamena, Ze protilatka detekovala i
endogenni expresi proteinu a to ukazuje na specifi¢nost protilatky coz je dulezité pro
imunologickeé testy. Vysledek je vidét na obrazku ¢. kdy je detekce charakterizovana prouzkem
na hodnoté 55kDa, ktery je charakteristicky pro protein TEAD2, kde se ukazuje i u

netransfekovanych bunék, jako kontrolni vzorek slouzi buiiky s overexprimovanym genem pro
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dany protein, kde je prouzek na hodnoté 55 kDa jasné viditelny. Protilatka TEAD6065 se da

povazovat za specifickou.

U protilatky TEAD6063 nebyla specifiénost prokazana, nebyla zde detekovana endogenni

exprese proteinu, ale jen exprese u overexprimovanych bunék u bunék netransfekovanych

chybi charakteristicky prouzek na hodnoté 55 kDa. Protilatka rozpozna pouze silny signal u

overexprimovaného proteinu, kdy je protein ptitomen ve velké mife, detekce prouzkii na

dalSich hodnotach je dana povahou polyklonalnich protilatek, kdy jsou detekovany i podobné

epitopy.

kDa TEADGB065

TEADG6063

130
95

72

55 .A-w

36

28

293 wt
sw480
U20S “

293 myc-TEAD

293 wt
sw480
U20S

293 myc-TEAD

Obr. 8. Vyhodnoceni Western Blotu pro TEAD2. 293wt — epitelialni bunky z lidskych
embryonalnich ledvin (HEK293), 293 myc-TEAD - bunky s overexprimovanym TEAD2,

sw480 - buinky odvozené od kolorektalniho karcinomu, U20S — osteosarkomalni buriky.

Cervena Sipka ukazuje na prouzek charakteristicky pro protein TEAD2
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5. 2. 2. Protilatky ETV4

Pro protein ETV4 byly pouzity protilatky ETV6051 a ETV6177.

U protilatek proti proteinu ETV4 se metodou Western blot specifita protilatek nepotvrdila. Na
vysledku je vidét, Ze u netransfekovanych bunék v oblasti hodnoty 72 kDa, nelze detekovat
charakteristicky prouzek, ktery pokud by se jednalo o specifické protilatky, by mél byt v této
hodnot¢ viditelny, ale byl viditelny jen u bunék s overexprimovanym genem pro protein ETV4,
jak ukazuje Cervend Sipka na obrazku. Specifita se nepotvrdila u protilatky ETV6051 ani u

ETV6177.
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Obr. 9. Vyhodnoceni Western Blotu pro ETV4. 293wt — epitelidlni bunky z lidskych
embryonalnich ledvin (HEK293), 293 ETV4-flag — buriky s overexprimovanym ETV4, sw480

293 ETV4-FLAG

- buiiky odvozené od kolorektalniho karcinomu, U20S — osteosarkomalni buiiky. Cervena

Sipka ukazuje na prouzek charakteristicky pro protein ETV4.
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5. 3. Imunohistochemie na parafinovych iezech

vvvvvv

nejprukaznéjsi, protilatku, ktera fungovala na parafinovych fezech, lze povazovat za
specifickou proti vybranému antigenu. Jako negativni kontrola byly pouzity fezy, na které

nebyla aplikovana primarni slepi¢i protilatka, ale pouze sekundarni protilatka Goat anti-chicken
IgY (GACHI)

5. 3. 1. Protilatky TEAD?2

Obr. 10.
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Obr. 10. Kufeci protilatka TEADG065, a) zvétseno 100x, b) zvétseno 400x, je patrné hnédé

zbarveni v oblasti bunéénych jader v bunikach stievnich krypt.

U protilatky TEAD6065 (obr. 10) je po obarveni sekundarni protilatkou vidét, ze se bunky
stievnich krypt specificky hnéd¢ obarvily v oblasti bunéénych jader, kde se protein TEAD2
jako transkripéni faktor nachazi. Protilatka TEADG6065 se prokazala v tomto testu jako
specifickd. To ukazuje i obrazek se vzorkem negativni kontroly, kdy byla pouzita pouze

sekundarni protilatka proti IgY a nedoslo zde k zadnému hnédému barveni (obr. 11 a 12).

Obr. 11. Negativni kontrola. Byla pouzita pouze sekundarni protilatka proti kufecimu IgY, neni

patrné zadné barveni jako u pfedchoziho obrazku.
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Obr. 12. Negativni kontrola, neni patrné zadné barveni bunék.

5. 3. 2. Protilatky ETV4

U protilatek ETV6051 a ETV6177 (Obr. 13, 14 a 15), se specifita na parafinovych fezech
neprokazala, hnédé barveni bunék bylo patrné v jadrech i cytoplazmé a pozitivni bunky nejsou
lokalizovany ve stievnich kryptach, kde by mély byt. Protilatky proto nelze povazovat za

specifické.

Obr. 13. Kufeci protilatka ETV6051, zvétseno 100x, hnédé obarveni bungk je patrné jak v
jadrech, tak v cytoplazmé.
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Obr. 14. Kufeci protilatka ETV6051, a) zvétseno 100x, b) zvétseno 400x, hnédé obarveni

bungk je patrné jak v jadrech, tak v cytoplazmé.

Obr. 14. Kufeci protilatka ETV6177, zvétseno 100x, hnédé obarveni bun¢k je patrné jak v

jédrech, tak v cytoplazmé.
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Obr. 15. Kufeci protilatka ETV6177, zvétseno 400x, hnédé obarveni bungk je patrné jak

Vv jadrech, tak v cytoplazmé.
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6. Diskuze

U protilatek ptipravenych imunizaci slepic bylo zjisténo, ze slepici polyklonalni protilatky
mohou fungovat v imunologickych testech, specificky prokazateln¢ fungovala jedna protilatka
ze Ctyfech. Pro piipravu polyklonalnich protilatek je vhodné pouzit pro imunizaci vétsi pocet
zvifat, coz souvisi s povahou polyklonalnich protilatek, kdy pifi imunizaci dochazi ke stimulaci
riznych B lymfocytti a k produkei protilatek proti riznym epitoptim daného antigenu, specifita
ziskanych protilatek zavisi na imuniza¢nim protokolu a v jaké fazi imunitni odpovédi zvitete

jsou protilatky ziskavany, coz je v souladu s vysledky autortt Hanly a kol. (1995).

Proteiny TEAD2 i ETV4 jsou vysoce konzervované proteiny, které se v savcich huife ptipravuji
a proto, bylo vhodné pro imunizaci pouzit slepice, jako fylogeneticky vzdalenéjsi druh, ktery
bude proti témto antigentim 1épe vytvaret protilatky, to se shoduje s vysledky Larsson a kol.,
(1993), Gassman a kol., (1990), jako alternativu za krali¢i polyklonalni protilatky uvadéji
vyuziti slepicich protilatek z vajeéného Zloutku i Schade a kol., (2005).

Testovani sér pomoci imunocytochemie neprokazalo piitomnost protilatek, coz mize souviset
S problematickym ziskavanim sér od slepic, které jsou v plné snasce, kdy se krev hiife srazi,
v nékterych ptipadech nebylo moZné uUplné oddélit krevni elementy od séra, sérum také
obsahuje velké mnozstvi lipidt, coz je shodné s vysledky Comert a kol., (2016). Struktura sér
byla dost husta az skoro gelovita, vhodnéjsi pro ziskavani protilatek z krevnich sér jsou proto
mladé¢ slepicky nebo kohoutci to uvadi 1 Hanly a kol. (1995), coz v tomto ptipadé nebylo

splnéno.

Dale byly otestovany protilatky izolované z vaje¢ného Zloutku. Na western blotu fungovaly
vSechny naSe protilatky na transfekovanych bunkach, ale specificky se prokazala pouze
protilatka TEADG6065, kterd detekovala i endogenni expresi proteinu. Protildtka TEAD6063
detekovala pouze nadexprimovany protein, v buinikach které nebyly nadexprimovany protilatka
protein nevidéla, to mohlo byt zptisobeno slabou imunitni odpovédi organismu na dany antigen.
I kdyZ pti imunizaci slepic bylo pouzito Freundovo adjuvans coz zvySuje imunitni odpovéd’
organismu, Barinova a kol., (2017) uvadgji, ze adjuvans zptsobuje ¢asteCnou denaturaci

proteinu a tim vznikaji protilatky proti nativni i denaturované formé proteinu, coz je pii western
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blotu vyhodné. U protilatky TEAD6063 byla na Western blotu patrna detekce i v jiné oblasti
nez 55 kDa, to mohlo byt zptisobeno povahou polyklonélnich protilatek, kdy byly detekovany
podobné epitopy piibuznych proteinli, coz mize byt nevyhoda polyklonalnich protilatek
v imunologickych testech, to se schoduje i s Hanly a kol., (1995). V imunologickych testech
se pti pouziti polyklonalnich protilatek nejvice vyuzivaji protilatky krali¢i, to uvadéji Schade a
kol., (2006), Hanly a kol., (1995). Zheng a kol., (2016) ve své studii uvadéji piipravu a pouziti
polyklonalnich protilatek pro identifikaci onkoproteinu E7 na Western blotu a pii
imunohistochemickych metodach, ktery je exprimovan v bunkach nadoru délozniho krcku.
Vyuziti slepi¢ich polyklonalnich protilatek jako velice vyhodnych a t¢innych dokazuje také
Nie a kol., (2014) ve své praci, kdy byly pouzity pro diagnostiku motolice Zluc¢ové clonorchis
sinensis, protilatky byly pfipraveny proti cysteinové proteaze, ktera je produkovana dospélymi
motolicemi, ziskané IgY specificky detekovaly cysteinovou protedzu na Western blotu a slepice
se ukézaly jako velmi efektivni pii piipraveé IgY.

Pti testovani na histologickych parafinovych fezech fungovala specificky jedna protilatka
TEADG6065, ostatni testované protilatky specificky nefungovaly. Pfi¢ina mize byt v proteinu
ETV4, ktery je zrodiny transkripcnich faktort ETS a protilatka tak mohla reagovat
s podobnymi epitopy ptibuznych proteinii coz by potvrzoval i vysledek na Western blotu, kdy
tato protilatka také nevysla specificky, to je v souladu s vysledky Smith a kol., (2017), kde se,
ale jednalo o protilatku monoklonalni. Pfi dal§i imunizaci by se muselo zkusit pouZit jen urcitou
specifickou ¢ast proteinu ETV4, zda by ptipravena protilatka fungovala specificky. Také mohlo
dojit k néjaké chybé v imuniza¢nim protokolu, ale to je mén¢ pravdépodobné vzhledem k tomu,
ze vSechny slepice byly imunizovany stejné.

Pii dalsi piipravé slepicich polyklonalnich protilatek izolovanych z vajec, by bylo lepsi zaradit
do imunizace mladsi zvifata, kterd by byla na zacatku snéasky, jak pro lep$i imunitni odpoveéd’
mladsiho organismu, tak i pro ziskavani protilatek z krevniho séra, které se u star§ich zvifat

ukézalo jako problematické.
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7. Zavér

Cilem prace bylo ovéfit moznost piipravy polyklondlnich protilatek z vaje¢ného Zzloutku
imunizaci slepic a jejich nasledné vyuziti v diagnostickych imunologickych testech.

Specifita byla prokazéana u protilaitky TEAD6065, kterd svou specifitu potvrdila pfi testovani
metodou Western blot i na histologickych fezech.

V diplomové praci byla potvrzena hypotéza, ze pouziti slepic¢ich polyklonalnich protilatek
v imunologickych diagnostickych testech je mozné, vSechny protilatky detekovaly
nadexprimovany protein na Western blotu, endogenni expresi detekovala pouze jedna
protilatka, ale tento vysledek se da pokladat za vyznamny.

Pro tuto préaci byly pouzity u savcil vysoce konzervované proteiny, které se v savcich hiie
ptipravuji kvili vysoké podobnosti v rdmci sav€ich druhtl, proto byly pouzity pro ptipravu
slepicich protilatek kde je vétsi fylogenetickd vzdalenost a da se predpokladat lepsi imunitni
odpovéd.

Velka vyhoda téchto protilatek spociva hlavné Vv jednoduché piipravé, kdy pro ziskavéani
protilatek neni nutné odebirat krev z cévniho fecisté zvitete nebo z ascitické tekutiny a tudiz je
tato metoda pfipravy pro zviie Setrnd a nezptisobuje mu trauma. I ndsledna izolace z vaje¢ného
zloutku je pomérné rychla a nendrocnd metoda. Tyto vyhody by mohly pfispét k vétSimu

vyuzivani slepi€ich protilatek v praxi.
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