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1. Uvod

Monoklonalni protilatky jsou charakteristické svou specifitou vi¢i jednomu konkrétnimu
antigennimu epitopu. Tyto imunoglobuliny jsou produkovany jednim klonem B-lymfocyta,
tedy pfesnéji plazmocytem, pifi kontaktu s konkrétnim antigenem. V dneSni dobé& jsou
monoklonalni protilatky hojné vyuzivany pro analytické, diagnostické a terapeutické ucely.

Pro jejich pripravu je dodnes nejcastéji vyuzivano hybridomové technologie, ktera byla
poprvé praktikovana v roce 1975, a tento proces se, az na malé detaily, od té doby zasadné

nezménil.

Cilem této prace bylo wvyuziti pravé hybridomové technologie pro vytvoreni

monoklonalnich protilatek specifickych proti antigeniim viru klistové encefalitidy.



2. Literarni prehled

2.1. Virus klist'ové encefalitidy

2.1.1. Zakladni charakteristika

Virus klistové encefalitidy (TBEV) se tadi do rodu Flavivirus a Celedi Flaviviridae, kam
mézeme zafadit i virus Japonské encefalitidy, virus Dengue nebo virus Zluté zimnice. Jedna
se o arbovirus endemicky zejména v Evrop€ a Asii a zpusobuje u lidi vazna onemocnéni, jako
naptiklad meningoencefalitidy, poruchy hybnosti svali ¢i nervovou obrnu, s moznymi
trvalymi nasledky. Fylogenetické analyzy béhem let odhalily tfi hlavni subtypy TBEV:
evropsky, sibifsky a dalnévychodni (Lickova et al., 2021). Nedavno vSak byly popsany dalsi
dva subtypy TBEV: himalajsky a bajkalsky (Dai et al., 2018; Kozlova et al., 2018). Kromé
této klasifikace, ktera je zalozena na geografické distribuci viru, se daji subtypy také rozdeélit
na zaklade vice nez 10% odlisnosti nukleotidové sekvence v ORF dvou vird. Tato klasifikace
rozdéluje TBEV do sedmi subtypti: TBEV-Eur (Evropsky subtyp), TBEV-Sib (Sibifsky
subtyp), TBEV-FE (Délnévychodni subtyp), TBEV-Ob (linie Obskaya, také mozné oznaceni
TBEV-2871), TBEV-Him (Himal4jsky subtyp), TBEV-Bkl-1 (Bajkalsky subtyp —
,genotyp 4°) a TBEV-BkI-2 (Bajkalsky subtyp — ,genotyp 5°) (Deviatkin et al., 2020).

Stejné jako ostatni flaviviry je TBEV obaleny virus s jednofetézcovou RNA o pozitivni
polarit¢. Genom o délce piiblizn€ 11 kb koduje jeden polyprotein ohraniCeny 5° a 3°
nepiekladanymi oblastmi (untranslated region, UTR). Po translaci je virovy polyprotein
roz§tépen virovymi a bunéfnymi protedzami na tfi strukturni (C, prM a E) a sedm
nestrukturnich (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5) proteint, které usnadnuji
replikaci RNA a napoméahaji viru unikat buné€né imuniteé (Helmova et al., 2020; Nicholls et
al., 2020). Virion se sklada z nukleokapsidy, ktera je obklopena membranou slozenou z lipidu
obdrzenych od hostitele. V téchto lipidech jsou zakomponovany proteiny virového obalu a
membrany (protein E a M) (Fiizik et al., 2018). Nukleokapsida je tvofena ne€kolika kopiemi
kapsidového proteinu (C protein) a jednou kopii genomu (Pulkkinen et al., 2018).

2.1.2. Zivotni cyklus viru

Pro prenos TBEV jsou prenaSeCem cClenovci, primarné klistata, pficemz v Evropé je
nejvyznamngjSim prenaseCem klisté Ixodes ricinus, zatimco v Rusku a Asii je to Ixodes
persulcatus (Michelitsch et al., 2019). Dal$im rizikovym faktorem ptenosu TBEV na ¢lovéka
se ukazala byt také konzumace nepasterizovaného mléka nebo mlécnych vyrobki

pochazejicich z infikovanych hostitelt klistat, zejména koz, ovci a krav (Buczek et al., 2022).
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Virus se navaze na povrch hostitelské buniky diky povrchovému proteinu E a vstupuje do
buriky zejména receptorem zprostiedkovanou endocytozou zavislou na klathrinu (Blom et al.,
2018). Nejcasteji sklofiovanymi receptory, co se TBEV v savcich burikach tyce, je laminin-
vazajici protein (laminin-binding protein, LBP), aV3 integrin a heparan sulfat (Rodrigues et
al., 2019). Po vstupu do buiky jsou viriony lokalizovany v endocytarnich vezikulech, kde
vlivem nizkého pH dochéazi ke konformacnim zménam, které nasledné zpusobuji fuzi
endosomalni membrany s E proteinem, coz ma za nasledek uvolnéni virového polyproteinu
z nukleokapsidy do cytosolu buriky, odkud je transportovan do endoplazmatického retikula.
Zde dochazi k zah4jeni replikace genomu a translaci (Pulkkinen et al., 2018; Blom et al., 2018;
Nicholls et al., 2020). Replikace flaviviri probiha ve dvou fazich. V casné fazi replikace je
polyprotein Stépen na jednotlivé proteiny pomoci NS3 virové proteazy a hostitelskych proteaz.
Nestrukturni proteiny se nasledné uskupuji do replikaéniho komplexu, ktery replikuje virovou
RNA (van den Elsen et al., 2021). V pozdni fazi replikace interaguji S§t€pené virové proteiny
s hostitelskymi bunéénymi proteiny. Sekundarni struktury lokalizované v 5° a 3° UTR virové
ssRNA napomahaji cyklizaci a syntéze komplementarniho negativniho fetézce RNA (Rastogi
et al.,, 2016). Z endoplazmatického retikula se nezralé viriony skrz lumen transportuji do
trans-Golgiho sité, jejiz nizké pH podporuje maturaci virioni. Dochazi zde k odstépeni
pr domény prM proteinu pomoci proteazy furinu a nasledné se z butiky uvoliuje zrala virova

castice (Nicholls et al., 2020).
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Obr. 1: Schéma zivotni cyklu viru TBE v infikované buiice (Pulkkinen et al., 2018).




2.1.3. Strukturni proteiny

2.1.3.1. E protein

Obalovy E protein o délce ~53 kDa je hlavni komponentou zralé TBEV Ccastice a jako dimer
je ukotven v jeji membrané. E protein hraje kli¢ovou roli v imunitni aktivaci, jelikoz jedna
zjeho Ctyf domén zahrnuje virové specifické epitopy rozpoznavané neutralizaénimi
protilatkami (Fiizik et al., 2018; Sanina et al., 2018). Protein také zprostfedkovava interakci
virové Castice s receptorem na povrchu hostitelské buriky a je diky nému umoznéna fuze
virového obalu s membranu endosomu po vstupu viru do buriky (Lattova et al., 2020). Co se
struktury E proteinu tyCe, 1ze ho definovat dle vySe zminénych domén. Tfi N-terminalni
domény, slozeny vétSinou z B-fetézct, pokryvaji povrch virionu. Doména I spojuje domény II
a III a také obsahuje jediné glykosylacni misto v TBEV, které se ukazalo byt dulezité pro
sekreci virové Castice z infikovanych bunék (Fiizik et al., 2018; Goto et al., 2005). Doména I1
obsahuje smycku nezbytné nutnou pro membranou fuzi v infikované buiice a umoznéni tak
dalsiho procesu replikace a translace virové RNA. Doména III je potom tou, ktera byla jiz
zminéna ve spojitosti s neutralizacnimi protilatkami, které po navéazani na tuto doménu
znemozni v hostitelské bunce prubéh konformacnich zmén vlivem pH nebo blokuji vazbu na
receptor. Doména IV je C-termindlni ¢asti E proteinu, ktera ho ukotvuje v membrané virové

castice (Fiizik et al., 2018, Bressanelli et al., 2004).

2.1.3.2. prM protein/M protein

M protein, takzvany membranovy, vznika z prekurzoru, prM proteinu o velikosti 25 kDa,
béhem maturace virionu vV trans-Golgiho siti plsobenim nizkého pH a naslednymi
konformacnimi zménami, které maji za dusledek odstépeni pr domény od prM proteinu. Pr
doména pied oddélenim zastdva ochrannou funkci a zabraiuje pred¢asné fuzi nezralych
viriont (Nicholls et al., 2020). M protein se sklada z jedné periferni membranové helix, dvou
transmembranovych helixi a N-terminalni smycky, ktera je mistem interakce s E proteiny
(Pulkkinen et al., 2018). Ve formé& dimeru spole¢né¢ s E proteinem tvofi heterotetramer a
zaroven 1 zéklad zralého virionu. Interakce M proteinu s doménou II a s transmembranovou

doménou E proteinu mu také zajistuje vetsi stabilitu (Fiizik et al., 2018).

2.1.3.3. C protein

C protein, také zvany kapsidovy protein, je glykoprotein o velikosti ~11 kDa tvorici
nukleokapsidu virové Castice a chranici tak nukleovou kyselinu obsazenou v ni. Struktura
kapsidového proteinu u TBEV nebyla dosud prozkoumana tak podrobné, jako protein E a M,

ale bylo potvrzeno, ze nukleokapsidové jadro neodpovida ikosaedrické symetrii (Fiizik et al.,
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2018). C protein je nezbytny pro sestaveni a zrani virovych €astic, a 1 proto je povazovan za
slibny cil eventudlniho 1€ku. V nezralém virionu je protein zabudovan v membrané
(oznacovan jako anchC) a jeho Stépeni virovou proteazou vytvari zraly C protein, ktery
nasledné iniciuje St€peni prM proteinu furinem. AnchC je zarover i signalnim peptidem pro

transport prM do lumenu endoplazmatického retikula (Zhang et al., 2021; Li et al., 2017).

2.1.4. Nestrukturni proteiny

2.1.4.1. NS1 protein

NS1 protein, ktery ma velikost 46-55 kDa, se vyskytuje ve dvou formach. Jako dimer je
intracelularni, volné v cytoplazmé nebo zakomponovan v membrané, kde je dulezity pro
replikaci virové RNA. Byla prokézana asociace NS1 s proteinem NS4, coz zaji§t'uje stabilizaci
a pomoc pii replikaci. Intracelularni NS1 interaguje s ribozomalnimi proteiny podjednotky
ribozomu 608, které se ucastni translace a nékterych extraribozomalnich funkci (Rastogi et
al., 2016). Naopak v hexamerické formé je secernovan do extracelularniho prostoru, coz ma
za nasledek vysoké hladiny specifickych protilatek, a mize proto byt vyuzit jako potencialni
diagnosticky marker pro flavivirové infekce v Casném stadiu onemocnéni. V neposledni fadé
je také dulezity v aktivaci toll-like receptort (TLRs) a inhibici komplementu (Girl et al., 2020,
Kubinski et al., 2020). Diky jeho dulezitosti ve virové patogenezi si protein NS1 ziskal

pozornost v kontextu vyvoje vakcin a terapeutik (Park et al., 2020).

2.1.4.2. NS2 protein
Nestrukturni protein 2 se vyskytuje ve dvou transmembranovych formach — NS2A a NS2B
(Yau et al., 2019).

Flavivirovy NS2A je hydrofobni protein o velikosti ~22 kDa asociovany s membranou a
ucastnici se replikace RNA. N-konec a C-konec NS2A jsou tvofeny §tépenim neznamou
hostitelskou proteazou a virovou protedzou NS3 v komplexu s NS2B (Zhang et al., 2019).
Vysoce specificky se vaze na 3° netranslatovanou oblast RNA a dalsi slozky replika¢niho
systému. Mimo to ma také lohu v modulaci antivirové interferonové odpoveédi a pfi sekreci

a tvorbé virovych Castic (Leung et al., 2008).

NS2B protein o velikosti ~14 kDa je integrovan v membrané a sklada se ze tfi domén:
N — konce, C — konce a centralni oblasti. Centralni hydrofilni oblast membranového proteinu
NS2B je v tésné interakci s proteinem NS3 a spojuje ho tak s membranou endoplazmatického
retikula. Spolecné pak s hostitelskymi protedzami specificky §tépi virovy polyprotein na

jednotlivé proteiny (Luo et al., 2015).



2.1.4.3. NS3 protein

NS3 protein o velikosti ~69 kDa zastava né€kolik nezbytnych funkci béhem virového
zivotniho cyklu. Jak jiz bylo zminéno, N-terminalni oblast NS3 funguje spole¢né s NS2B jako
proteaza Stépici virovy polyprotein. Kromé toho tento komplex slouzi jako replikacni centrum
flaviviru, moduluje virovou patogenezi a imunitni odpoveéd hostitele. C-terminalni doména je
aktivni jako RNA helikaza, nukleosid, RNA fosfataza a tcastni se replikace RNA a tvorby
virovych castic (Luo et al., 2015). Diky této Siroké Skale funkci je komplex NS2B-NS3 casto

sklonovanym cilem pro objevovani anti-flavivirovych 1éka.

2.1.4.4. NS4 protein
NS4 protein je v prubéhu prepisu zpracovan na dva zralé nestrukturni proteiny — NS4A a

NS4B (Guo et al., 2018).

NS4A je transmembranovy protein o velikosti ~16 kDa lokalizovany na endoplazmatickém
retikulu skladajici se z N-terminalni cytosolové oblasti a ¢ty transmembranovych segmentt
(pTMS; predicted transmembrane segments). Segment pTSM2 se nachazi pfevazné v lumenu
ER, pTMS 1, pTMS3 a pTMS4 jsou zabudovany v membrané, ptficemz posledni zmifiovany
funguje jako signalni molekula pro lokalizaci NS4B. Bylo prokézano, ze NS4A je zodpovédny

za remodelaci membrany vyvolanou flaviviry (Klaitong et al., 2021).

NS4B o velikosti ~27 kDa inhibuje odpovéd’ interferonti typu I (IFN a/B) prostfednictvim
inhibice signalni molekuly STATI, ktera zprostiedkovava antivirovy u€inek IFN (Blahove et
al., 2021). Flavivirovy NS4B protein je soucasti membrany a membranove vazanych virovych
replikacnich komplext. Je tedy schopen indukovat zmény na membrané ER za vzniku
odlisnych membranovych struktur, které poté poskytuji prostor pro virovou replikaci (Kaufusi

et al., 2020).

2.1.4.5. NS5 protein

NSS5 s velikosti 130 kDa je nejvétsSim a nejkonzervovanéj§im flavivirovym nestrukturnim
proteinem. Vznikl pfirozenou fuzi N-koncové metyltransferazy (MTazy) a C-koncové RNA-
dependentni RNA polymerazy. U nékterych flavivirt, jako je naptiklad West Nile virus, se
zapojuje do bunécnych drah a ma roli v uniku ze signalni drahy interferond prostfednictvim
inhibice fosforylace proteinovych komponent této drahy (Blahove et al., 2021; Wu et al.,
2020). Oblibenym cilem flavivirovych proteini NS5 pro modulaci IFN signaliza¢nich kaskad

za uCelem zajisténi perzistence viru je STAT2. Tento protein je nezbytny pro vyvoj



transkripénich komplexti zapojenych do signalizace IFN typu I a III a NS5 indukuje jeho
degradaci. (Thurmond et al., 2018).

3 UNS2B
Cpr@ E NST | NS2A NS3
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}Signal peptidase {Golgi protease 7 NS3 protease

Obr. 2: Schéma genomu TBEV a enzymi Stépicich virovy polyprotein. (Pfevzato z:

https://viralzone.expasy.org/24?outline=all by species).

2.2. Imunitni reakce na TBEV

2.2.1. Patogeneze TBE

Virus po vstupu do buiky zdolava nékolik bariér snazicich se zabranit jeho Sifeni. Prvni,
kozni bariéra je zdolana jiz pfi samotném prisati klistéte na hostitele. Klistéci sliny obsahuji
latky, které viru napomahaji k rozSifeni infekce, ale také ovliviiuji reakci hostitele,
homeostazu, zanét a oba typy imunitni odpovédi na patogen. Po pfisati klistéte se virus
replikuje v Langerhansovych burikach a neutrofilech v kizi, odkud je dale transportovan do
lymfatickych uzlin, kde dochézi k primarni virémii. Odsud je virus Sifen do dalSich organt,
hlavné tedy do sleziny, jater a kostni dfen¢, kde dochazi k dalsi replikaci a sekundarni virémii.
V posledni fazi infekce zdolava virus hematoencefalickou bariéru a napada tak nervovou
soustavu. Pfesny mechanismus poruSeni hematoencefalické bariéry je stale predmétem mnoha
diskusi, avSak byly stanoveny Ctyfi mozné cesty, kterymi virus tohoto cile dosahuje.
Moznostmi se zda byt pfima infekce mikrovaskularnich endotelidlnich bunék, infekce pres
¢ichové neurony, infekce pies periferni nervy ¢i difuze viru mezi endotelialnimi burikami

kapilar. Po prekroceni hematoencefalické bariéry se virus replikuje v mnoha ¢astech mozku a


https://viralzone.expasy.org/24?outline=all

nasledné jsou pak nejCastéji pozorované lymfocytarni meningealni a perivaskularni infiltraty
s mikroglialnimi noduly a neuronofagie jako dasledek infekce nervové soustavy zpusobené

TBEV (RitZek et al., 2019; Haglund et al., 2003; Bogovic et al., 2010).

2.2.2. Vrozena imunita

Jako prvni na vstup patogenu do organismu reaguje vrozena imunita, pro kterou jsou
typické chemické a anatomické bariéry a také imunitni buiky, jako napfiklad makrofagy,
NK buriky, monocyty, dendritické buiiky nebo neutrofily. Tyto buiiky exprimuji receptory
rozpoznavajici molekularni vzory (PRR, pattern recognition receptor), které rozpoznavaji
patogen-asociované molekularni vzory (PAMP, pathogen-associated molecular pattern).
U viru klistové encefalitidy funguje jako PAMP jeho nukleova kyselina, tedy RNA, ktera je
rozpoznavana zejména pomoci Toll-like receptord (TLR) 3, 7, 8 a 9. Tyto receptory jsou
intracelularni a nachazi se na endoplazmatickém retikulu, endosomech a lysosomech.
Pri infekci RNA viry se také jako dualezity prokazal RIG-I like receptor (retinoic-acid-
inducible gene 1) a MDA-5 (melanoma differentiation-associated protein-5) (Kubinski et al.,
2020; Kawasaki et al., 2014; Lindqvist et al., 2018). Tyto dvé RNA helikazy pfi rozpoznani
virové RNA aktivuji transkripéni faktory IRF3 a IRF7 indukujici interferonovou stimulaci
vedouci k produkci interferonu typu I (IFN-I), ktery je hlavnim aktérem v navozeni
antivirového stavu (Saitoh et al., 2011). Draha IFN-I podporuje zpozdéni virové replikace a

aktivaci efektorovych bunek (Klaitong et al., 2021).

2.2.3. Adaptivni imunita

Co se adaptivni imunity tyce, klicovou roli v ochrané proti flavivirovym infekcim hraje
specifickd humoralni a bunéfnd imunita zahrnujici neutralizaéni a komplement fixujici
protilatky, T buriky s pamétovymi, cytotoxickymi i pomocnymi funkcemi (Kubinski et al.,
2020). Virové antigeny jsou vystaveny na povrchu infikované buiky pomoci hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC) tfidy I, odkud jsou rozpoznavany cytotoxickymi CD8+
T burikami. Ty v dusledku toho zprostfedkovavaji pfimé odstranéni infikovanych bunék a
produkuji antivirové cytokiny. CD4+ T buiky rozpoznavaji virové antigeny spojené s
MHC tfidy II na povrchu antigen prezentujicich bunék a v navaznosti na to produkuji cytokiny
a aktivuji B lymfocyty, jejichz aktivace vede k produkci protilatek (Li et al., 2017; Girl et al.,
2020).



2.2.4. Projevy onemocnéni a diagnostika

Vétsina pripadu infekce virem klistové encefalitidy byva asymptomaticka, coz je hlavnim
divodem toho, pro¢ byva diagnostika klistové encefalitidy obtiznou disciplinou. Inkubacni
doba onemocnéni se ruzni, obvykle je to 7-14 dni, ale mize byt prodlouZena az na jeden mésic
po prisati klistéte. Pokud se projevi symptomy, jsou ¢asto velmi nespecifické. V pocatecni fazi
muze byt pfitomna horecka, inava, nevolnost a bolesti hlavy a téla. V této prvni fazi lze také
pozorovat leukopenii, trombocytopenii a mirné zvysené sérové transaminazy. Ve druhém
stadiu se infekce muze projevit jako lehka meningitida az tézka encefalitida s myelitidou (nebo

bez ni) a mize byt také pfitomna paralyza patefe.

Pfi analyze mozkomisniho moku pozorujeme pleocytézu s normalni hladinou glukozy a
laktatu a mirn€ zvySenou hladinou bilkovin. V €asném stadiu pievazuji polymorfonuklearni
bunky, které pozdéji nahrazuje dominance lymfocytd. V krvi muze byt zvySeny pocet bilych

krvinek, koncentrace C-reaktivniho proteinu a rychlost sedimentace erytrocytt byva normalni.

Vzhledem k témto nespecifickym pfiznakim, které se pfili§ nelisi od jinych virovych
meningoencefalitid, je hlavni diagnostickou metodou stanoveni protilatek. Vyuziva se
zejména metody ELISA a stanovuje se ptritomnost IgM a IgG protilatek (Bogovic et al., 2010;
Lindquist et al., 2008; Barp et al., 2020).

2.3. Protilatky

Protilatky, nebo také imunoglobuliny, jsou produktem adaptivni imunitni odpovédi na
vnéjsi antigen, kterym mohou byt viry, bakterie nebo houby. Konkrétné jsou imunoglobuliny
produkovany B burikami lymfocytarni fady bilych krvinek, také znamych jako plazmatické

bunky (Salvo et al., 2020).

Molekula imunoglobulinu (viz Obr. 3) se sklada ze dvou polypeptidovych tézkych (H) a
dvou lehkych (L) fetézct navzajem spojenych disulfidickymi mustky (Yu et al., 2020). Tézké
retézce se vyskytuji v tfidach p, 6, o, v a €, coz odpovida nasledné celému typu protilatky,
ktery mize byt IgM, IgD, IgA, IgG nebo IgE, pficemz u lidi se nejcastéji vyskytuje IgG.
U lehkych fetézch odliSujeme pouze dva typy — kappa (k) a lambda () (Maibom-Thomsen et
al., 2019). Kazdé rameno obsahuje fragment zvany antigen vazajici oblast (Fab), ktery se
sklada z variabilni (-NHz) a konstantni (-COOH) domény aminokyselinovych sekvenci. Na
lehkém fetézci mizeme nalézt pouze jednu konstantni doménu, zatimco tézké retéze obsahuji
tfi az Ctyfi tyto domény. Variabilni oblast je pouze jedna na konci kazdého tfetézce (Schroeder

et al., 2010). Koncova variabilni doména zahrnuje tfi oblasti zvané komplementaritu urcujici



oblasti (complementarity-determing regions, CDRs), pfi¢emz ze spojeni CDRs lehkého a
tézkého fetézce vznika paratop, ktery je schopen se vazat na epitop antigenu (Salvo et al.,

2020).
Fc fragment Fab fragment
lehky fetézec

tézky retézec

pantova oblast

konstantni ¢ast

N

variabilni
cast

vazne misto
pro anitgen

Obr. 3: Struktura monomerni imunoglobulinové ¢astice (Gensky M., 2010).

2.3.1. Produkce protilatek

Protilatky obecné jsou produkovany B lymfocyty. Vyvoj B bunék je zapocat v kostni dfeni
z multipotentnich kmenovych bunék, které nasledné davaji vzniknout progenitorim pro
myeloidni a lymfoidni fadu. Lymfocyty a NK buiky vznikaji z lymfoidniho progenitoru, na
rozdil od progenitoru myeloidniho, ktery dava vzniknout erytrocytim, leukocytim a
megakaryocytim. Pro lymfocytarni fadu je vyvoj slozitou zalezitosti vzhledem ke své funkci
v imunitnim systému a probiha zasadné v primarnich (thymus a kostni dferi) a sekundarnich

(lymfatické uzliny a slezina) lymfatickych organech.

T lymfocyty se diferencuji v thymu, kde zaroven dochéazi ke kontaktu s dendritickymi
bunkami a makrofagy, které se timto kontaktem nebo produkci specifickych cytokint spousti
dozravani T lymfocytd na CD4+ T lymfocyty (tzv. helper nebo pomocné) a na
CDS8+ lymfocyty (tzv. supressor nebo cytotoxické). B lymfocyty se diferencuji v kostni dieni.
Spolecné pak opousti primarni lymfatické organy a setkavani se s antigenem ve formé
infek¢niho agens, nadorovymi burikami apod. V této chvili se z naivnich bunék stavaji buiky

pamétové nebo efektorové (Horejsi et al., 2005; Yau et al., 2019).
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2.3.2. Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky (MAbs) maji monospecificku povahu a jsou produkovany jednim
klonem identickych B lymfocytt, které jsou vysoce afinni a specifické proti jednomu
antigennimu epitopu (Parray et al., 2020). Monospecifita téchto protilatek je vyuzitelna
pfi hodnoceni zmén v konformaci molekuly, proteinovych interakci nebo fosforylac¢nich
stavech. Nevyhodou MAbs jsou omezeni v jejich pouzitelnosti, ktera mohou vznikat
pii zméné struktury epitopu v disledku napt. genetického polymorfismu, denaturace nebo
glykosylace, coz mize ve vysledku vyznamné ovlivnit jejich funkci. Vyhodou vsak zlstava,
ze po vytvoreni produkéniho hybridomu ziskavaji MAbs obnovitelny zdroj a mohou byt

konstantn€ generovany (Lipman et al., 2005).

MADbs maji schopnost se vazat na virus a neutralizovat ho v téle infikovaného pacienta, coz
je hlavni charakteristicky rys, ktery se vyuziva v jejich vyuziti pfi [é¢bé virovych onemocnéni.
Problémem zistaval fakt, ze ptiprava téchto protilatek pomoci hybridomové technologie méla
za vysledek pro cClovéka cizorodé mysi protilatky a jejich aplikace vyvolavala u lidi
komplikace ve formé tvorby protilatek HAMA (human anti-mouse antibodies) (Cwiertka et
al., 2004). Postupem casu se rozvinula vyroba lidskych, humanizovanych a chimérickych
monoklonalnich protilatek, ¢imz se snizil vyskyt nezadoucich imunitnich odpovédi. Mysi
MADs ziskaly vSechny své slozky z mysi, lidské naopak z lidi. Humanizované MAbs maji
CDRs ziskané z mysi, zatimco u chimérickych MAbs je variabilni oblast mysi protilatky

fuzovana s konstantni oblasti lidské protilatky (Jin et al., 2021).

Monoklonalni protilatky maji Siroké wvyuziti, byly schvaleny k Ié€bé onemocnéni
onkologickych, autoimunitnich, kardiovaskularnich, respiracnich, neurologickych a mnohym
dalSim. Jsou vyuzivany také pro snizeni morbidity onemocnéni, modifikaci progrese
onemocnéni a potencialni zménu anatomického vyvoje (Weiner et al., 2015; Pelletier et al.,

2020).

2.3. Hybridomova technologie

Hybridomova technologie byla poprvé popsana Kohlerem a Milsteinem jiz v roce 1975
(Kohler et al., 1975). Cilem této metody je vytvofit buiky produkujici monoklonalni
protilatky proti konkrétnimu patogennimu agens. Samotné B lymfocyty neni mozné pouzit
z divodu jejich pomalého ristu a vysoké citlivosti. Vyuziva se tak vlastnosti myelomovych
bunek, které jsou, co se rustu a citlivosti tyCe, pravym opakem B lymfocytd. Spojenim téchto

dvou bunécnych linii ziskame jiz zminiované hybridomové buriky, které pak nesou vlastnosti
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obou. Hybridomy tedy maji schopnost produkce protilatek, velmi vysoké odolnosti a

schopnost rychle se délit (Holzlohner et al., 2017).

Hybridomova technologie je postavena na tfech dilezitych pilifich potfebnych pro uspésné
dokonceni celé této metody. Prvni z nich je sterilni prace a spravné vybaveni pro tuto praci.
Je nutné pracovat dle danych zasad sterilni prace a vyhnout se tak pfipadnym kontaminacim.
Druhou nezbytnosti je inkubator se stabilni teplotou a potfebnou koncentraci CO- pro udrzeni
hybridoma v rastové fazi po celou dobu provadéni této metody. Dalsi nepostradatelnou
soucasti tohoto procesu je mrazici nadoba s tekutym dusikem. Hybridomova technologie je
Casoveé narocna metoda. Od pocatku pokusu az po tspé€snou vyrobu produkcnich hybridoma
ubéhne i1 nékolik mésicut, proto je nutné hybridomy v prubéhu, a hlavné vysledné produkéni
hybridomy, zamrazit a uchovavat pfi nizké teploté, aby nedoslo k jejich znehodnoceni a

zaroven tak ke ztraté vysledkl celé prace (Hurrel, 1982).

Prvni fazi metody je imunizace modelového organismu patogennim agens, proti kterému
pozadujeme specifitu vysledné protilatky. Imunizace organismu spusti kaskadu imunitnich
odpoveédi, na jejimz konci dojde k aktivaci B bunék, u kterych dochazi k produkei protilatek.
Nejvétsi koncentrace téchto bunck je v lymfatickych organech zivocicha, zejména tedy
ve slezing, ktera je nasledné odebrana pro zpracovani. In vitro kultivovana linie myelomovych
bunék je fuzi spojena se ziskanymi splenocyty a da vznik hybridomovym butikdm, pro jejichz
selekci se vyuziva medium obsahujici hypoxantin, aminopterin a thymidin. V tomto mediu
prezivaji pouze buriky nesouci enzym hypoxantin-guanin fosforibosyl transtérazu (HGPRT) a
thymidin kindzu. Myelomové buiky tento enzym nemaji, lymfocyty ano, ale vzhledem

vees

bunky (viz Obr. 4).

Takto ptipravené hybridomové buiky produkuji polyklonalni protilatky. Jejich klonovanim
ziskame specifické kolonie vyrostlé z jedné buriky, produkované protilatky jsou v této fazi jiz
monoklonalniho charakteru a jsou ur€eny k dalSimu vyuziti (Pelletier et al., 2020; Holzlohner

et al., 2017; Limpan et al., 2005).
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Obr. 4: Schéma pfipravy monoklonalnich protilatek pomoci metody hybridomové technologie

Prevzato z:
https://biocyclopedia.com/index/genetics/genetic_engineering and_biotechnology hybridoma_and

monoclonal antibodies/hybridoma and the production _of monoclonal antibodies.php.
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3. Cile prace

1) Priprava monoklonalnich protilatek proti viru klistové encefalitidy.
2) Optimalizace detek¢énich metod.

3) Charakterizace monoklonalnich protilatek.
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4. Materialy a metodika

4.1. Kultivace bunécnych linii

Pro kultivaci a pasaze bunécnych linii byly pouzity bunécné linie a media uvedena v tabulce

Tab. I: Pouzité bunécné linie a media pro kultivaci a pasaze.

NAZEV SPECIFIKA/SLOZENI/KONCENTRACE

adenokarcinomové lidské alveolarni bazalni
Bunécéna linie A549 o
epitelialni burky

Bunécna linie SP2/0-Ag14 my$i myelomova B-bunééna linie

Kultivaéni medium DMEM

) DMEM, 10% BOEFES, glutamin, ATB
(Biosera; kat. ¢. LM-D1102)

RPMI-1640, 10% BOFES, 0,1% 2-
merkaptoetanol, glutamin, 1% ATB (PNC,
SMC, fungizol)

Kultiva¢ni medium RPMI-1640
(Biowest, kat. ¢. L0490)

Trypsin

1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 18 mM KH2PO4,

10 x PBS pufi
0 x PBS pufr 100mM Na2HPO4, dH20; pH 7.4

4.1.1. SP2/0-Ag14 bunky

Tyto buiky byly kultivovany a pasazovany za uCelem hybridomové fuze s mySimi
slezinnymi burikami. Buriky byly kultivovany v kultivaéni lahvi v mediu RPMI-1640 a
pasazovany pii konfluenci 70-80%. Pred kazdou pasazi bylo medium zahtato na teplotu 37°C
ve vodni lazni. Z adherovanych bunék bylo odebrano staré medium, ptfidany 2 ml nového
media a buiiky byly uvolnény pipetou, pfipadé Skrabkou. Bunécna suspenze o objemu 1 ml

byla doplnéna Cerstvym mediem na pozadovany finalni objem. Pasaze byly provadény obden.

4.1.2. A549 buiiky

Tyto buniky kultivovany za ucelem jejich vyuziti pii imunofluorescenci a tvorbé bunéénych
lyzati. Byly kultivovany v kultivacni lahvi v DMEM mediu zahtatém na teplotu 37°C a
pasazovany pii stejné konfluenci jako buriky vySe zminéné. Z adherovanych bunék bylo
odebrano staré medium a butiky byly 2x oplachnuty 1xPBS pufrem. Bylo pfidano 0,5 ml
trypsinu, kterym se buriky omyly a poté byl odsan. Nasledné se ptidalo znovu 0,5 ml trypsinu,

jehoZz pusobeni pii 37°C po dobu cca 2 minut zptuisobi uvolnéni bunék ode dna kultivacni lahve.
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Po této dobé se pridaly 2 ml kultivacniho media, buiiky se rozsuspendovaly, ponechal se pouze

1 ml suspenze a doplnil na pozadovany objem Cerstvym mediem.

4.2. Viry klist'ové encefalitidy

Termosenzitivni mutant TBEV TS-280 je pfirozené¢ avirulentni kmen viru klis§tové
encefalitidy, ktery byl izolovan z klistat I ricinus v roce 1987 v Ceské republice. Kmen
Neudorfl byl vyizolovan v Rakousku v roce 1971 z infikovaného klistéte 1. ricinus. Kmen
Hypr byl ziskan izolaci vroce 1953 v Ceské republice zkrve détského pacienta

s diagnostikovanou klistovou encefalitidou. Kmeny byly ziskany pomnozenim ve Vero
bunkach.

4.3. Hybridomova technologie

Materialy a reagencie pouzité pii metodé hybridomové technologie popisuje tabulka (Tab.

D).

Tab. II: Materialy a reagencie pouzité pro hybridomovou technologii.

NAZEV SPECIFIKA/SLOZENI/KONCENTRACE
Mysi BALB/c VELAZ Praha, dosp¢lé samice SPF
Virus TBE termosenzitivni mutant TBEV TS-280
Kultivaéni medium RPMI-1640 bez ATB RPMI-1640, 10% BOFES, 0,1% 2-
(Biowest, kat. ¢. L0490) merkaptoetanol, glutamin
Kultiva¢ni medium RPMI s ATB RPMI-1640, 10% BOFES, 0,1% 2-
(Biowest, kat. ¢. L0490) merkaptoetanol, glutamin, 1% ATB
Polyetylenglykol
(Sigma-Aldrich, Co.: kat. &, P7181) Polyethylene glycol solution, Hybri-Max™
HT suplement HT Media Supplement (50x) Hybri-Max™;
(Sigma-Aldrich, Co.; kat. ¢. HO137) 2ml/100ml media
HAT suplement HAT Media Supplement (50x) Hybri-Max™,
(Sigma-Aldrich, Co.; kat. ¢. H0262) 2ml/100ml media
DMSO

) Dimethyl sulfoxide, >99.5%
(Sigma-Aldrich, Co.; kat. ¢. D4540)

4.3.1. Infekce mysSi

Mysi byly imunizovany virem klistové encefalitidy, konkrétné kmenem TS-280.
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My3 & 1 byla imunizovéna intraperitonealné davkou 10° PFU. Pro imunizaci mysi ¢. 2,
ktera probéhla stejnym zplisobem, bylo pouzito 10* PFU. Objem injektovaného viru byl u
obou davek 100 pl.

Mysi €. 1 byla po 4 tydnech podana druha davka, tzv. booster, o stejné koncentraci a
stejnym zpusobem, jako byla podana davka prvni. Tieti den po aplikaci boosteru byla

provedena flze slezinnych bun¢k s buiikami SP2/0 — Agl4.

4.3.2. Odebrani sleziny a krve

Tteti den po aplikaci boosteru byla my§ €. 1 uspana v éterové narkoze, byla vykrvena
z ramenniho pletence a byla ji odebrana slezina pro néslednou separaci slezinnych bunék.
Odebrana krev byla pouzita na kontrolni test pfitomnosti protilatek provedeny pomoci

imunofluorescence.

4.3.3. Hybridomova fuze
Vyjmuté slezina byla umisténa do media bez séra. Splenocyty byly ziskany protlacenim
sleziny skrz sitko a dvojim promytim mediem bez séra o obejmu 5 ml. Nasledné byla

provedena centrifugace pii 160 g po dobu 5 minut.

Pro myelomové SP2 buinky plati, ze pro fuzi jsou potieba v log fazi ristu, coz vyzaduje
vyménu jejich media jeden den pted fuzi. V den fuze byly myelomové buiiky dvakrat promyty
v centrifugacni zkumavce mediem bez séra a nasledné smichany se splenocyty. Doporuceny

pomér je 10® splenocytti na 3x10” myelomovych bunék.

Smés bunék byla centrifugovana v centrifugacni zkumavce (50ml) pifi 230 g po dobu 5
minut, nasledné byl odsan supernatant do sucha, zkumavka ponotfena do vodni lazné€ (37°-
39°C) a béhem 1 minuty byl kbuinkam piikapavan 1 ml vytemperovaného roztoku
polyethylenglykolu za stalého michéani Spi¢kou pipety. Smés byla michéana jesté dal§i minutu
a poté se za stalého michani po dobu 10 minut pfidavano 10 ml vytemperovaného media.
Buriky byly zcentrifugovany (230 g, 5 minut), rozsuspendovany ve 200 ml kultivaéniho media
s HAT (2ml/100ml media) a rozpipetovany po 200 pl do 10 96-jamkovych paneld. Inkubace
probihala pii 37°C a 5% COx.

Po 3 az 4 dnech inkubace se zaCaly objevovat prvni kolonie hybridomovych bunék.
Po 10 az 14 dnech byly kolonie dostate¢né narostlé a byl odebran vzorek media pro test na
produkci protilatek. Produkyjici hybridomové buiiky byly pasazovany, pomnoZeny a

zamrazeny pro dal$i mozné vyuziti.
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4.4. Klonovani hybridomu

4.4.1. Metoda klonovani

Metoda je zalozena na limitnim fedéni, které se provadi za ucelem ziskani bunécné
monoklonalni populace z polyklonalni smési bunék. Toho dosahneme vytvorenim fedéni
bunécné suspenze tak, aby po vyseti pozadovaného objemu na kultivacéni desku kazda jamka
obsahovala pouze jednu buiku, ze které nasledné vyroste monoklonalni kolonie bunék.
Produk¢ni hybridomoveé buriky byly spo€itany v Biirkerové komirce, byla vypocitana jejich
koncentrace na 1 ml a natedily se v kultivaénim mediu s HT (2 ml/100 ml media) tak, aby ve
200 pl byla jedna nebo pét bunék. Tato suspenze se poté rozpipetovala po 200 ul do 96
jamkovych paneld. Po 7 az 10 denni inkubaci se panely prohlizely pod mikroskopem a na
produkci monoklonalnich protilatek byly testovany jamky, ve kterych byla pfitomna pouze

jedna kolonie bunék.

4.5. Testovani produkce pomoci imunofluorescence

Pro testovani hybridomu na produkci protilatky byly pouzity materialy a reagencie zminéné

v tabulce (Tab. III).

Tab. III: Materialy a reagencie pouzité pro imunofluorescenci.

NAZEV SPECIFIKA/SLOZENI/KONCENTRACE
1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 18 mM KH,POy,
100mM Na,HPO,, dH,O; pH 7,4

PBS-T 1 x PBS, 0,01% Tween 20
Kultivaéni medium DMEM
(Biosera; kat. ¢. LM-D1102)

10 x PBS pufr

DMEM, 10% BOEFES, glutamin, ATB

adenokarcinomové lidské alveolarni bazalni
Bunécéna linie A549 o
epitelialni burky

Aceton (CH3COCH3), Methanol (CH3;0H),

Fixaéni roztok

fedéni 1:1
Bloka¢ni roztok 10% BOFES v PBS
Vir TBE kmen Neudorfl, stock 10" PFU
Primarni protilatka Mouse Anti-Flavivirus group antigen
(EMD Milipore Corp.; kat. ¢. MAB10216) monoclonal antibody; fedéni 1:250 v PBS-T

Anti-mouse IgG (H+L), F(ab')2 Fragment
(Alexa Fluor® 488 Conjugate); fedéni 1:500
v PBS-T

Sekundarni protilatka

(Cell Signaling Technology, Inc.; kat. ¢. 4408)
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4.5.1. Nasazeni, infekce, fixace bunék

Byla spocitana koncentrace AS549 bunék kultivovanych v DMEM mediu pomoci
Biirkerovy komiirky a nasledné nafedéna na potfebnou koncentraci, tzn. 10* bun&k/200 pl
media. Tento objem byl nasledné napipetovan do kazdé jamky 96 jamkového panelu. Takto

nasazené buriky se inkubovaly 24 hodin pii 37°C a 5% COa-.

Po 24 hodinové inkubaci byly buriky adherované v jamkach panelu infikovany. Virovy
stock byl nafedén v kultivaénim mediu tak, aby vysledna koncentrace odpovidala MOI 1, coz
odpovida koncentraci 10° PFU/ml. Z bunék bylo odebran medium a do kazdé jamky bylo
ptidano 100 pl virového roztoku natedéného na pozadovanou koncentraci. Takto pfipravené
panely byly ponechany 24 hodin pii 37°C a 5% CO.. Zarovei byl pfipraven fixacni roztok

acetonu a methanolu v poméru 1:1, ktery byl vychlazen v mrazéku na -20°C.

Nasleduyjici den byly infikované buriky fixovany. Z jamek byl odebran virovy roztok a po
pridani fixa¢niho roztoku byly buriky inkubovany po dobu 10 minut v lednici. Nasledné byl
odebran fixacni roztok a k fixovanym burikam bylo ptidano 150 ul PBS. Takto fixované buriky

jsou piipraveny pro samotnou imunofluorescenci.

4.5.2. Imunofluorescence
Prvnim krokem imunofluorescenéniho barveni je blokace. Byl pfipraven blokacni roztok
(viz Tab. III). Z bunék bylo odebrano PBS a do kazdé jamky bylo pfidano 50 pl blokac¢niho

roztoku. Inkubovano po dobu 30 minut pii pokojové teplote.

Po 30 minutach byl odstranén blokacni roztok a do kazdé jamky ptidano 50 pl primérni
protilatky fedéné 1:250 v PBS-T. Inkubace probihala ve vlhké komurce pii 37°C po dobu 1 h.
Po uplynuti inkubacni doby byly jamky promyty PBS-T 3% po dobu 5 minut.

Po promyti a odstranéni PBS-T bylo piidano 50 pl znacené sekundarni protilatky rfedéné
1:500 v PBS-T s naslednou inkubaci ve vlhké komurce pii 37°C po dobu 1 h. Nasledné byly
jamky opét promyty PBS-T 3x po dobu 5 minut. Poté byl odstranén promyvaci roztok a do
kazdé jamky bylo napipetovano 150 pl PBS pro zabranéni vyschnuti bunék. Takto pfipravené
buriky byly prohlizeny pod fluorescenénim mikroskopem. Panely byly uchovany v alobalu

bez pristupu svétla v lednici po dobu nékolika tydni.

Cast pozitivné testovanych kolonii byla zamraZena a ¢ast byla dal pasazovana. Zaroveil
bylo sbirano kultivacni medium obsahujici protilatku, které bylo nasledné pouzito na dalsi

testovani.
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4.6. Western blot

4.6.1. Priprava bunéénych lyzatu
Materialy a reagencie pouzité pro pfipravu bunécnych lyzati jsou znazornény v tabulce

(Tab. IV).

Tab. IV: Materialy a reagencie pouzité pro piipravu bunécnych lyzata.

NAZEV SPECIFIKA/SLOZENI/KONCENTRACE

adenokarcinomové lidské alveolarni bazalni
Bunééna linie A549 o
epitelialni burky

Viry TBE kmeny Neudorfl, Hypr

150 mM NaCl, 1.0% IGEPAL® CA-630,
0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50

mM Tris, pH 8.0; NaF (42 mg/10 ml)

RIPA Buffer
(Sigma-Aldrich, Co.; kat. ¢. R0278)

Inhibitory proteaz EZBlock™ Protease Inhibitor Cocktail,
(BioVision Inc.; kat. ¢. K272) EDTA-Free
Orthovanadi¢nan sodny Na3;VOys, inhibitor ATPaz a fosfataz

Buiiky A549 byly nasazeny do tif kultivaénich lahvi o objemu 25 cm? v poétu 1x10° bunék
a nechaly se adherovat po dobu 24 hod. Nasleduyjici den se z adherovanych bunék odstranilo
medium a piidalo se 5 ml kultivaéniho media obsahujiciho 2x10° virovych &astic (odpovidajici
MOI 2). Toto bylo provedeno pro kmen Neudorfl i Hypr. Do tfeti lahve bylo pfidano medium
z neinfikovanych bunék. Buiky byly inkubovany do nasledujiciho dne.

24 hodin po infekci byly buiky lyzovany. Nejprve byl namichéan lyzacni roztok. K RIPA
pufru s NaF byl pfidan proteazovy koktejl (v poméru 1:100) a NazVO4 (v poméru 1:100).
Inhibitory byly k pufru pfidany az bezprostfedné pied pouzitim a cela prace probihala na ledu.
Z kultivacnich lahvi s infikovanymi butikami bylo odebrano medium, do kazdé lahve bylo
pfidano 500 pl lyza¢niho roztoku s inhibitory a ponechano 15 minut na ledu. Po inkubaci byly
zlyzované buiky pfeneseny do ependorfky (seSkrabnuto ze dna kultivacni lahve Skrabkou a
pipetou odebrano) a stoCeny 10 min pii 13 550 g v pfedem nachlazené centrifuze na 4°C.
Supernatant (= proteinovy lyzat) byl prenesen do Cisté ependorfky a uchovavan pti teploté

-20°C.
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4.6.2. SDS-PAGE elektroforéza a blotovani

Materialy a reagencie pouzity pro piipravu gelt, elektroforézu a blotovani jsou

zaznamenany v tabulkach (Tab. V a Tab. VII).

4.6.2.1. Priprava gelu

Tab. V: Reagencie pouzity pro piipravu gelt.

NAZEV

SPECIFIKA/SLOZENI/KONCENTRACE

dHO

Bisacrylamide

(VWR International, LLC; kat. ¢. 0311)

Acryl/Bis™ 29:1, 40%

4 x Tris-Cl/SDS

1,5 M TRIS, 0,4% SDS (pH 8,8);
0,5 M TRIS, 0,4% SDS (pH 6,8)

APS Ammonium persulfate, 10% (1g APS na 10ml
(Sigma-Aldrich, Co; kat. ¢. A3678) miliQ H,O)
TEMED N,N,N’,N'-tetramethylenediamine, Ultrapure,
(VWR Inernational, LLC; kat. ¢. 0761) >99%
C3;HzO

Isopropanol

Gely byly pfipraveny den pied samotnym provedenim western blotu. Pi pfiprave gelu je

dilezité ptidat APS a TEMED az té€sné pred nalitim (jsou iniciatorem a katalyzatorem

polymerizace). Pozadovany gel byl pfipraven dle mnozstvi reagencii uvedenych v tabulce

(Tab. VI), ptfi¢emz procento gelu se odvijelo od velikosti detekovaného proteinu.

Tab. VI: Tabulka pro piipravu gelt.

Separacni gel 6% 7,5 % 8% 10% 12%
40% Bisacrylamide 2,25 ml 2,8 ml 3 ml 3,75 ml 4,5 ml
4x Tris-Cl/SDS - pH 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml
8,8
H,O 9 ml 8,45 ml 8,25 ml 7,5 ml 6,75 ml
10% APS 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul
TEMED 12 ul 12 ul 12 ul 12 ul 12 ul
Koncentracni gel
40% Bisacrylamide 490 pl
4x Tris-Cl/SDS - pH 1,25 ml
6,8
H,O 3,2 ml
10% APS 30 ul
TEMED 6 ul
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Namichany separac¢ni gel byl nalit do sestavené aparatury jako prvni, na néj bylo navrstveno
250 pl isopropanolu na jeden gel a nechano pfiblizn€ hodinu tuhnout. Pfed nalitim
koncentracniho gelu byl isopropanol odebran a gel byl oplachnut destilovanou vodou.
Nasledné byl nalit koncentracni gel, vloZzen pozadovany hiebinek a ponechan polymerizovat
pfiblizn€ 20 minut. Takto pfipraveny gelu byl ulozen ve vlhkém ubrousku a saku do lednice

a pfipraven k pouziti.

4.6.2.2. Elektroforéza a blotovani

Tab. VII: Materialy a reagencie pouzité pro elektroforézu a blotovani.

NAZEV SPECIFIKA/SLOZENI/KONCENTRACE
15,1 g TRIS, 72 g glycin, 5 g SDS, 1000 ml
10 x ELFO pufr
H,O
ELFO marker PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder,
(Thermo Scientific™; kat. ¢. 26619) 10 to 250 kDa
23,24 ¢ TRIS base, 86,66 g NaCL, 800 ml
10 x TBS
H,O0, pH 7,5
Tween® 20
. Polyethylene glycol sorbitan monolaurate
(Sigma-Aldrich, Co.; kat. ¢. P1379)
Promyvaci roztok TBS-T, 1 x TBS, 0,1% Tween20
15,5 g TRIS, 72 g glycin, 2,5 g SDS, 500 ml
10 x Transferovy pufr
H,O
Methanol
CH;0H
(Lach-ner, s.r.o.; kat. ¢. 20038-AT0-M1000-1)
PVDF membrana PVDF Transfer Membrane, 0.45 um, 26.5
(Thermo Scientific ™; kat. ¢. 88518) cmx 3.75m
2- Mercaptoethanol C2HeSO
4 x Laemmli Sample Buffer premixed 4x Laemmli protein sample buffer
(Bio-Rad Laboratories, Inc.; kat. ¢. 1610747) for SDS-PAGE

Byla pripravena elektroforeticka aparatura, do které byla umisténa sklicka s gely a
upevnéna svorkami. Skli¢ka byla zalita 1 x ELFO pufrem (100 ml 10 x ELFO pufru + 900 ml
H>0) a nasledné byl vytazen hiebinek. Do jamek byly nanaSeny vzorky, které byly pfipraveny

timto zptsobem:
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e pfiprava nanaSeciho pufru (4 x Laemmli Sample bufferu s merkaptoethanolem
v pomeéru 9:1)
e smichani vzorkl s loading bufferem v poméru 3:1

e inkubace vzorkd 3 min pii 95°C

Takto pripravené vzorky byly naneseny do jamek gelu v objemu 30 pl na jamku a do jedné

jamky byl napipetovan marker o objemu 4 pl.

Aparatura byla pfipojena do zdroje, ktery byl nastaven na hodnoty 80 mA a 250 V (hodnoty
pro 2 gely) a nechala se probéhnout elektroforéza po dobu 1 hod.

Nasledné byl ptipraven tzv. ,,sandwich“ pro blotovani, ktery skladame v tomto poradi:

3 vrstvy filtra¢niho papiru
PVDF membrana

gel se separovanymi proteiny

P w N

3 vrstvy filtra¢niho papiru

Pred slozenim sandwiche na aparaturu byla membrana aktivovana namocCenim do
methanolu a kazda komponenta sandwiche byla namocena do 1 x Transfer pufru (100 pl 10 x
Transfer pufru + 200 pl methanolu + 700 ul H20). ,,Semi-dry“ blotovaci aparatura byla
pfipojena ke zdroji, nastavena na 126 mA, 250 V (pro blotovani 2 membran) a nechana

probihat 60—80 minut.

4.6.3. Aplikace protilatek a detekce

Reagencie pouzity pro aplikaci protilatek a detekci jsou zaznamenany v tabulce (Tab. VIII).

Tab. VIII: Reagencie pouzity pro aplikaci protilatek a detekci.

NAZEV SPECIFIKA/SLOZENI/KONCENTRACE
Promyvaci pufr 1x TBS, 0,1% Tween
Blokovaci pufr 5 % odtu¢néné ml¢ko v promyvacim roztoku

NS1 protein, NS3 protein, NS5 protein, C
Rekombinantni proteiny TBEV ) )
protein; 50% glycerinové roztoky

Sekundarni protilatka Horse Anti-Mouse IgG Antibody (H+L),

(Vector Laboratories, Inc.; kat. ¢. PI-2000-1) konjugovana s kienovou peroxidazou

Vyvolavaci roztok

Western Blot ™ Quantum
(Advansta Inc., kat. ¢. K-12042-D20)
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Membrany s preblotovanymi vzorky byly omyty od transfer pufru v promyvacim pufru,
umistény do blokovaciho pufru a ponechany na tfepacce po dobu 1 hod pii pokojové teplote.
Jako primarni protilatka bylo pouzito hybridomové medium s pfitomnymi protilatkami (toto
medium netfeba fedit) nebo purifikovana protilatka fedéna v blokovacim roztoku. Na jednu
membranu bylo pouzito cca 8 ml media/blokovaciho roztoku s priméarni protilatkou.

Membrana byla ponechéna s primarni protilatkou pti 4°C v chladové mistnosti na rotatoru do
druhého dne.

Druhy den byla membrana 2x oplachnuta v promyvacim roztoku a nasledné byla
ponechana promyvat 15 minut na tfepacce. Stejnym zpisobem byla promyvana jesté 2x5

minut.

Sekundarni protilatka byla nafedéna v bloka¢nim roztoku 1:1500 a membrana v ni byla
inkubovana na tfepacce po dobu 1 hod pii pokojové teploté. Po skonCeni inkubace opét

promyjeme v promyvacim roztoku 3x5 minut.

Proteiny byly vizualizovany chemiluminiscencni metodou pouzitim kitu Western Blot ™
Quantum. Vyvolavaci roztok byl pfipraven smichani roztoki A a B v poméru 1:1 tésné pied
pouzitim. Na jednu membranu byl namichan roztok o objemu 1,5 ml. Membrana byla lehce
osusena papirovym ubrouskem, zalita vizualizaCnim roztokem na jednu minutu, umisténa

mezi dvé folie a chemiluminiscence byla méfena v pfistroji Uvitec.

4.7. Méreni koncentrace, purifikace a izotypizace protilatek

Kity pouzité pro méfeni koncentrace, purifikaci a izotypizaci protilatek jsou zaznamenany
v tabulce (Tab. IX) a metody byly provedeny podle protokold dostupnych nebo
dohledatelnych pro kazdy tento kit.

Tab. IX: Kity pouzity pro méfeni koncentrace, purifikaci a izotypizaci protilatek.

NAZEV SPECIFIKA/SLOZENI/KONCENTRACE

Kit pro méieni koncentrace

. . .
(Thermo Scientific™: kat. &. 23225) Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Amicon® Pro Affinity Concentration Kit

Kit pro purifikaci Protein A with 3kDa Amicon® Ultra-0.5

(Milipore; kat. ¢. ACK5003PA)

Device
Kit pro izotypizaci Pro-Detect™ Rapid Antibody Isotyping
(Thermo Scientific™; kat. ¢. A38550) Assay Kit, mouse
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5. Vysledky

5.1. Priprava monoklonalnich protilatek

Prvnim cilem bylo pfipravit monoklonalni protilatku proti viru kliStové encefalitidy
pomoci hybridomové technologie. Usp&iné se povedlo imunizovat jednu z mysi. Mys ¢&. 2,
tedy my$ infikovana vétsi virovou davkou, zemfela tieti tyden po imunizaci prvni davkou.
Mysi €. 1 byl o tyden pozdéji podan booster a za nasledujici tii dny ji byla odebrana slezina

pro hybridomovou fuzi.

Samotna hybridomova fuze probéhla uspésné. Po fuzi slezinnych mysSich bunék
s myelomovou linii byly buriky rozesety do 11 kultiva¢nich panelt, presnéji do 1034 jamek
kultivaénich paneld, a ponechany inkubovat pfi danych podminkach. Prvni testy na produkci
protilatek byly u vybranych bunéénych kolonii provedeny desaty den od nasazeni bun¢k a
postupné stim, jak dortstaly zbylé kolonie, byla testovana také jejich produktivita. Ve
vysledku bylo dostatecné narostlych kolonii pro testovani 873, tedy témér 85% ze vSech

hybridomovych kolonii.

Pomoci imunofluorescence se povedla prokazat produkce u 47 hybridomovych linii,
z nichz u 10 byl signal velmi silny a jasny. U 37 byl signal viditelny, ale jeho intenzita nebyla
tak vysoka jako u zminovanych deseti. Priklad pozitivniho signalu pfi imunofluorescen¢ni

metod¢ je zachycen na obrazku (viz Obr. 5).

Obr. 5: Pozitivni signal hybridomovych sér. Imunofluorescencni barveni bunék infikovanych

kmenem Neud6rfl. Prohlizeno na mikroskopu Olympus IX70 prfes WB filtr; A — zvétSeni 100x; B —

zvétSeni 200x; C — zveétSeni 400x.
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U zbylych hybridomti nebyl pozorovatelny Zzadny signal nebo byl pozorovatelny

nespecificky signal. Priklady nespecifického signalu jsou zachyceny na obrazku (viz Obr. 6).

Obr. 6: Piiklady nespecifickych signali. Imunofluorescencni barveni bunék A549 infikovanych

kmenem Neud6rfl. Prohlizeno na mikroskopu Olympus IX70 pres WB filtr; zvétseni 100x.

Pozitivné testovanych 47 hybridomt bylo dale pasazovano a pied provedenim klonovani
byly znovu testovany na produkci. Mnoho z vybranych hybridoma ztratilo svou produk¢ni
schopnost, a tak bylo na nasledné klonovani vybrano 5 hybridomu s prokazatelné vysokou

produk¢ni schopnosti. Jednalo se o hybridomy:

o 1/A2
e 1/A6
e 2/C2
o 3/A4
e 4/A3

Tyto hybridomy byly rozklonovany do 96 jamkovych panelt vzdy tak, aby na jednom
panelu byla obsazena 1 burika na jamku a 5 bunék na jamku. Nasledné byly pro testovani
produkce vybrany pouze kolonie narostlé zjedné puvodni buinky. Klony se ponechaly
inkubovat 7 az 10 dni, pfi¢emz jiz 7. den byly nékteré z kolonii narostlé tak, aby bylo mozné
otestovat jejich produkci. Postupné byly otestovany vSechny monoklonalni kolonie. Pozitivné

bylo testovano 12 klont:

e 1/A2-kA12 (A12) e 2/C2-kBI12 (B12a)
e 1/A2-kB3 (B3) e 2/C2-KkCI12(C12)
e 1/A2-KkB8 (B8) e 2/C2-KkE7(E7)
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e 1/A6-KkEI12 (E12) e 3/A4_KkBI12 (B12b)
e 1/A6-KkG3 (G3) e 3/A4—KkEll (E11)
e 1/A6-kB7 (B7) e 3/A4 —KkF10 (F10)

Téchto 12 klont bylo nasledné testovano metodou western blot s pouzitim proteinového
lyzéatu z bunek infikovanych virem TBE, konkrétné kmenem Neudorfl. Tato metoda umoziuje
zjistit podle velikosti detekovaného proteinu specifitu protilatky produkované danym
hybridomovym klonem. Pro lepsi identifikaci detekovanych virovych proteinti byla zaroven
pouzita polyklonalni séra ziskana imunizaci s rekombinantnimi proteiny NS1, NS3, NS5 nebo
kapsidovym proteinem (laskavé poskytnuto Dr. Martinem Selingerem). Vysledek western

blotu je zobrazen na obrazku (viz Obr. 7 a 8).

Obr. 7: Test klonti pomoci metody western blotting. Testovano pouzitim membrany s proteinovym
lyzatem z bunck A549 infikovanych kmenem Neud6rfl; M1 — velikostni marker; NS1 — jako primarni
protilatka pouZito polyklonalni sérum ziskané imunizaci rekombinantnim proteinem NS1; NS3 — jako
primamni protilatka pouzito polyklonalni sérum ziskané imunizaci rekombinantnim proteinem NS3;
NS5 - jako primarni protilatka pouzito polyklonalni sérum ziskané imunizaci rekombinantnim
proteinem NS5; C — jako primarni protilatka pouzito polyklonalni sérum ziskané¢ imunizaci
rekombinantnim kapsidovym proteinem; Al12, B3, B8, E12 — jako primarni protilatka pouZito

kultiva¢ni medium uvedenych hybridomu.
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Obr. 8: Test klonti pomoci metody western blotting. Testovano pouzitim membrany s proteinovym

lyzatem z bun€k A549 infikovanych kmenem Neudorfl; M2 — velikostni marker; G3, B12a, E7, C12,

B12b, E11, F10, B7 — jako primami protilatka pouzito kultiva¢ni medium uvedenych hybridomui.

Z vysledkii  western blotu  vysly jako pozitivné reagujici s virovymi proteiny
3 hybridomové klony — B12a (dale jiz jen jako B12), C12 a E7. Podle velikosti zobrazenych
bandi (cca 55 kDa) jsme urcili, ze protilatky rozeznavaji virovy NS1 protein. U klond A12 a
B3 byl také viditelny signal, ale vzhledem k velkému mnozstvi zobrazenych bandu, necistému
pozadi a tomu, ze velikost nejsiln€jsiho bandu neodpovidala zadnému z virovym strukturnich
ani nestrukturnich proteint, byl tento signal povazovan za nespecificky. Pro kontrolu tohoto
tvrzeni byl proveden kontrolni blotting klonu A12, kde byl tento klon porovnan s pozitivné
testovanym klonem B12 a jako negativni kontrola byl pouzit lyzat z neinfikovanych bunék.
Protilatka produkovand klonem A12 reagovala stejné jak s pozitivni, tak 1 s negativni
kontrolou, tedy virem neinfikovanymi buiikami, a proto lze fici, ze tyto protilatky nebyly
specifické proti zadnému virovému proteinu piitomnému v lyzatu z bunék infikovanych virem

klistové encefalitidy.

Pted samotnou purifikaci protilatky z hybridomového kultivaéniho media byla tato media
jesté jednou otestovana a produkce protilatek byla potvrzena pouze u klont B12 a E7.

Vysledek je mozné vidét na obrazku (viz Obr. 9).
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Obr. 9: Kontrolni testovani pomoci metody western blotting na pritomnost protilatek v
kultivaénim mediu hybridoma E7, B12 a C12. Testovano pouZzitim membrany s proteinovym
lyzatem z bun¢k A549 infikovanych kmenem Neudorfl (PK); jako negativni kontrola (NK) byl pouzit
lyzat z neinfikovanych A549 bunck.

Tyto dva produkéni klony byly dale pasazovany a jejich medium bylo sbirano pro
naslednou purifikaci monoklonalni protilatky obsazené v ném. Na purifikaci bylo pouzito
9 ml media z B12 hybridomu a 9 ml media z E7 hybridomu s vyuzitim purifika¢niho kitu
Amicon® Pro Affinity Concentration Kit Protein A with 3kDa Amicon® Ultra-0.5 Device.
Vytézek ztohoto objemu ¢inil 30ul protilatky. Tento proces byl opakovan ctyfikrat, tedy
celkovy objem ziskanych protilatek byl 120 pl.

Pomoci metody BCA assay byla nasledné zméfena koncentrace obou vypurifikovanych
monoklonalnich protilatek pouzitych pro optimalizaci detekénich metod. Byla sestavena
kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci a dle rovnice kfivky byla vypocitana
koncentrace obou protilatek. Koncentrace protilatky B12 byla 766 pg/ml a koncentrace
protilatky E7 byla 555 pg/ml.
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5.2. Optimalizace detekénich metod

Optimalizace byla provedena u dvou metod, které jsem pouzivala v prubéhu celé prace,
tedy imunofluorescence a western blot. U imunofluorescence byla pouzita ope€t bunécna linie
A549 a bunky byly infikovany virem Neudorfl. Purifikované protilatky z media dvou
hybridomovych kloni byly nafedény v pomérech: 1:100, 1:250, 1:500, 1:750 a 1:1000.

Vysledek imunofluorescencniho barveni Ize vidét na obrazcich (viz Obr. 10, 11 a 12).

Obr. 10: Imunofluorescencni barveni; A — pozitivni kontrola, pouzity buiky A549 infikované
kmenem Neudorfl s komercni protilatkou fedénou 1:250; B — negativni kontrola, pouzity neinfikované

buriky A549. ProhliZeno na mikroskopu Olympus IX70 ptfes WB filtr; zvétSeni 100x.
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Obr. 11: Imunofluorescencni signal p¥i znaceni protilatkou B12. Testovano na buikach A459
infikovanych kmenem Neudorfl; A — fedéni 1:100; B — fedéni 1:250; C — fedéni 1:500; D — fedéni
1:750; E — fedéni 1:1000. Prohlizeno na mikroskopu Olympus IX70 pfes WB filtr, zvétseni 100x.

Obr. 12: Imunofluorescen¢ni signal pii znaceni protilatkou E7. Testovano na bunkach A459
infikovanych kmenem Neudorfl; A — fedéni 1:100; B — fedéni 1:250; C — fedéni 1:500; D — fedéni
1:750; E — fedéni 1:1000. Prohlizeno na mikroskopu Olympus 1X70 pfes WB filtr, zvétSeni 100x.
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Na fotkach z optimalizace fluorescencniho barveni je ziejmé, ze postupné zvysovani fedéni

se projevuje snizovanim signalu.

Optimalizace metody western blot byla provedena jak pro lyzat z bun€k infikovanych
kmenem Neudorfl, tak 1 pro buriky infikované kmenem Hypr. Byla pouzita fedéni 1:500,
1:1000 a 1:2000. Vysledky western blotu 1ze vidét na fotkach nize (viz Obr. 13 a 14).

Neudorfl Hypr

NK Medium 1:500 1:1000 1:2000 Medium 1:500 1:1000 1:2000

100 kDa

70 kDa

55 kDa

35 kDa

25 kDa

Obr. 13: Optimalizace metody western blotting pro monoklonalni protilatku E7. Rizné fedéni
protilatky (1:500, 1:1000, 1:2000) bylo testovano pouZzitim membrany s proteinovym lyzatem z bunck
A549 infikovanych kmenem Neudorfl a Hypr. Jako kontrola k testovanym protilatkam bylo pouzito
kultivaéni medium z hybridomtii (Medium) a jako negativni kontrola (NK) byl pouzit lyzat z

neinfikovanych bungk.

Na fotce lze pozorovat rozdil v intenzit€¢ signalu mezi bunécnym lyzatem z bunck
infikovanych kmenem Neudorfl a bunéénym lyzatem z bunék infikovanych kmenem Hypr

(viz. Obr. 13).
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Neudorfl Hypr

A : B
NK Medium  1:500 1:1000 1:2000 NK Medium  1:500 1:1000 1:2000

100 kDa
70 kDa

100 kDa
70 kDa

55 kDa
55 kDa

35kDa
35kDa

25 kDa
25 kDa

15 kDa
15 kDa

Obr. 14: Optimalizace metody western blotting pro monoklonalni protilatku B12. Rizné fedéni
protilatky (1:500, 1:1000, 1:2000) bylo testovano pouZzitim membrany s proteinovym lyzatem z bunck
A549 infikovanych kmenem Neudorfl (14A) a Hypr (14B). Jako kontrola k testovanym protilatkam
bylo pouzito kultivacni medium z hybridomt (Medium) a jako negativni kontrola (NK) byl pouzit

lyzat z neinfikovanych bunék.

5.3. Charakterizace monoklonalni protilatky

Pomoci metody western blotting byla stanovena velikost proteinu reagujiciho s mediem
obsahujicim dané protilatky. Tato metoda prokazala, ze jde o protilatky proti nestrukturnimu
proteinu NS1 o délce 45-55 kDa. Abychom opravdu ovéfili, zda se jedna o protilatku proti
tomuto proteinu, byl na gel nanesen rekombinantni protein NS1 a na ném testovano
polyklonalni sérum ziskané imunizaci rekombinantnim proteinem NS1 a nase dvé protilatky
(viz Obr. 15). DalSim potvrzenim byly provedené western bloty s jiz vypurifikovanymi
protilatkami, kde velikost reagujici proteinu s protilatku odpovida velikosti nestrukturniho

proteinu 1 (viz. Obr 13, 14).
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Obr. 15: Charakterizace monoklonalniho hybridomového séra pomoci metody western blotting.
Testovano pouzitim membrany s rekombinantnim proteinem NS1 (500ng/jamku); M1 — velikostni
marker; NS1 — jako primarni protilatka pouzito sérum ziskan¢ imunizaci rekombinantnim proteinem
NS1, B12 —jako primami protilatka pouzita monoklonalni protilatka B12; E7 — jako primarni protilatka

pouzita monoklonalni protilatka E7.

Dal§im cilem v ramci charakterizace monoklonalni protilatky bylo urceni jejiho izotypu,
coz bylo provedeno pomoci kitu Pro-Detect™ Rapid Antibody Isotyping Assay Kit
zalozeného na dipstick metodé. Vysledky ukazaly, ze obé protilatky jsou totozné, tedy ze se
jedna o protilatky IgG1 s pritomnosti tézkych kappa fetézca. Vysledky lze vidét a obrazku
(viz Obr. 16).

£ AT (AED
o B (S R T A

B et W10
Obr. 16: Test na stanoveni izotypu protilatek. Vlevo z

» (14471

obrazeny stripy urcujici izotyp protilatky E7.

Vpravo zobrazeny stripy urcujici izotyp protilatky B12. U obou protilatek je viditelny prouzek urcujici

izotyp IgG, a pfitomnost kappa fetézci.
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6. Diskuse

Monoklonalni protilatky jsou v dnesni dobé hojné vyuzivany jak ve vyzkumu, tak zejména
jako diagnosticky nebo terapeuticky nastroj v medicin€é. Od roku 1985 bylo dle webu The
Antibody Society (2022) jako 1éCivo oficialné schvaleno vice nez 100 monoklonalnich
protilatek, pficemz dalsi ptibyvaji, a to v ramci mnoha medicinskych obort. Nejvyznamnéjsi
roli hraji v nadorové terapii a v aktudlnim déni kolem pandemie COVID-19 byly jednim
z nejdiskutovanéjsich témat, co se 1écby viru SARS-CoV-2 tyCe. Nelze tedy monoklonalnim
protilatkam upfit jejich vyznamnost napfic¢ obory a je, dle mého néazoru, velmi dilezité
vyuzivat jejich potencial 1 nadale. Vzhledem ktomu, ze do dnesni doby neexistuje na
klistovou encefalitidu zadna specificka 1écba, je v tomto ohledu dulezité dbat na prevenci,
v endemickych oblastech zejména formou vakcinace. Jak uvadi Statni Gfad pro kontrolu [éciv,
vakcina obsahuje inaktivovany virus, je specificka proti TBEV, v zakladu vyzaduje 3 davky a
nasledné preockovani kazdych 3-5 let. Pokud vSak dojde k infekci, 1é¢ba je nastavena dle
symptomu pacienta, a ¢im diive dojde ke spravnému urceni diagndzy, tim vétsi je Sance na
vyléceni bez vétsiho rizika moznych trvalych nasledkd. Vyznamnost protilatek jak pro terapii,
tak pro moznost vyuziti pfi vakcinaci proti TBEV, ve své studii uvadi a zdtvodiuji Agudelo
a kol. (2021). Matveev a kol. (2020) ve své studii zminuji protektivni ucinnost monoklonalni
protilatky vytvorené proti glykoproteinu E TBEV, a to i v pfipadé, kdy se jednalo o podani
vysoké davky viru. Pokud jde tedy o roli protilatek v onemocnéni virem klistové encefalitidy,

zda se jejich vyuziti byt kliCové vzhledem k absenci dalSich moznosti.

Jak jiz bylo fe¢eno, monoklonalni protilatky jsou specifické vzdy pouze proti jednomu
antigenu, jejich vyhodou je tedy vysoka homogenita, nizké riziko zkiizené reaktivity a vétsi
citlivost v kvantifikacnich metodéach. Jejich nevyhodou je naopak finan¢ni a asova naro¢nost
vyroby. AvSak ve fazi, kdy je vytvofen stabilni, produkéni hybridom, ktery je spravné
uchovan, lze fici, ze je ziskan minimalné€ dlouhodoby zdroj dané monoklonalni protilatky,
kterou je mozno opakované purifikovat z kultivaéniho media hybridomu a vyuzivat pro
mnoho laboratornich ¢i diagnostickych metod. Dle Zaroff a Tan (2019) 1ze monoklonalni
protilatky vyuzit i mimo laborator. Hovofi zejména o neinvazivni in vivo diagnostice piinosné
pro klinické 1ékare, ktefi pomoci vysoce specifické zobrazovaci metody, kde je hlavnim
rozdilem oproti klasickym zobrazovacim metodam imunitni zobrazeni konkrétniho mista
oznaceného konjugatem protilatky s radioizotopem nebo fluoroforem, mohou diagnostikovat

progresi onemocnéni piimo v téle pacienta.
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Hlavnim cilem prace bylo pfipravit monoklonalni protilatky proti antigenim viru klistové
encefalitidy metodou hybridomové technologie. Vyhody této metody shledavam v jeji
reprodukovatelnosti a velmi pfinosném vysledku v pfipadé€ jeho uspéSného dosazeni. Béhem
této metody se vSak nelze vyhnout i mnohym uskalim. Metoda je casové naroCna,
hybridomové buriky jsou velmi nachylné ke kontaminaci, proto je nutné pracovat v opravdu
sterilnim prostfedi a dodrzovat zasady sterilni prace. DalSim, a dle mého néazoru, nejvétsim
uskalim této metody je nizka ucinnost bunécné fuze a vysoka umrtnost bunék beéhem celého
procesu. S tim se ve svém ¢lanku ztotoznuji 1 Mitra a Tomar (2021), ktefi uvadi, ze umira vice

nez 99% bunék, ¢imz se snizuje ucinnost metody a samoziejmé také mozny vytézek protilatek.

Kdyz se dostaneme ke shrnuti nami provedené metody hybridomové technologie,
hybridomovou fuzi lze oznalit za nadmérné uspéSnou, jelikoz v selekénim mediu pro
hybridomy narostly kolonie v témeér 85% ze vSech nasazenych jamek. Toto ¢islo se pak
s postupnym piibyvanim dalSich pasazi a testl, a to zejména na produkci protilatek, snizovalo.
Pro detekci produkce protilatek je pfi tvorbé monoklonélnich protilatek nejcastéji vyuzivano
metody ELISA. Parray a kol. (2020) ve své publikaci zminuji hlavni nevyhody této metody,
a to zejména fakt, ze klony produkujici vysoké hladiny protilatek s nizkou afinitou mohou
poskytovat ekvivalentni signal jako nizké hladiny protilatek s vysokou afinitou, ¢imz muze
dochazet k tomu, ze méné afinni klony budou potlaceny témi vice afinnimi. Z toho plyne
mozna ztrata potencialné produkcnich klont. Jako alternativni metody uvadi pritokovou
cytometrii nebo novou metodu screeningu pomoci microarray technologie, kterou ve své studii
popisuji Paul a Weller (2020). Pfi nasem testovani bylo vyuzito metody imunofluorescencniho
barveni vzorktl v 96 jamkovém panelu, coz nelze povazovat za standardni postup. Prokazali
jsme v§ak, zZe Ize tuto metodu vyuzit na potvrzeni produkéni schopnosti hybridomovych klont.
Béhem prohlizeni na invertovaném fluorescencnim mikroskopu bylo mozné rozeznat i
specificky signal od nespecifického (viz Obr. 5 a 6). Nelze vSak rozeznat rozdily v afinité
protilatek, tedy nelze fici, ze by v tomto ohledu byla imunofluorescence vyhodnéjsi metodou
nez ELISA. Imunofluorescence v tomto piipadé poslouzila velmi dobie jako vizualiza¢ni a
lokalizacni metoda, pii které nebyl ziskan zadny Ciselny vystup, avSak pokud zvazime vyse
zminéné nedostatky detekce pomoci metody ELISA, nelze ani spektrofotometrické meéteni
povazovat za smeérodatné, ale spiSe orienta¢ni. Hlavni vyhodou imunofluorescence tedy
shledavam nenarocnost a robustnost metody, relativné rychlé provedeni (v porovnani napf.
s metodou western blotting) a hlavné moznost rychlého prohlizeni vysledného

imunofluorescencniho signalu.
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V dalsi fazi pokusu bylo nutné charakterizovat ziskané protilatky produkované
hybridomovymi klony, k ¢emuz byla vyuzita metoda western blotting. Bylo provedeno
porovnani s polyklonalnimi séry, které rozeznavaji virové proteiny, kde bylo prokazéano, ze
protilatka obsazena v kultivatnim mediu rozpoznava nestrukturni protein NS1. Tento
nestrukturni protein je velmi diskutovanym tématem v piipadé dosud dostupnych vakcin proti
TBEV. Saldt a kol. (2020) prokazali, ze vakciny FSME-IMMUN® a Encepur®, pouzivané
proti TBEV, obsahuji kromé strukturalnich antigent virové Castice také NS1 antigen, pfiCemz
vyvolana indukce NS1-specifickych protilatek maze zvysit ochranny tc¢inek vakcin proti
TBEV. Tato hypotéza se vSak ve studii Stiasny a kol. (2021) nepotvrdila, coz pfipisuji riznym
moznym proménnym, jako napiiklad typu a Sarzi vakciny nebo historii o¢kovani a véku u
vakcinovanych jedinci. Cilem budoucich studii zabyvajicich se timto nestrukturnim
proteinem by tak mélo byt objasnéni této teorie. Bylo také zjisténo, ze NS1 protein je pritomny
v dimerické formé. Tento jev ziejme nelze povazovat za nespecifitu, jelikoz je z mnoha studii
znamo, ze NS1 se u flavivira vyskytuje ve vice formach, coz zahrnuje i formu dimeru (viz
2.1.4.1.). V ramci charakterizace vyrobenych protilatek byl stanoven jejich izotyp pomoci
dipstick metody, jejiz vysledky jsou uvedeny vyse (viz Obr. 16). Tento vysledek je velmi
pfinosny pro pfipadnou dalsi purifikaci téchto protilatek z kultivaéniho media uchovanych
produk¢nich hybridomt. Bylo stanoveno, ze jde o izotyp protilatky IgGi, a to v obou
ptipadech. Pro purifikaci nami vytvofenych protilatek byl pouzit purifikaéni kit vyuzivajici
vazbu protilatky na protein A. Jak ovS§em uvadi vyrobce MerckMillipore (2013) v protokolu
pro purifikaci, protein A vykazuje pouze nizkou afinitu k mys§im imunoglobuliniim tfidy IgG
v porovnani napf. s mysimi imunoglobuliny tfidy IgG». Pokud by tedy bylo potieba dosahnout
vys$si koncentrace protilatek, bylo by vhodnéjsi zvolit purifikacni kit s proteinem G, ktery se

vyznacuje vy$si afinitou k protilatkové tiide€ IgGa.

Nakonec byla provedena optimalizace dvou metod, které byly pouzivany v prabéhu celého
experimentu, pro ob¢€ vytvorené protilatky. Pro optimalizaci imunofluorescen¢ni metody bylo
pouzito pét riznych fedéni protilatky. U protilatky B12 s vys§si koncentraci byl signal viditelny
jiz pfi tfedéni 1:1000, optimalné bych vSak pouzila fedéni 1:750, coz by odpovidalo
koncentraci 1,02 pg/ml. U protilatky E7, ktera méla nizsi koncentraci, byl signal u nejvétsiho
fedéni méné znatelny, proto bych pfii dalSim pouziti této metody zvolila pro tuto protilatku
fedéni o néco mensi, tedy 1:750, optimalné v§ak 1:500. Toto fedéni by odpovidalo koncentraci
1,11 pg/ml. Z tohoto mizeme soudit, Ze co se imunofluorescence tyCe, lze tyto protilatky

vyuzit v téméf stejné koncentraci s totoznym vysledkem, avSak vzhledem ke koncentraci
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pocatecniho roztoku monoklonalni protilatky je nutné pouzit rozdilné fedéni. Pro porovnani s
komerc¢ni primarni protilatkou, kterd byla pouzita v fedéni 1:250, stejné jako ve studii
Stefinika a kol. (2022), je tedy u nami vyrobenych protilatek zapotiebi vyssiho fedéni pro

dosazeni signalu podobné intenzity.

U optimalizace metody western blotting je nutné vyzdvihnout rozdily, které jsou viditelné
mezi lyzaty z bunek infikovanych virem Neudorfl a Hypr. Byla pouzita tfi fedéni protilatek:
1:500, 1:1000 a 1:2000. U obou monoklonalnich protilatek byl prokazan pfi stejném fedeni
silngj$i signal v bunkéach infikovanym kmenem Neudorfl, coz se projevilo silou prouzku
zobrazeného pii detekci. MenSi signal u bunék infikovanych kmenem Hypr by mohl byt
disledkem mensiho mnozstvi proteinu nanesen¢ho na gel. Hypr, jakozto virulentnéjsi kmen,
mohl zpusobit vétsi cytopaticky efekt nez kmen Neudorfl, a proto by obsah bunécnych
proteint, a posléze i virovych proteind, mohl byt v lyzatu mensi. Je teoreticky mozné, ze
protilatky maji vyssi afinitu k NS1 kmene Neudorfl nez k NS1 kmene Hypr. Ale vzhledem
k faktu, ze slabsi signal byl pozorovany po detekci obéma monoklonalnimi protilatkami, je
tato moznost méné pravdépodobna. Z fotek potizenych pfi optimalizaci metody pro protilatku
B12 na Neudorflu (viz Obr. 13 a 14A) lze konstatovat, ze optimalni fedéni pro protilatku B12
je 1:1000. U protilatky E7 (viz Obr. 13 a 14B) bych jako optimalni fedéni volila 1:500.
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7. Zavér

Béhem prace se povedlo uspésné zvladnout metodu hybridomové technologie,
vyselektovat produk¢ni hybridomové buiiky a ziskat pomoci purifikace z kultivacniho media
dvé monoklonalni protilatky. Produkéni hybridomy byly uchovany a zamrazeny pfi
podminkach, které umoznuji jejich opetovné vyuziti pro produkci dal§ich monoklonalnich
protilatek. Byla provedena charakterizace té€chto protilatek, ktera zahrnovala jejich izotypizaci
a stanoveni jejich specifity. Dale byly pomoci téchto protilatek optimalizovany dvé
imunodetek¢ni metody, z nichz metoda western blotting byla optimalizovana pro dva bunécné

lyzaty infikované riznymi kmeny viru klistové encefalitidy.
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8. Seznam pouzitych zkratek

CDRs
CO2
ER
HAMA

HAT suplement

HGPRT

HT suplement

INF
IRF

kb

kDa
LBP
MADb/s
MDA-5
MHC
NK burnky
NS protein
ORF
PAMPs
PFU
PRRs
pTMS
RIG-I
RNA
STAT
TBE
TBEV
TLRs
UTR

komplementaritu urcujici oblasti

oxid uhlicity

endoplazmatické retikulum

lidské anti-mysi protilatky

hypoxantin, aminopterin a thymidin suplement
hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza
hypoxantin a thymidin suplement
interferon

interferon regulujici faktor

kilobaze

kilodalton

laminin vazajici protein

monoklonalni protilatka/protilatky
melanoma differentiation-associated protein-5
hlavni histokompatibilni komplex

,natural killer* buriky

nestrukturni protein

otevieny Cteci ramec

patogen-asociovaé molekularni vzory
jednotky tvorici plaky

receptory rozpoznavajici molekularni vzory
predpokladané transmembranové segmenty
retinoic acid-inducible gen

ribonukleova kyselina

prenaseC signalu a aktivator transkripce
klisfova encefalitida

virus klistové encefalitidy

toll-like receptory

nepiekladana oblast genomu
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