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Abstrakt

Tato prace zamétend na humoralni odpovéd’ specifickych hostitelll proti antigentim
riznych vyvojovych stadii ptacich schistosom T. regenti a T. szidati navazuje na piedchozi
vyzkum protilatkové odpovedi u nespecifickych hostitelti (mys, clovék). Pomoci metod
ELISA a na western blotu byla testovana séra experimentalné nakazenych kachen a séra
z ulovenych divokych kachen. Séra byla odebirana v pfedem uréenych intervalech. Vysledky
ELISA testu ukazuji pribéh humoralni odpovédi po infekci ptac¢imi schistosomami. Po
infekci T. regenti se 20. d.p.i. (den po infekci) signifikantné zvysila hladina specifickych
protilatek IgY proti homogenatu cerkarii T. regenti. U kachen nakazenych druhem T. szidati
nebyl podobny vyvoj zaznamendn. Zmény hladiny specifickych IgM proti homogenatu
cerkarii T. szidati byly zaznamenany pouze u kachen nakazenych v dobé plné
imunokompetence a u opakované infikovanych kachen. Jednalo se o mirné zvyseni hladiny
IgM 10. d.p.i. U ulovenych kachen nebyla pii celkovém vySetieni prokdzana infekce ptacimi
schistosomami, coz potvrzuji i vysledky ELISA.

Protilatky IgY z sér kachen infikovanych T. regenti na imunoblotu silné rozpoznavaly
2 antigeny v oblasti 49-47 kDa a 47-45 kDa. Objevily se 1 dalsi reakce, které vSak nebyly
zaznamenany u vSech jedinct. Western blot, pfi némz jako antigen slouZzil homogenat 7
dennich schistosomul T. regenti, ukazal specifickou vazbu na antigeny o molekulové velikosti
37 kDa a 18 kDa. VSechna séra testovanych kachen T. regenti i T. szidati véetné kontrol se
nespecificky vazala na rekombinantni cathepsin CB2. Rekombinantni cathepsin CB1.1 byl
rozpoznavan pouze nékterymi séry, vzdy se ale jednalo o séra infikovanych kachen. Vyroba
rekombinantni trioso - fosfat izomerazi, kterd byla v predchozich pokusech siln¢ imunogenni,

je ve stadiu zaklonovani v expresnim systému bun¢k Escherichia coli.

Kli¢ova slova:

Antigen, ELISA, western blot, IgM, IgY, Trichobilharzia, schistosoma, kachna, Anas,
protilatka



Abstract

This thesis focuses on humoral immune response of specific hosts to antigens of
various developmental stages of bird schistosomes T. regenti and T. szidati, and follows up on
previous research of antibody response in non-specific hosts (mouse, human). Sera of
experimentally infected and hunted-down wild ducks were examined using the ELISA and
western blot methods. The sera samples were taken in predefined intervals. Results of the
ELISA analysis show the process of humoral immune response after infection by bird
schistosomes. The level of specific antibodies IgY against homogenate of T. regenti cercariae
increased significantly 20 d.p.i. in ducks infected by T. regenti. Such reaction wasn't observed
in ducks infected by T. szidati. Slight changes in level of specific antibodies IgM against
T. szidati cercariac homogenate were observed 10 d.p.i. only in fully immunocompetent ducks
and in reinfected ducks. Examination of hunted-down wild ducks didn't prove infection by
bird schisosomes; this conclusion was confirmed by results of the ELISA analysis.

IgY antibodies from ducks infected by T. regenti demonstrated strong reactions with 2
antigens in ranges 49-47 kDa and 47-45 kDa. Other reactions, which were recognized, have
not been observed in all specimen. An Western blott with homogenate from 7 days old
T. regenti schistosomula as an antigen demonstrated a specific reaction to antigens with
molecular size 37 kDa and 18 kDa. All sera of examined ducks infected by T. regenti as well
as T. szidati including control groups showed non-specific reactions to recombinant cathepsin
CB2. Recombinant cathepsin CB1.1 was recognized only by some sera but all of them belong
to infected ducks. Fabrication of recombinant triosephosphate isomerase, which was strongly
immunogenic in previous experiments, is in the stage of cloning in an the expression system

of Escherichia coli cells.

Key words:
Antigen, ELISA, Western blott, IgM, IgY, Trichobilharzia, Schistosome, Duck, Anas,

Antibody
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2 Uvod a cile prace:

Ptaci schistosomy rodu Trichobilharzia jsou klasickymi zastupci motolic s dixennim
cyklem vazanym na vodu. Larvalni stadia, cerkarie, vylucovana vodnimi plzi jsou schopna
penetrovat nejen do kuze ptirozenych hostiteld, jimiz jsou vodni ptaci, ale také do kiize savct,
casto koupajicich se lidi. Opakované setkdni s penetrujicimi cerkariemi vyvolavd vznik
svédivé vyrazky zndmé jako cerkariova dermatitida. U citliv§jSich jedinct se mlize objevit
v misté penetrace otok, pfipadné zvysSeni teploty ¢i zvétSeni lymfatickych uzliny. Jedna se o
hypersenzitivni kozni reakci ¢asného typu.

Imunitni systém hostitele reaguje s antigeny obsazenymi v téle parazita. Mimo jiné
hostitelé¢ vytvareji spektrum protilatek, které rozpoznavaji antigenni struktury. Silné
rozpoznavané antigeny lidskych schistosom se testuji jako mozni kandidati na piipravu
ucinné vakciny proti schistosomodze, ¢i jako potencialni indikéatory k presnéjSimu stanoveni
diagnézy onemocnéni.

Trichobilharzia regenti a Trichobilharzia szidati jsou dva zastupci ptacich motolic,
jejichz Zivotni cyklus je uspésné udrZzovan v nasi laboratofi. T. regenti je nazalni neurotropni
druh zpusobujici svym hostitelim neuromotorické poruchy, T. szidati ma visceralni
lokalizaci. Vyzkum imunitni odpovédi pfirozenych hostitelli téchto parazith muize vést
k odhaleni vyznamnych antigent, které by mohly byt uzity pfi pfipravé diagnostického kitu
spolehlivé detekujiciho prodélanou infekei ptacimi schistosomami.

V této diplomové praci jsem se zabyvala popisem humordlni imunitni odpovédi
kachen proti antigentim ptacich schistosom. V minulosti byla popsédna imunitni odpovéd’ proti

témto motolicim u nespecifickych hostitelti. Vytkla jsem si tyto cile:

e Monitoring humoralni odpovédi (IgY a IgM) proti riznym antigenim
produkovanym v jednotlivych fazich infekce vyvojovymi stadii ptacich
schistosom druht T. regenti a T. szidati (cerkarie, schistosomula)

e Porovnani pribéhu humoralni odpovédi kachen, které prodé€laly infekci v dobé
plné zralosti imunitniho systému s odpovédi kachen nakazenych v dobé
nelplné imunitni kompetence

e Popis humoralni imunitni odpovédi kachen pii opakované expozici (reinfekci)
v definovanych ¢asovych intervalech

e Produkce a testovani rekombinantnich antigent s diagnostickym potencialem

(trioso — fosfat izomerazy, cathepsinii B1 a B2)



3 Literarni prehled

Celed’ Schistosomatidae se fadi mezi motolice s dvouhostitelskymi cykly vazanymi na
vodu. Larvalni stadia, cerkarie, aktivn¢ penetruji do definitivniho hostitele. Jako mezihostitelé
jim slouzi vodni plzi, definitivni hostitelé jsou vzdy teplokrevni obratlovci. Zastupci celedi

Schistosomatidae jsou na rozdil od vétSiny ostatnich motolic gonochoristé.

3.1 Modelové organismy
3.1.1 Trichobilharzia regenti

Trichobilharzia regenti Horak, Kolafova a Dvordk, 1998, je ptac¢i motolice z Celedi
Schistosomatidae, které slouzi jako definitivni hostitelé vodni ptéaci z ¢eledi Anatidae. Jedna
se o nazalni, neurotropni druh.

Miracidia se zacinaji lihnout pifi izoosmotickém tlaku pifimo v nazalni sliznici
definitivniho hostitele (Hordk et al. 1998a). Nasledné¢ ve vodnim prosttedi vyhledaji
mezihostitelského plze rodu Radix a aktivné penetruji jeho svalnatou nohu. V blizkosti mista
priniku se vyvijeji vprimdrni sporocysty, uvnitt kterych vznikaji z totipotentnich
zarodecnych bun¢k dalsi vyvojova stadia, sekundarni sporocysty. Ty aktivné migruji do mista
definitivni lokalizace, kterym je hepatopankreas. Uvniti sekundarnich sporocyst se zde
vyvijeji cerkarie, vyvojova stadia, ktera se cyklicky uvoliuji z infikovaného plze. Cerkéarie
aktivné penetruji skrz kiizi definitivniho hostitele, vodniho ptaka. Pti penetraci odhazuji
vidli¢naty ocasek a odvrhuji glykokalyx a vytvareji na svém povrchu dvojitou membranu.
Prechazeji tak v dal$i vyvojové stadium nazyvané schistosomulum (Horak et al. 2002). Po
penetraci kiizi vyhledavaji schistosomula periferni nervy. V dalsim prabéhu infekce migruji
pfes michu a mozek az do mista své definitivni lokalizace, do sliznice nazalni dutiny.
Schistosomula migrujici nervovou tkdni maji schopnost neurofagie, jak potvrdila
Lichtenbergova et al. (2011) nalezem oligodendrocytti, myelinu, neurofilamentti a f —amyloid
precursor proteinu (§ — APP) ve stievé Cerva.

Cely pribeh infekce je velmi rychly; z perifernich nervi, kde byl zaznamenan vyskyt
schistosomul jiz 1,5 dne po infekci, juvenilni ¢ervi domigrovali do nosni sliznice jiz 13. den
po nakaze (Hradkova and Horak 2002). Délka vyvoje parazita v definitivnim hostiteli je
odhadovdna na pouhych 23 — 25 dni od pocatku infekce (Hordk et al. 1999;
Kolarova et al. 2001).



Nekteré druhy ptacich schistosom, jako jsou T. regenti a T. szidati (nize), jsou schopny
proniknout do téla savcl a n¢jaky Cas zde prezivat, i kdyZ se jedna o nespecifické hostitele.
Pti penetraci cerkarii ptacich schistosom do nespecifického hostitele jich pfezije jen minoritni
mnozstvi, vét§ina zahyne v prubéhu nékolika dni po penetraci (Haas and Pietsch 1991;
Koutilova et al. 2004). Experimentalni primoinfekce mysi cerkariemi T. regenti ukazaly, ze
cerkdrie jsou schopny transformovat se ve schistosomula, migrovat nervovou soustavou, ale
nedokéazi dospét a dokoncit vyvoj v tomto nespecifickém hostiteli. Béhem migrace mohou
zpisobovat hostiteli riizné neuromotorické poruchy, naptiklad ochrnuti koncetin (Horak et al.

1999).

3.1.2 Trichobilharzia szidati

Trichobilharzia szidati Neuhaus, 1952, je stejné¢ jako predchozi druh ptaci
schistosoma. Jedna se vSak o druh viscerdlni; dospéli Cervi jsou lokalizovani v cévach
mezenteria a sténé stieva. Cely zivotni cyklus probih4a velmi podobné jako u ptedchoziho
druhu. Jako mezihostitel slouzi obycejné¢ vodni plz Lymnea stagnalis. Cerkarie uvoliiované
z hostitelského plze aktivné penetruji do definitivniho hostitele. Po penetraci schistosomula,
na rozdil od druhu T. regenti, opoust&ji kuzi a vstupuji do krevniho fecisté. Krvi jsou
zaneseny do plic, kde ztistanou nékolik dnti, poté opét vstoupi do krevniho fecisté a nechaji se
zanést na misto kone¢né lokalizace. V minulosti byl tento druh ur¢ovan jako Trichobilharzia
ocellata La Valette, 1855. Laboratorn¢ udrzované izolaty, které nesly toto oznaceni, byly vsak
na zaklad¢ molekularni analyzy uréeny jako T. szidati (Rudolfova et al. 2005).

Hlavnim cilem této diplomové prace byl monitoring humoralni imunitni odpovédi
ptirozenych definitivnich hostiteldi, kachen, proti dvéma vysSe popsanym druhtim ptacich
schistosom. Imunitni odpovéd’ vyssich obratlovci, mezi které patii i kachny, mize byt vedena

dvéma typy mechanismii.

3.2 Adaptivni a neadaptivni imunitni odpovéd’

Neadaptivni imunitni odpovéd’ (nespecificka imunita) je vyvojové piivodnéjsi nez

odpoveéd’ adaptivni. Slozky této imunity jsou v organismu piitomny uz pied zaCatkem infekce.
Obrannou reakci proti patogenu tak mohou zahajit béhem velmi kratkého ¢asového useku,
fadové v desitkdch minut. Rozpoznavaji funkéni ¢i strukturni podobnosti cizorodych struktur.

Reaguji zvlasté na ty, které jsou spole¢né velkym skupinam patogent.



Neadaptivni imunitni odpovéd’ pod sebe =zahrnuje predevSim fagocytujici a
cytotoxické buiiky (bunééné slozky), komplement, lektiny a interferony (humoralni slozky).

Adaptivni imunitni odpovéd’ (specifickd imunita) se béhem evoluce vyvinula pozdéji,

nebot’ tento jeji typ nalézame az u obratlovci. Vzajemné kooperuje se slozkami nespecifické
imunity a celkové zefektivituje obranyschopnost. V téle organismu muzeme nalézt velké
mnozstvi imunitnich slozek, které jsou schopny vysoce specificky reagovat na struktury, které
nejsou télu vlastni. Humordlni slozky adaptivni imunitni odpoveédi jsou reprezentovany
imunoglobuliny a antigenné specifickymi receptory T a B-lymfocytli, TCR (T-cell receptor) a
BCR (B-cell receptor). Bunééné slozky jsou zastoupeny hlavné riznymi druhy lymfocyta
(Hoftejsi a Bartinkova 2009).

Tyto imunitni mechanismy jsou spole¢né jak savcim, tak ptakim. Ptesto, Ze vétSina
prvkil imunitni odpovédi je obéma skupinam spolecnd, v nékterych ohledech, které budou

vysvétleny dale, se od sebe odlisuji.

3.3 Organy imunitniho systému ptaki

Obecné mlzeme rozdélit organy imunitniho systému ptakt na dvé skupiny, na organy
primarni a sekundarni.

Mezi primarni organy fadime Fabriciovu burzu a thymus. V téchto orgdnech dochazi
k vyvoji lymfocyt a dochazi k preskupovani genii pro BCR (B-cell receptor) a TCR (T-cell
receptor). Tyto lymfocyty migruji do sekundarnich lymfatickych organii, mezi které patii
slezina, kostni dfeni, CALT (conjunctival-associated lymphoid tissue), BALT (bronchial-
associated lymphoid tissue), GALT (gut-associated lymphoid tissue), Harderianova zlaza a
lymfatické uzliny (Ciriaco et al. 2003; Spillner et al. 2012).

Vyznam Fabriciovy burzy jako vysoce dilezitého organu pro vyvoj ptac¢i imunitni
odpovédi byl odhalen diky pozorovani, ze kufata, u kterych byla provedena burzektomie
(chirurgické odstranéni Fabriciovy burzy), nejsou schopna odolavat infekci salmonel (Glick
1954 dle Ribbati et al. 2006). Fabriciova burza je duty lymfaticky orgéan, ktery je pfitomen u
vSech zastupcl ptakl. Tento organ vznika jako vackovita vychlipenina kloaky, se kterou je
spojena dukty. Je uloZzena mezi pateti a dorzalni sténou kloaky. Sténa burzy se sklada ze tii
vrstev. Vngjsi vrstva je tvofena serozou, stiedni vrstva svalovinou. Vnitini slizni¢ni vrstva je
¢lenéna na 12-15 podélné probihajicich tas. Po obou stranach kazdé fasy se nalézaji ve dvou
fadach umisténé folikuly, folliculi lymphatici, v nichz dochazi k dozravani B-lymfocytt
(Cerny 2005).



Mezi dalsi organy podilejici se na imunitni odpovédi patii i thymus, ve kterém dochézi
k dozravani a diferenciaci T- lymfocytd, stejné jako je tomu u savcil. V pta¢im thymu
nalézame T-lymfocyty v rizném stupni vyvoje. Jsou zde zastoupeny vSechny subpopulace T-
lymfocytt, Th (pomocné T-lymfocyty), Ts (supresorové T-lymfocyty) a Tc (cytotoxické T-
lymfocyty) (Ciriaco et al. 2003).

Thymus je pfesné rozdélen na kiiru a dfen. U mladych ptakd je patrny ve ventralni
krajiné krku. Jedna se o orgén lalickovité stavby, u kura ho tvoii 3-8 nepravidelnych lalackda.
Svoji funkci zacne plnit kolem 11. dne Zivota. U kura byl nejvétsi rozvoj thymu pozorovan
mezi 14. a 17. tydnem, u kachen dosahuje nejvétsi hmotnosti v 11. tydnu. S pfibyvajicim
vekem ptakl zac¢ind thymus involovat. Projevuje se to mizicimi hranicemi mezi kiirou a dreni.
Involuce nemusi byt vzdy Uplnd, v n¢kterych piipadech mizeme u dospélych ptaki nalézt
zbytky tkang& brzliku (Cerny 2005).

U savcu probiha granulopoéza a lymfopoéza ve slezing, u ptakt funkci lymfopoézy
zastava kostni dien. Lymfopoéza je lokalizovna v extravaskuldrnim prostoru kostni diené
v tzv. germindalnich centrech. Granulocytopoéza, kterd probiha ve slezing, zacind v Cervené

dfeni 12.-13. den inkubace kufeciho vejce (Cerny 2005).

3.4 Th1/Th2 polarizace imunitni odpovédi u ptaki

Ptac¢i organismus se stejné jako organismus savcu setkava jak s intraceluldrnimi, tak
s extracelularnimi patogeny. Ze studia sav¢iho a lidského imunitniho systému zname
mechanismus Thl a Th2 polarizace. Tato polarizace je z velké ¢asti fizena pomoci antigen
specifickych Th lymfocytu.

Naivni CD4+ Th lymfocyt se mize po setkdni s makrofagem, ktery prezentuje na
svém MHC II (major histokompatibility complex II) antigen, ktery rozpozna svym TCR
preménit na Thl- lymfocyt. Thl polarizace imunitni odpovédi je spojena se vznikem zanétu,
zabijenim bunék infikovanych viry a seliminaci dalSich intracelularnich paraziti. Th;-
lymfocyty produkuji do okoli vysoké hladiny IFN-y (interferon vy ), ktery slouzi k aktivaci
makrofagl. Dale je tento typ odpovédi spojen s vysokymi hladinami IL-12 (interleukin 12) a
IL-2.

Th2 polarizace imunitni odpovédi se projevuje zvySenim hladin IL-4, IL-5 a IL-13.
Dochézi k ni po setkani naivniho CD4+ Th lymfocytu s APC (antigen-presenting cell), na
jejimz MHC 1II je navazan cizorody fragmet, ktery T buiika rozeznd. Thy-lymfocyty maji za

ukol stimulovat rozvoj humoralni imunitni odpovédi tim, Zze pomoci volnych ¢i membranovée



vazanych cytokinli stimuluji klony B-lymfocytl, které rozpoznavaji parazitarni antigen
(Degen et al. 2005; Hotejsi a Bartiiikova 2009).

Dlouho nebylo ziejmé, jestli tento typ polarizace imunitni odpovédi vyuzivaji i ptaci.
Degen et al. (2005) v pokusu infikovali dvé skupiny kufat, jednu virem NDV (Newcastle
disease virus) a druhou Skrkavkami Ascaridia galli, a sledovali pomoci RT-PCR (real time
PCR), jestli se objevi interleukiny typické pro jednotlivé polarizace. U skupiny nakaZené
NDV byla béhem 24 hodin po infekci zvySena exprese IFN-y ve slezing a v lymfatické tkani
v oblasti ilea. Zarovenn bylo zaznamenano snizeni produkce IL-13. Jednalo se o klasicky
prabéh Thl polarizované reakce, jak je znam u savéich modelti. Ctrnact dni po peroralni
infekci vajicky skrkavky A. galli vykazovala nakazena skupina kufat klasické Th2 slozeni
cytokinil. Byla zaznamenana exprese IL-4 a zvlasté vysoka exprese IL-13 v lymfatické tkéni
v oblasti ilea, v mensi mife ve slezin€. Exprese IFN-y v obou tkanich byla snizend. Na zakladé¢
téchto vysledkti se zda, ze mechanismy Th1/Th2 polarizace u ptak funguji na obdobném

principu jako u sav¢ich modelt.

3.5 Ptaci protilatkova odpovéd’

K oddéleni ptaci a sav¢i linie doslo v evoluci pred vice nez 300 miliony let (Tizard
2002). Obé¢ linie prosly za tuto dobu rozdilnym vyvojem, ktery se promitl také do vyvoje
adaptivni imunitni odpovédi. V mnoha ohledech jsou savéi a pta¢i humoralni imunitni
odpovéd’ podobné, je ovSem diilezité uvédomit si, Ze pti vyzkumu na pta¢im modelu miizeme

narazit na nékteré specifika, kterd budou pftiblizena v této kapitole.

3.5.1 Vznik a vyvoj B-lymfocyti

Stejn¢ jako u savct vznikaji B-lymfocyty z kmenovych bunék a jsou soucasti
lymfoidni vyvojové fady praveé jako T-lymfocyty a NK bunky (Natural Killer). Prekurzory B-
lymfocytl, se vyvijeji nejprve v Zloutkovém vacku a nasledné v kostni dfeni ptak. Odtud
putuji do pro ptaky charakteristického ustfedniho imunitniho organu, Fabriciovy burzy
(Ratcliffe 20006).

K migraci prekurzorovych bunék do Fabriciovy burzy dochazi u kutat vétSinou mezi
8. a 14. dnem embryonalniho vyvoje (Benatar et. al 1991). Zde se diferencuji v imunitné
kompetentni B-lymfocyty, které za¢inaji Fabriciovu burzu opoustét po 15. dni embryondlniho
vyvoje. V tomto obdobi (14. den embryogeneze) jiz maji lymfocyty membranové vazané IgM

(Tizard 2002). Lymfocyty s povrchovym IgY se vyvijeji kolem 21. dne, vétSinou v dob¢



lihnuti. Nasledn¢ migruji do sekundarnich lymfatickych tkéni a organii jako je slezina, kostni
dfent a lymfatickd tkan v oblasti stfeva. Tato migrace pokracuje jeSté nckolik tydnii po
vylihnuti, poté Fabriciova burza ukonc¢i svou ¢innost a zacne atrofovat. Zacatek involuce
Fabriciovy burzy se 1isi podle druhu a n¢kdy je podminén spise zacatkem kladeni vajec, nez
vékem samotného ptaka (Butcher et al. 1989).

Svéa specifika ma i nacasovani vyvoje imunoglobulinové diverzifikace. U savcl
probihé po cely Zivot. Na rozdil od toho diverzita ptaich progenitorovych B-bunék u kutat
vznikd pouze mezi 10. a 15. dnem embryonalniho vyvoje a je stejna po cely zbytek Zivota
ptaka. V tomto obdobi vznikne az 10° riznych variant imunoglobulind; v porovnani

s repertodrem savcich Ig je to o fad méné nez napt. u mysi (McCormack et al. 1991).

3.5.2 Obecna struktura imunoglobulinu

Proteiny znamé jako imunoglobuliny, spojené se specifickou protilatkovou odpovédi,
jsou charakteristicky pfitomny pouze u obratlovct (Higgins a Warr 1993). Vyskytuji se volné
v télnich tekutinach jako je krevni sérum nebo Zlu¢, ale také membranove vazané na povrch B
a T lymfocytt, kde tvofi jednu ze soucasti lymfocytarnich receptorit BCR a TCR.

Imunoglobuliny jsou tvoieny vzdy dvéma tézkymi fetézci H (dle angl. heavy), které
jsou navzajem spojeny pomoci disulfidickych mistkti, a dvéma lehkymi fetézci L (dle angl.
light). Ke kazdému téZkému fetézci je pfipojen jeden lehky tetézec. Tézké fetézce jsou
tvofeny nekolika (vétSinou 4, n¢kdy 5) konstantnimi doménami. Lehké fetézce sestavaji ze
dvou imunoglobulinovych domén. Variabilni domény lehkych a tézkych fetézcti dohromady
tvofi vazebné misto pro antigen. Obecna struktura imunoglubulinu je zobrazena na obrazku 1.

Riiznorodost vazebnych mist pro antigen je zaru€ena tzv. V(D)J kombinaci. TéZky
fetézec 1 lehky fetézec imunoglobulinii se skladaji z n€kolika druhii genovych segmentt.
Vazebnd oblast se vytvaii postupnym preskupenim a vybérem variabilnich (Vy),
diverzifika¢nich (Dy), spojovacich (Jy) a konstantnich usekti (C). V procesu preskupovani
dochdzi k vyStépovani nejprve mezi ndhodnymi useky D-J, nasledné mezi nékterym
segmentem V a segmentem DJ. Celou konstantni ¢ast imunoglobulinového fetézce koduji C
segmenty.

Struktura genovych komplext, které koduji lehky fetézec, je jednodusi. Neobsahuje D
segmenty a skladd se z mensiho poctu Vi a Ji segmentii. (Hofejsi a Bartlinikova 2009, Nei et

al. 1997)



3.5.3 Ptaciimunoglobuliny

Primarni repertodr ptacich protilatek (zkoumano na kufatech) je generovan procesem
somatické genové konverze. Na lehkém fetézci je jedineCny Vi segment, ktery prosel
procesem pieskupeni, a k nému ptidruzeny J; segment. Pro tvorbu vsech lehkych fetézct B-
lymfocytl jsou pouzity ty samé V| a Ji segmenty (Reynaud et al. 1987). Variabilita lehkych
fetézcl vznikld procesem genového pteskupeni je tak velmi nizkd. Navic, na rozdil od
primatl a hlodavci, ktefi maji dva typy lehkych fetézcl k a A, u kutat nalézdme pouze jeden
lokus pro lehky fetézec homologni s genem pro lidsky lehky fetézec A. Nachazi se na
chromozomu 15 (Ratcliffe 2006).

Podobn¢ vznika variabilita na t€zkém fetézci, kde jsou jedny unikéatni Vi a J genové
segmenty, které jsou pouzity u vSech B- lymfocytl, a kolem 15 funkénich Dy segmentl

(Reynaud et al. 1989), kter¢ se vSak ve variabilité pfili§ nelisi (Reynaud et al. 1991).

hinge" (otoéna) oblast

fetézec H
fatézec H

Pep".”} mista §tépent
papain

Obrazek 1: Obecna struktura imunoglobulinu; Vy — variabilni doména tézkého fetézce; Vk — variabilni
doména lehkého fetézce k; Cul, Cy2 Cu3 — konstantni domény 1,2,3 tézkého fetézce; Ck — konstantni doména
lehkého fetézce k; Fab — Fab fragment obsahujici vazebné misto pro antigen; Fe — Fc fragment (pfevzato z
http://oldweb.izip.cz/ds3/hypertext/JVAJR htm).

3.5.4 Typy ptacich imunoglobulinii

U ptaki se mizeme setkat s 3 tfidami imunoglobulini. Jsou to IgA, IgM a IgY.
Existuji jak v solubilni formé, tak jako membranové vazané na povrchu B- lymfocytu.
Jednotlivé typy imunoglobulini jsou vyobrazeny na obrazku 2.

Vétsina informaci tykajici se jednotlivych tfid protilatek byla zjist€éna na modelovém

organismu kur domaci (Gallus gallus f. domestica).
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Obrazek 2: Typy ptacich imunoglobulini (upraveno dle Lundquist et al. 2006).

3.5.4.11gA

Ptaci IgA ma obdobnou funkci 1 strukturu jakou nalézame u této tfidy imunoglobulinti
u savctll. Jeho evolu¢ni prekurzor neni zndm. Je produkovéan hlavné v difuzni lymfatické tkani
zluéniku a horni oblasti tenkého stfeva, proto ho nalézdme ve vysoké koncentraci ve zZluci a
travicich sekretech (stfevnich s$tévach) (Tizard 2002). Je asociovan se sekretorickou
komponentou (SC) (Watanabe et al 1975), se kterou tvofi dohromady komplex sekretorického
IgA (SIgA). SC je tvofena extraceluldrnim fragmentem polymerického imunoglobulinového
receptoru (pIgR), ktery na svém povrchu syntetizuji epitelidlnich buiiky mukoézy. Diky nému
jsou IgA transportovany skrz epitelidlni bunky a sekretovany do lumen organt (Solari a
Kraehenbuhl 1985). Na apikdlnim povrchu je pIgR proteolyticky rozstépen a spolecné
s ligandem se uvolni velky fragmet, zndmy jako SC.

Tato tfida imunoglobulinu se vyskytuje v séru kutat v koncentraci 0,3 mg/ml a ve
zlu¢i v koncentraci 2-3 mg/ml (Ratcliffe 2006). Neni znama ptesnad struktura tohoto Ig
polymeru, ale podle vyzkumu provedenych Magor et. al (1998) se zda, ze s nejveEtsi
pravdépodobnosti tvoii tetramer. To potvzuje 1 sekvence genu pro pIgR, kterd ukazuje, Ze, na
rozdil od savcii, obsahuje jen 4 Ig-like domény (Wieland el al. 2004). Polymerni formy IgA
jsou spojeny pomoci J fetézce, ktery identifikovali u kurat Kobayashi et al. (1973). Produkce
IgA je opozdéna az o 30 dnii oproti produkci IgY (Ng a Higgins 1986).

V minulosti byl u kachen popsan imunoglobulin IgX, ktery byl detekovan ve zluci. Jak
ale zjistili Magor et al. (1998), jedna se o kachni homolog ke kutecimu IgA.



3.54.21gM

Jedna se o tfidu imunoglobulin, ktera se objevuje béhem ontogenetického vyvoje
ptakt jako prvni. IgM je strukturné a funkéné homologicky k savéimu IgM. VétSinou existuje
ve formé sestavajici z péti podjednotek spojenych J fetézcem, tedy jako pentamer. Objevila se
domnénka, ze u kachen se tento imunoglobulin vyskytuje ve form¢ tetramerd, jak podle
molekulové hmotnosti usoudili Ng and Higgins (1986) (800 kDa oproti 890 kDa ve Zluci). Pti
porovnani molekulové velikosti kufecich a kachnich IgM s tetramerni strukturou IgM u
kostnatych ryb se vSak zda byt pravdépodobné, Zze jsou oba pentamerni (Lundqvist et al.
2006).

Vyjime¢né miazeme IgM nalézt 1 ve form¢é monomert. Ve velmi malém mnoZzstvi je
obsazen ve vajecném zloutku a v séru Cerstvé vylihnutych kufat (Higgins 1975 dle Tizard
2002). V porovnani sdalSim, nize popsanym typem imunoglobulinu IgY, je IgM
multivalentni. Ma az 10 vazebnych mist pro antigen a pfi porovnani v aglutinatnim testu
vychéazi jako vice ucinny (Tizard 2002). Tento imunoglobulin je pfitomen v séru kuftat
v koncentraci 1,3 mg/ml (Leslie and Clem 1970) a jedna se prvni imunoglobulin objevujici se

v pocatecni fazi protilatkové odpovédi (Ratcliffe 20006).

3.5.431gY

Tento imunoglobulin byl dlouha 1éta védeckou vetejnosti oznacovan jako IgG. Posléze
byla zjiSténa strukturni odli$nost mezi savéim IgG a timto typem protilatky, a proto byl pro
tento ptaci imunoglobulin zvolen nazev IgY (Leslie a Clem 1969). IgY mtzeme krom ptaka
nalézt 1 u dalSich evolu¢né starSich skupin obratlovcl jako jsou ryby, obojzivelnici a plazi
(Tizard 2002).

U nékterych ptacich druhli (kachny a husy) se vyskytuje ve dvou izoforméch, které
byly dfive oznacovany jako 7,8S IgG (dnes IgY) a 5,7S IgG (dnes IgY AFc). Izoforma IgY
AFc nema C3 a C4 konstantni doménu a chybi ji funkéni Fc oblast (Higgins a Warr 1993).
Jedna se o evolu¢ni prekurzor sav¢ich imunoglobulint tfidy IgG a IgE, jak podle strukturalni
analyzy potvzuji Taylor et al. (2009).

Porovnani strukturnich odli$nosti sav¢iho IgG a ptaciho IgY a IgY AFc je vidét na
obrazku 3. Hlavni rozdil spociva v rozdilném poctu konstantnich domén tézkého tetézce. IgY
obsahuje 4, oproti 3 doménam savc¢iho IgG (Leslie and Clem 1969).

V séru kurat se IgY obvykle vyskytuje v koncentraci 5,0 - 15 mg/ml (Ratcliffe 2006),
izoformu IgY A Fc nachazime v séru kachen v koncentraci 1-3 mg/ml (Lundqvist et al. 2006).

Bylo zjisténo, ze v porovnani se sav¢imi IgG, které plni obdobnou funkci jako IgY, dokazi
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kufi IgY reagovat s vice epitopy na antigenich strukturach, nez sav¢i imunoglobuliny
(Svendsen et al. 1996), proto se zacinaji vyuZivat v imunodiagnostice a imunoterapii (Dias da
Silva a Tambourgi 2010). Gallagher aVoss (1970) ucinili pozorovani, Ze vysoka koncentrace
soli a nizké pH (<5,0) ma vliv na sterické uspotradani Fab ramen ptaciho IgY. Pfizptisobuje

jejich tvar a napoméha tvorit funkcéni bivalenty (dle Tizard 2002).

Pantova oblast

Potenciélni "switch" oblasti

e

Cu2 Cu3 Cu4

Potencidlni "switch" oblast

_—

IgY(AFc) v, Cui g
Cu2
—

Vi

Obrazek 3: Srovnani strukturnich odliSnosti savéiho IgG, ptac¢iho IgY a kachniho IgY AFc; Vi — variabilni
doména tézkého fetézce; Vi, — variabilni doména lehkého fetézce; Cy,— konstantni doména lehkého fetézce; Cyl,
Cy2, Cy3 — konstantni domény 1,2,3 tézkého fetézce y; Cvl, Cv2 Cv3, Cv4 — konstantni domény 1,2,3,4
tézkého fetézce v (upraveno dle Warr et al. 1995).

3.5.5 Prubéh ptaci humoralni odpovédi

Zakladni rysy ptaci protilatkové odpovéedi jsou shodné s mechanismy, které zname od
savcl. Béhem primarni imunitni reakce se jako prvni objevuji imunoglobuliny IgM. Jak
zaznamenal Higgins (1975), IgM jsou detekovatelné jiz 72 hodin po inokulaci antigenu
(citace dle Tizzard et al. 2002). Jedna se vSak o protilatky s kratkou Zzivotnosti (1,7 dne)
(Leslie a Clem 1970), a proto nejvyssi hladiny IgM byly zaznamenany mezi 4. a 8. dnem po
inokulaci antigenu, nasledn¢ hladina opét klesla (Higgins 1975 dle Tizzard et al. 2002).
Produkce IgM je vystiidana IgY. Zivotnost IgY zméfena Leslie a Clem (1970) &ini 4,1 dne.
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IgA je obsazen v raznych sekretech (napft. Zluc) a je produkovan i povrchy sliznic, kde
tvofi vyznamnou ochranu proti patogenim. Jeho hladina vzristad, pokud se ptdk setka
s patogenem invadujicim tyto tkédné€. Stfevni reakce se miize projevit i zvySenim koncentrace
sérového IgA (Tizzard et al. 2002).

Mast a Goddeeris 1999 popsali odliSnosti humoralni imunitni odpovédi kutat podle
véku, kdy se setkala s antigenem. Kufata imunizovali pomoci BSA pted vylihnutim, dale v 1,
7 a 12 dnech véku a sledovali tvorbu specifickych IgM a IgY. Odpovéd’ byla hodnocena 10
dnl po imunizaci. Kufata imunizovana ve véku 12 dnli vykazovala normalni prib&h IgM a
IgY odpovédi, u kufat imunizovanych 7. den byla pravé detekovatelnd a u kurat

imunizovanych pted vylihnutim a prvni den po vylihnuti nebyla viibec zaznamenana.

3.6 Imunitni odpovéd’ kachen

Stejné jako existuji rozdily v protilatkové odpovédi mezi jednotlivymi druhy savci,
muzeme je pozorovat i u ptakd. NejCastéji voli vyzkumnici jako modelové organismy
hospodaisky vyznamné druhy jako kur, dale pak kiepelky, bazanty, krocany, riznd plemena
holubli, méné cCasto vrubozobé ptaky jako husy a kachny. Piesto lze najit v literarnich
pramenech nékolik specifik vztahujicich se vyhradné k rozvoji protildtkové imunity praveé u
kachen, at’ uz domacich ¢i divokych.

Mezi specifika odliSujici kachny od ostatnich ptac¢ich druhG patii pfitomnost
lymfatickych uzlin, které naptiklad u kura domdaciho uplné chybé&ji (Fajnik et al. 2003 dle
Lundqvist et al. 2006).

Dalsi odlisnosti je také ptitomnost dvou izoforem sekretorického IgY (Higgins and
Warr 1993). Zkracend izoforma IgY AFc je produkovana na zaklad¢ alternativniho splicingu
mRNA tézkého fetézce (Magor et al. 1994). V séru se vyskytuji v poméru 3:5 (IgY : IgY
AFc), ale zkracena izoforma IgY AFc se obvykle objevi az pozdé¢ji v pribéhu imunitni
odpovédi (Liu a Higgins 1990).

Této zkracené izoformé chybi funkéni Fe region, neni tudiz ziejmé, z jakého divodu
je produkovana (Tizard et al. 2002). Jak uvedl Grey (1967), forma IgY AFc nebyla schopna
vazat komplement. Také na rozdil od IgY nebyla schopna vyvolat pasivni kozni anafylaxi.
Role této izoformy zatim nebyla systematicky zkoumana, je mozné, Ze kachni imunitni
odpovéd’ je vétsi mérou zavisla na neadaptivnich imunitnich slozkach (Lundquist et al. 2006).

Dalsi vysvétleni nabizeji Warr et al. (1995), podle nichz byla zkracend forma béhem
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evolu¢niho vyvoje tolerovéana, protoze na rozdil od kompletni IgY nezpisobuje anafylaxi a s
ni poSkozeni citlivych tkani samotného hostitele.

Liu a Higgins vroce 1990 provedli vyzkum, v kterém sledovali u kachnat zmény
hladiny protilatek IgY, IgY AFc a IgM . U cerstvé vylihnutych kachnat byla nalézana pouze
izoforma IgY, kterda je pfitomna uz ve zloutkovém vacku a je pivodem z matetského
organismu. Jiz po 5 dnech zacala hladina matetskych IgY v séru klesat, na minimalni Groven
se dostala kolem 14. dne v€ku. Kolem 20. dne od vylihnuti je mozné sledovat postupné
zvySovani hladiny obou izoforem IgY i IgM. Hodnot typickych pro dospélé kachny doséhla
zkoumana kachnata ve véku 71 dnd. Podobné vysledky uvadi i Ng a Higgins (1986), kteti
zjistili, Ze koncentrace IgM je u Cerstvé vylihlych kachen velmi nizka, ale uz kolem 40. dne
véku dosahuje hodnot nalézanych v séru dospé€lych kachen.

I u kachen nalézdme tfidu imunoglobulinu IgA spjatou se slizni¢ni imunitou. Ve
srovnani s jinymi druhy ptakl je ale exprese této tfidy opozdéna. Jesté 25. den po vylihnuti
neni IgA detekovatelné, hodnot charakteristickych pro adultni kachny dosahuje 55. - 60. den
véku (Ng a Higgins 1986). mRNA pro podjednotku a protilatek (sledovdno na genu pro C4
konstantni doménu) se prvné objevuje kolem 14. dne. Nejvyssi hladiny exprese je dosazeno
v obdobi mezi 35. — 50. dnem. IgA se vyskytuje v lymfatickych organech a nejvice
abundantni je v dychaci, rozmnozovaci a travici soustavé (Magor et al. 1998).

V zivotnim cyklu nami studovanych ptacich schistosom T. regenti a T szidati figuruji
pravé kachny jako definitivni hostitel¢. Zatim byla imunitni odpovéd’ proti témto parazitim

zkoumana pouze u nespecifickych hostitelt.

3.7 Imunitni odpovéd’ proti T. regenti a T. szidati u nespecifickych

hostiteli

Imunitni odpoveéd” mysi, kterd se rozviji po infekci ptac¢imi schistosomami, se nejprve
projevuje na kuzi vznikem cerkariové dermatitidy. Tato Th2 asociovana hypersenzitivni kozni
reakce (Casna reakce 1. typu) (Koufilova et al. 2004) se objevuje po opakovaném priniku
cerkarii ptacich schistosom kazi nespecifick¢ého hostitele. V piipad€ lidské cerkariové
dermatitidy jsou za ni nejcastéji zodpoveédné schistosomy rodu Trichobilharzia (Hordk et al.
2002), které¢ opakované penetruji do kiize koupajicich se lidi. U nékterych senzitivnich
jedinci maze dojit nejen k vzniku svédivé vyrazky, ale i k otoku lymfatickych uzlin a vzniku

horecky (Chamot et al. 1998).

13



Kolem mista praniku cerkarii mizeme pozorovat otok (Hordk et al. 2002). Ten je
zpisoben histaminem, ktery produkuji mastocyty a makrofagy (van Loveren et al. 1997 citace
dle Kouftilova et al. 2004). V reakci na prinik cerkarii jsou do mista penetrace atrahovany i
neutrofily, eozinofily, makrofagy, CD4+ T lymfocyty a mastocyty (Koufilova et al. 2004).

Imunitni reakce se liSi podle toho, zda se jedna o primoinfekci, nebo zda se jedna o
opakované setkani s penetrujicimi ptac¢imi schistosomami.

Pti primoinfekcich miva imunitni odpovéd’ leh¢i pribéh. Jak popsala Koutilova et al.
(2004), pri prvni infekci cerkariemi T. regenti dochazi v prvnich hodinach po penetraci
k zédnétlivym reakcim, které jsou provazeny uvolhovanim IL-1B, IL-6 a IL-12p40. Byla
pozorovana smiSena Th1/Th2 cytokinova odpoveéd'.

Pii opakovanych infekcich mys$i cerkariemi T. regenti, 4x v intervalu 10 dni, se
objevila jasnd Th2 polarizovana cytokinova odpovéd’ s dominantni sekreci I[L-4 a IL-5. Dale
se vreakci na nékolikandsobné infekce zvysila i tvorba antigenné specifickych sérovych
protilatek IgM, IgG1 a IgE (Lichtenbergova et al. 2008)

Imunitni reakce je vedena bezpochyby 1 proti dal§im stadiim, se kterymi se dostava do
styku definitivni hostitel. K zacileni vyznamnych antigenli byly pouzity metody
imunofluorescence a ultrastrukturdlni imunocytochemie. Jako primarni protilatky autofi
pouzili séra z opakované infikovanych mysi T. regenti. Antigeny, s nimiz séra reagovala, se
nechdzely v penetracnich zlazach, glykokalyxu a tegumentu cerkarii, v tegumentu dospélcii a
schistosomul. Velmi vyrazné byla rozpoznavana subtegumentalni téliska. Poté, co cerkarie
odvrhly glykokalyx, se znac¢né snizila jejich povrchova reaktivita. Ta se dale snizovala i
v prub¢hu dalsiho vyvoje v schistosomula.

Na zdklad€ zjisténi, Ze se antigenni reaktivita schistososmul ziskanych pitvou ze
specifickych hostiteld (kachny) a in vitro kultivovanych schistososmul se séry mysi
opakované exponovanych cerkariim T. regenti vyrazné neli$i, autofi odvozuji, Ze schopnost
T. regenti snizit béhem ontogenetického vyvoje povrchovou imunoreaktivitu je nezavisla na

typu definitivniho hostitele (Chanova et al. 2012).

3.8 NejvyznamnéjSi antigeny schistosom

Jako antigeny jsou obecné oznacovany latky (molekuly), které jsou pii setkani se
slozkami imunitniho systému rozpoznany, a na které zareaguje imunitni systém tvorbou
specifickych protilatek, nebo specifické bunécné odpovédi. T¢lo paraziti obsahuje fadu

proteind a sacharidl, na které¢ dokdze imunitni systém s rtiznou silou a specifitou zareagovat.
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V zivotnim cyklu paraziti se objevuji riizna vyvojova stadia, kterd se mohou liSit nejen
morfologicky a strukturné, ale také spektrem antigeni, které jsou danym stadiem parazita
exprimovany.

Antigeny parazith mizeme obecné rozdélit na dva typy, sekrecni a membranoveé
vazané. Sekrecni antigeny jsou uvolilovany z parazita do prostfedi. Naproti tomu vazané
antigeny jsou zakotveny na jeho povrchu. Déle mlizeme vyc€lenit antigeny somatické, které
tvoti strukturni a cytoplazmatickou slozku v téle parazita.

Nékteré struktury, jako bakteridlni peptidoglykan, jsou rozeznavany imunitnimi
systémy napfi¢ spektrem hostitell. Jak se ukazuje na ptikladu lidskych schistosom, existuji
nekteré antigeny objevujici se opakované u vétSiny zkoumanych druhti. Jedné se nejspise o
konzervované struktury, které by mohly plsobit jako imunogeny i v pfipadé ptacich

schistosom. V nasledujici kapitole se zaméfim na nejvyznamnéjsi z nich.

3.8.1 Antigeny lidskych schistosom

Antigentim lidskych schistosom je vénovana velka pozornost z divodu hledani G¢inné
vakciny a markert spolehlivé indikujicich pfitomnost onemocnéni. Praktickym divodem
tohoto vyzkumu je snizujici se citlivost a mozny vznik rezistence na nejéastéji pouzivané
1éCivo, praziquantel (PZQ) (Doenhoff a Pica-Mattoccia 2006). Pozadavky kladené na
komeréné vyrabénou vakcinu shrnuji Loukas et al. (2006). Vakcina by méla navozovat tvorbu
neutralizujicich protilatek, které by blokovaly kli¢ové parazitarni proteiny, podilejici se napf.
na traveni krve nebo na migraci tkanémi hostitele. Béhem historie hleddni bylo nalezeno
velké mnozstvi antigenti, které byly s vétsim ¢i menSim tspéchem testovany.

Antigeny schistosom cirkulujici v séru a moci pacientl se vyuzivaji pfi imunologické
diagnostice schistosomodzy. V ptipad¢ schistosomiasis mansoni protilatky pacienta reagujici s
antigenem Sm22,3 obsazenym ve frakci dospélych cervt detekuji s 89% citlivosti akutni fazi
schistosomozy (Makarova et al. 2003). Stejné tak pfitomnost protilatek proti Sm31 (cathepsin
B) s 98% tuspésnosti odhali jedince, u kterych Ize koprologickou analyzou detekovat ve stolici
vejce parazita (Ruppel et al. 1990).

Carvalho et al. (2011) uvadi 6 antigenti, které jsou vhodnymi kandidaty pii diagnostice
schistosomozy zpusobené druhem S. mansoni. Jedna se o Sm200; Sm12,8; Sm43,5; Sm127,9;
Sm18,9 (cytochrom oxiddza) a Sm16,5 (cytochrom oxidéaza). Byly vybrany pro svou malou
podobnost s lidskymi proteiny a proteiny jinych obvyklych druht lidskych helminti.
Podrobné jsem se problematikou antigenti schistosom a imunitni odpovédi vedenou proti nim

zabyvala ve své bakalaiské praci (Turjanicova 2009).
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Nejvyznamnéjsi antigeny, u kterych se piedpoklada jejich mozné vyuziti pii vyrobé

vakcin proti lidské schistosomodze, jsou uvedeny v tabulce 1. Podrobnéji se zde vénuji

glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenaze a trioso-fosfat-izomeraze tedy antigenim, které jsou

rozpoznavany i protilaitkami experimentaln¢ nakazenych mysi a také lidi, ktefi prodé¢lali

cerkariovou dermatitidu po expozici cerkariim ptacich schistosom. Dal§imi antigeny, kterym

vénuji vice prostoru jsou cathepsiny Bl a B2, které jsme méli k dispozici v rekombinantni

formé a byly tak vhodnymi kandidaty k otestovani jejich imunoreaktivity.

Tabulka 1: Vyznamné kandidatni antigeny pro produkci vakein proti lidské

schistosomiasis mansoni

(informace ptevzaty z El Ridi et al. 1998, McManus a Loukas 2008, McWilliam et al. 2012)

Antigen Zkratka Stadium Funkce
Lokalizace
1 | Tetraspanin-2 SmTSP-2 Schistosomula, Integralni membranovy
dospélci protein
2 | Gutathion S- Sm28GST | VSechna stadia krom | Detoxifikaéni enzym,
transferaza nedozralych vajec lokalizovany
v tegumentu, v
parenchymu, v epitelu
jicnu a genitalich
3 | Irradiation asociated IrvV-5 V8echna stadia Tegumentalni protein, v
vaccine antigen-5 penetraCnich Zlazach
4 | Paramyosin Sm97/Sj97 | Cerkarie, Svalovy protein, v
schistosomula, tegumentu a pod nim
dospélci leZici svaloviné
5 | Tetraspaninovy Sm23/Sj23 | VSechna stadia Membranovy a stfevni
membranovy protein
protein
6 | Calpain Sm-p80 VSechna stadia Ca2+ dependentni
cysteinova peptidaza,
tegument a pod nim
leZici svalovina
7 | Cytolyticka super oxid | CT- Schistosomula, Tegument a stfevni
dismutaza SOD(Sm) | dospélci epitel
8 | Tegumentalni antigen | Sm29 Schistosomula, Tegumnetalni
(29 kDa) dospélci membranovy protein
9 | Glyceraldehyd-3- GAPDH Vsechna stadia Metabolicky enzym,
fosfat dehydrogenaza povrchovy
protein
10 | Trioso-fosfat TPI VSechna stadia Glykolyticky enzym, u

izomeraza

vSech stadii na povrchu,
u dospélcl navic ve
svalech a stfevé
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3.8.1.1 GAPDH (glyceraldehyd-3 fosfat dehydrogenaza)

Dessein at al. (1988) zjistili, ze séra ziskand z pfirozené rezistentnich pacientl
larvalnich povrchovych antigenti, mezi nimi i 37 kDa velky protein, ktery byl pozdéji na
zakladé 73% shody v aminokyselinové sekvenci s lidskou GAPDH charakterizovan jako
glykolyticky enzym glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (Goudot - Crozel et al. 1989).
V séru pfirozené rezistentnich pacientil byla tato molekula rozpoznavana IgGl, IgG3 a IgA
protilatkami. Také vyvolava sekreci IL-4 a IFN-y a proliferaci lymfocytl u jedinci se silnou
produkci vajec (El Ridi et al. 2001).

Na zéklad¢ publikované sekvence GAPDH bylo vybrano 6 peptidii, A, B1, B, C, D a
E, které mély nejnizsi homologie k lidskému GAPDH. Tyto peptidy navazané na D-MAP
(dipeptidic multiple antigen peptide) byly pouzity k imunizaci mys$i BALB/c. Imunizace
pomoci D-MAP s peptidy A a B vyvolala silnou humoralni odpovéd a byla spojena se
snizenim zatéze zpusobené kladenim vajec. Tento ucinek byl vyvolan pievazné diky peptidu
B. Naproti tomu imunizace pomoci D- MAP B1-C a MAP D-E nevyvolala statisticky
vyznamnou ochranu proti infekei (EI Ridi et al. 2004).

Dle naznacenych vysledkli experimenti se jednd o mozného kandidata na vyrobu

vakciny proti schistosomdze.

3.8.1.2 Trioso — fosfat — izomeraza (TPI)

Jedna se o enzym, ktery se podili na glykolyze. Jeho velkou piednosti jako kandidata
na vakcinu je, ze je obsazen ve vSech bunkach vSech vyvojovych stadii schistosom, proto bylo
zvazovano jeho pouziti pti tvorbé vakciny proti S. japonicum a S. mansoni (McManus a
Loukas 2008). TPI byla lokalizovdna na povrchu nové transformovanych schistosomul a
dale ve stievé, svalech a tegumentu dospélych cervli ve studii Harn et al. (1992).

Jedna se o 28 kDa velky antigen, ktery je vysoce homologni k jinym eukaryotickym
TPI. Na zadkladé¢ cDNA byla pfipravena jeho rekombinantni forma, kterd byla rozpoznavéana
specifickou monoklondlni protilatkou M1. Aktivita této rekombinantni TPI byla srovnatelna
se specifickou aktivitou TPI kvasinek i kralika (Shoemaker et al 1992).

V piipadé TPI S.mansoni byla u myS$i zaznamenana polarizace k Thl imunitni
odpovédi, zaloZzend na zvySeni IL-2 a IFN-y (Reynolds et al. 1994). Pfi imunizaci naivnich
prasat SJCTPI DNA (DNA plazmidem obsahujicim SjTPI), a SJCTPI DNA s pfidanim IL-12

(3% v intervalu 21 dni), ktery byl injekéné¢ vpraven do svalu pokusnych zvifat, byla
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zaznamenana o 48% niz$i zatéZ vyplyvajici z kladeni vajec a velikost granulomt byla sniZzena

0 42% (Zhu et al. 2006).

3.8.1.3 Cathepsin B1 (CB1)

Antigen Sm31 nalezeny u S. mansoni byl charakterizovan jako cathepsin B (Klinkert
et al. 1989). Jedna se o stfevni protedzu, ktera se G€astni traveni krevnich proteinti (Caffrey et
al. 2004). Vyskytuje se u Cervil ve stadiu schistosomula, dospélce (Dalton et al. 1996), ale
také byl na zdklad¢ imunolokalizace pozorovan v postacetabularnich zldzach (Dalton et al.
1997), v slepém stievé a protonefridiich cerkarii (Skelly and Shoemaker 2001).

Na imunoblotu byla testovana séra pacientt s laboratorné potvrzenou schistosomozou
(S. mansoni) a s podezienim na prodélanou schistosomozu. Byla testovana imunoreaktivita
homogenatu dospélych cervli. VSechna séra pacientli se schistosomézou a nékolik sér ze
skupiny v podezieni na schistosomoézu reagovala s 31 kDa antigenem. Jako kontrola byla
pouzita séra z pacientll s jinymi parazitarnimi chorobami, z nichz ani jedno tento antigen
nerozpoznavalo (Ruppel et al. 1985). Byla zvaZovana moZnost pouzit SmCB1 jako antigen,
na zaklad¢ kterého by mohla byt vytvofena vakcina (Abdulla et al. 2007) ¢i jako soucést
diagnostického kitu pro laboratorni diagnostiku schistosomoz (de Oliveira et al. 2008).

Doslo jiz 1 kpfipravé rekombinantni formy tohoto antigenu. Cathepsin Bl
rekombinantné pfipraveny v expresnim systému Pichia pastoris byl ale nespecificky
glykosylovan a dochazelo k falesné pozitivnim reakcim s IgG jak na imunoblotu, tak pfi
ELISA testech. Tento problém vyfteSili Stack et al. (2005) enzymatickou deglykosylaci
rekombinantniho proteinu, séra zdravych pacientli poté s rfSmCBI1 nereagovala.

Cathepsin B2 nalezeny u S. mansoni se vyskytuje v parenchymu dospélcit u obou
pohlavi a v tegumentalnich tuberkulech dospélych samcii. Caffrey et al. (2002) se domnivaji,
ze zastava ochrannou funkci proti imunitnimu systému, podili se na traveni endocytézou
piijatych proteint a ucastni se pfemény tegumentu. Imunitni reakce proti tomuto antigenu
zatim nebyla testovéana.

Pfi zkoumani pfitomnosti téchto peptidaz u T. regenti bylo zjisténo, ze se cathepsin Bl
vyskytuje u tohoto druhu v 6 izoformach. Pomoci polyklonalnich protilatek byl lokalizovan
ve stfeve schistosomul. Piedpoklada se, Zze se podili na hydrolyze piijatych proteind.
Ptipravené rekombinantni izoformy TrCB1.1 a TrCB1.4 byly schopny Stépit krom jinych
substratli i myelin basic protein. Autofi se domnivaji, Ze se tato schopnost vyvinula jako
adaptace na unikatni migra¢ni cestu schistosomul nervovou soustavou do nazalni dutiny, do

mista definitivni lokalizace (Dvoték et al. 2005).
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Doleckova et al. (2009) identifikovali u T. regenti dalsi cathepsin, tentokrat
v penetracnich zlazach cerkarii. Na zaklade témét 80% podobnosti aminokyselinové sekvence
s CB2 u S. mansoni a S. japonicum byl oznacen jako TrCB2. Dle mista lokalizace CB2 a také
diky jeho schopnosti $tépit slozky obsazené v kiizi, v séru a v nervové tkani, se soudi, Ze ma
velky podil na penetraci cerkarii do definitivniho hostitele. Rekombinantni protein mé¢l
velikost 32 kDa.

Béhem ontogeneze T. regenti dochazi k odlisné expresi CB1 a CB2. Doleckova et al.
2010 provedli real-time PCR analyzu cDNA izolované z riznych vyvojovych stadii T. regenti
(vajicka, miracidia, sporocysty, cerkarie, schistosomula, dospélci) a zmapovali odliSnosti
v expresnich profilech obou cathepsini. ZvySena exprese TrCBI1.1 byla pozorovéna ve
stadiich schistosomul a dospé€lcti. Exprese TrCB2 byla v porovnani s TrCB1.1 vyssi u vSech
vyvojovych stadii. Nejvyssi byla opét ve stadiu schistosomula a dospé€lce. Podle autort se
zda, ze relativn¢ vysoka exprese CB2 u sporocyst, v nichz se vyvijeji cerkarie, naznacuje
dalezitou roli CB2 pfi praniku cerkarii do hostitele. Jak vyplyva z vySe uvedenych udaji,
s cathepsiny CB1 a CB2 se setkavaji vSichni infikovani hostitelé. Tudiz by se proti nim mohla

vyvinout antigenné specifickd protilatkova odpovéd'.

3.8.2 Antigeny T. regenti

Lichtenbergova et al. (2008) zjistili pomoci ELISA testl, Ze séra ziskand z pacientd, u
kterych byla potvrzena cerkariova dermatitida, obsahovala specifické imunoglubuliny IgG
proti TrHc (homogenat z cerkarii T. regenti) i proti TrE/S (cerkarialni exkre¢né/sekre¢ni
produkty) antigeniim. Podobné reagovala 1 séra z experimentaln¢ reinfikovanych mysi. U nich
se vytvoftily antigen specifické IgM a IgG1 protilatky a zvysila se celkovéa produkce IgE .

Lidské 1 mysi protilatky (IgE a IgGl) specificky rozpoznavaly 34 kDa velkou
molekulu na Western blotech (Lichtenbergova et al. 2008). Pomoci hmotnostni spektrometrie
bylo zjisténo, ze se jedna o glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogendzu. Déle byla zaznamenana
silné reakce IgG1 a IgE proti proteinu o molekulové hmotnosti 25kDa, ktery byl identifikovan
jako trioso-fosfat izomeraza (Kasny et al. 2009).

Velmi imunogenni a tudiz rozpoznavany protilaitkami je i povrch cerkarii a
schistosomul T. regenti. Glykokalyx cerkarii byl rozpoznavan jak protilatkami lidskych
pacientti, tak i protilatkami ze sér mysi experimentalné nakaZzenych druhy S. mansoni,
T. regenti a T. szidati (Koufilova et al. 2002).

Imunogenicitu glykokalyxu cerkarii a tegumentu schistosomul T. szidati zkoumali

Horak et al. 1998b. V experimetu byla pouzita séra mysi opakované (4x) experimentalné

19



infikovanych T. szidati a séra pacientd s cerkariovou dermatitidou. IgG a totalni Ig obsazené v
sérech infikovanych mysi silné rozpoznavaly povrch cerkarii a in vitro transformovanych
schistosomul. IgM a IgA se témét nevazaly, byla zaznamendna pouze slabd reakce IgM
z odbéru po 2. nakaze s povrchem cerkarii a in vitro schistosomul.Také u lidskych sér nebyla
zaznamenana témet zadna odpoveéd’ IgA, I1gM a IgE, na rozdil od toho totalni Ig a IgG se

specificky vazaly na povrch cerkarii a in vitro transformovanych schistososmul.
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4 Material a metodika:

4.1 Slozeni pouzitych pufrii:

PBS pH 7,2 - (Pouzivan pii imunoblotu a ELISA)
0,1 M fostatovy pufr pH 7,2 s obsahem 116 mM NaCl (izotonicky)
PBS-T

e 0,IMPBS pH 7,2

e 0,05% Tween (Tween 20, Bio-Rad)

e 0,5% BSA (albumin z bovinniho séra, Sigma)

Blokovaci pufr na imunoblot a ELISA

e 0,IM PBS — T plus jedna z nésledujicich substanci, dle potieby

e 0,5% BSA (albumin z bovinniho séra, Sigma)

e 5% suSené mléko (Blotting Grade Blocker Non-fat dry milk, Bio-Rad) - imunoblot
e 2% casein (Sigma) - imunoblot

e 3% kozi sérum (Sigma) - ELISA

4.2 Infekce kachen

Pii nakaze kachen Anas platyrhynchos f. domestica bylo postupovano dle metodiky
popsané¢ Meuleman et al. (1983). Neopetfena Cast kachni koncetiny byla vystavena po dobu
jedné hodiny infekéni davce 2000 cerkarii pti nakaze druhem T. regenti a 3000 cerkarii pfi
nakaze druhem T. szidati. Kachny byly nakazeny ve véku 7-10 dni. Pfi nakaze divokych
kachen jsme z diivodu vyssiho véku pokusnych zvifat (21 dnd a 40 dnti) upravili metodiku.
Infek¢éni davka byla zvySena na 2500 cerkarii - T. regenti a 4000 cerkarii - T. szidati. Po
nakaze byly kachny oznaCeny riznobarevnymi krouzky a umistény do kleci
s dvanactihodinovym cyklem. Po ukonceni pokusu byla pokusna zvifata usmrcena dekapitaci.

Do pokusu bylo pouzito 28 kachen domécich, které byly rozdéleny do 4 skupin (A-D),
a 15 kachen divokych, které byly opatieny v lihni Klatovského rybatstvi (skupiny E a F).
Byly ziskany ve véku 21 dni, do tohoto véku byly drzeny v krytych voliérach bez kontaktu
s vodou a jinymi ptaky. Po celou dobu experimetu byly chovany a dokrmovany v uzavieném
zvéiinci. V kazdé experimentalni skupiné byly kachny, které nebyly infikovany a slouzily

jako kontrola. K zachyceni zmény protilatkového profilu byly zvoleny intervaly odbéru 7 a 10
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dni. Divoké kachny byly zapojeny do experimenti opakované reinfekce (4x po 10 dnech) a
infekce ve v€ku zralosti imunitniho systému (>40 dni), kvlli jejich nizsi rychlosti rlstu a
celkové mensi dosahované velikosti. Klasické masné plameno domécich kachen roste pfili§
rychle a nebyly k dispozici dostatecné prostorové kapacity k jejich chovu do véku imunitni

zralosti.
4.2.1 Odbéry krve, jeji zpracovani a uchovani sér

Odbeéry kachni krve probihaly z aa. metatarsales dorsales bez celkové narkdzy pouze
pii fixaci zvifete. Misto vpichu bylo nejprve dezinfikovano lihem, poté byla céva nabodnuta
injekéni jehlou a vytékajici krev odchytavana do pfipravené mikrozkumavky. Krvaceni bylo
zastaveno za pouziti zelatinové houby Gelaspon (Chauvin) a rana byla oSetiena tekutym
obvazem ve spreji (Urgo). Bylo odebirdno kolem 1 ml krve od kazdé z pokusnych kachen.
Intervaly a Cetnosti odbértl jsou podrobné popsany v tabulkdch 2 a 3. Byla ziskdna i séra
zvoln¢ zijicich divokych kachen pii mysliveckém odstielu v obci Zbiroh na Dvorském
rybnice. Nosni sliznice a stieva ulovenych kachen byla mikroskopicky vySetfena na
ptitomnost ptacich schistosom.

Ziskana krev byla inkubovana pil hodiny pfi laboratorni teploté, aby probéhl proces
srazeni a nasledn¢ byla sta¢ena 5 minut pii 7000xg na centrifuze 5415R (Eppendorf). Ziskané
sérum bylo odebrano do ¢isté oznacené mikrozkumavky a uchovano pied dalSim pouzitim pfi

teploté -20°C.

Tabulka 2: Ptehled experimentéalnich ndkaz doméacich kachen

Anas Infekéni Pocet Interval Pocet
platyrhynchos f. domestica |davka kachen odbéru odbéru
(cerkarie)
T. regenti 2000 2 7 dni 5
4 7 dni 4
4 10 dni 4
T. szidati 3000 2 7 dni 5
2 7 dni 4
6 10 dni 4
Kontrola |- 2 7 dni 5
(neinfikovana) 2 7 dni 4
4 7 dni 4
Celkem 28 Celkem 118
kachen odbért
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Tabulka 3: Ptehled experimentéalnich nakaz divokych kachen

Anas platyrhynchos Infek€ni Pocet Interval Pocet
davka jedinct odbéru odbéru
(cerkarie)

Opakované infekce 2500 6 10 dni 4

T. regenti

Infekce kachen s plné zralym | 2500 4 10 dni 5

imunitnim systémem
T. regenti (240 dni)

T. szidati 4000 2 10 dni 4

Kontrola |- 3 10 dni 4
Celkem 15 Celkem 64
kachen odbéru

4.2.2 Systém znaceni kachen a odbéru krve

Pro lepsi orientaci byl zvolen jednoduchy systém znaceni kachen zapojenych do
experimetu. Prvni dvé pismena oznacuji druh trichobilharzie, jimZ byla doty¢na kachna
infikovana. Kachny infikované T. regenti jsou oznaceny pismeny Tr, kachny infikované
T. szidati nesou oznaceni Ts, neinfikované kontroly jsou oznaceny jako Ko. Nasleduje
pismeno experimentalni skupiny. Ve skupiné A a B byla domacim kachnam odebirdna séra v
7 dennich intervalech, ve skupin€ C a D byla domacim kachnam odebirana séra v 10
dennich intervalech. Skupina E zahrnovala opakovan¢ infikované divoké kachny, skupina F
divoké kachny infikované v dob€ plné¢ imunokompetence. Obéma skupinam E i F byla séra
odebirana v 10 dennich intervalech. Cislice za oznaéenim skupiny slouZi k rozli$eni jedinct
v dané skuping. V ptipad¢ sér ziskanych pii mysliveckém odstielu bylo zvoleno oznaceni KD,

jako zkratka ndzvu kachna divoka, ¢islo odliSuje jednotlivé odsttelené jedince.

4.3 Sbér parazitii na antigen a homogenizace

Nakazeni vodni plzi (Lymnea stagnalis - T. szidati; Radix lagotis — T. regenti) byli
vystaveni po dobu nékolika hodin umélému studenému diodovému osvétleni. Vyloucené
cerkarie byly slity do koncentracnich ban¢k zakrytych hlinikovou folii a dal§im osvétem hrdla
barky byly koncentrovany a sebrany do 50 ml centrifugac¢nich zkumavek s vickem, které byly
uloZeny na ledu. Poté, co cerkarie klesly na dno zkumavky, byly centrifugovany pii 4100xg
na centrifuze 5804 R (Eppendorf). Cely objem vody byl vyménén a postup 2x zopakovan.

Zkoncentrované cerkarie s pfidanym inhibitorem protedz Complete Mini EDTA-free (Roche)
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(1 tableta na 10 ml), byly pieneseny do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky a ulozeny v mrazaku pfi
-20°C.

Po usmrceni kachny dekapitaci byla z téla vyjmuta patet, z které byla vypreparovana
micha. Ta byla vloZzena do ¢isté Petriho misky s roztokem PBS a byla opatrné¢ roztrhana
prepara¢nimi jehlami. Uvolnéna schistosomula byla sbirana do ¢isté Petriho misky s PBS.
Schistosomula byla podle potieby 4x az 5x promyta v cistém roztoku PBS, aby byly
odstranény zbytky michy. Nasledné byla pfemisténa do ¢isté mikrozkumavky a byl k nim
pfidan inhibitor protedz Complete Mini EDTA-free (Roche). Takto oSetfena schistosomula
byla uchovéna pii teploté -20°C.

Schistosomula nebo cerkarie byly homogenizovany pomoci sonikatoru Vibra Cell™
72405 (Bioblock Scientific) (4x10s, 10W). Poté byl vysledny homogenat centrifugovan (20
min, 13 000g, 1°C ). K ziskanému supernatantu byl pfidan inhibitor protedz Complete Mini
EDTA-free (Roche) a nasledn¢ byl vzorek uchovan pii teploté -20°C.

4.4 Meéreni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinu v jednotlivych vzorcich byla méfena pomoci fluorometru
Infinite M200 (TECAN). Méfeni bylo provadéno pomoci kitu Quant-IT™ Protein Assay Kit
(Invitrogen) v 96 jamkovych Cernych mikrotitracnich destickach s plochym dnem (Nunc).
K vyneseni kalibracni kiivky byly pouzity proteinové standardy v rozmezi 0 — 400 ng/pl,

které jsou soucasti kitu.

4.5 Deglykosylace

Pro deglykosylaci rekombinantnich cathepsini B1.1 a B2 z T. regenti byl pouzit
Native Protein Deglycosylation Kit (Sigma). K 10 pl reakéniho pufru byl ptidan rekombinantni
protein (37,5 ul) a endoglykosidaza F1 z Elisabethkingia miricola (2 ul). Deglykosylace
probihala v termobloku 1 hodinu pii 37°C. PreciSténé rekombinantni cathepsiny, TrB1.1 ve

formé proenzymu a autoaktivovany TrB2, poskytla Mgr. Hana Dvotékova.

4.6 Biochemické a separaéni analytické metody
4.6.1 SDS-PAGE Elektroforéza

K separaci homogenatt cerkarii a schistosomul T. regenti (TrH¢ a TrHg) a T. szidati
(TsHc) a cathepsinu CB1.1 a CB2 byla pouZita elektroforetickd cela X Cell Sure Lock™
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Mini-Cell (Invitrogen). Déleni proteint a peptidii probihalo vertikalné pfi konstantnim napéti
150V (1 gel), nebo 200 V (2 gely).

Pro separaci byly pouzity 12% dvoujamkové NuPAGE® Bis-Tris Precast gely o
tloustce Imm (Invitrogen). Vzorky homogenatu (200-250 pg), TrCB1.1 (10 pg) a TrCB2
(10 pg) byly nandseny na gel smichané se vzorkovym pufrem NuPAGE® LSF Sample Buffer
(4x) a sredukénim agens NuPAGE® Sample Reducing Agent. Separace probihala za
denaturujicich podminek v elektrodovém pufru NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (for
Bis-Tris Gels), ve vnitini komote byl pfidan do pufru antioxidant NuPAGE® Antioxidant
(0,04%), vse dle navodu vyrobce. Jako ukazatele molekulové velikosti byly pouzity markery
Novex ® Sharp Pre-stained Protein Standard (Invitrogen), nebo Precision Plus Protein ™

Dual Xtra Standards (Bio-Rad).

4.6.2 Western blot

Proteiny rozdélené¢ pomoci SDS-PAGE byly z gelu pfeneseny na PVDF membranu a
nasledné detekovany specifickymi protilatkami.

Homogenaty cerkarii a schistosomul T. regenti (TrH, a TrH;) a cerkarii T. szidati
(TsH,) a TrCB1.1 a TrCB2 byly nejprve separovany pomoci 1D elektroforézy, poté byly
proteiny z gelii elektrotransferovany na PVDF membranu Invitrolon™ PVDF Filter Paper
Sandwich 0,45um pore Size (Invitrogen) pomoci Trans — Blot Turbo Transfer system (Bio-
Rad), pti konstantnim proudu 2,5 A po dobu 12 min.

Z PVDF membrany byly odstiizeny proteinové standardy a ndsledné byla membrana
reverzibiln€ obarvena pomoci 0,01% Ponceau S. Po obarveni byla membrana rozmétena na
jednotlivé stripy (Sife 3 mm), které byly vlozeny do 12 jamkovych blotovacich misek.
Blokovani membrany bylo provadéno pomoci bloka¢niho roztoku po dobu 2 hodin pfi
laboratorni teploté. Nésledné byly membranové stripy inkubovany za stdlého michani pfi
laboratorni teploté 1,5 hodiny s kachnimi séry.

Séra byla fedéna v poméru 1:40 nebo 1:100 v 0,1M PBS - T s 0,5% BSA. Po inkubaci byly
membranové stripy promyty 3x po 5 minutich PBS-T. Daéle probihala inkubace se
sekundarnimi protilatkami znacenymi peroxidazou.

Pro detekci kachnich IgY (IgG) byla pouzita protilatka:

e Peroxidase — Labeled Affinity Purified Antibody To Duck IgG (H+L) (fa. KPL)

Pro detekci kachnich IgM byly pouzity protilatky:

e Polyclonal Antibody to duck IgM (Fc specific) — HRP (fa. Acris Antibodies)

nebo
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e GADwIgM(Fc)/PO immunoconjugate (fa. Nordic Immunology)

Sekundarni protilatky byly fedény v roztoku PBS-T a 0,5% BSA v poméru 1:1000
(anti-IgY) a 1:1000, 1:2000, 1:3000 ¢i 1:4000 (anti-IgM). Inkubace probihala 1 hodinu za
stalého michéni pti laboratorni teploté. Nasledné byly membranové stripy znovu promyty
v PBS-T (3%, 5 min), vyvinuty pomoci substratového kitu Opti — 4CN ™ (Bio-Rad) a
skenovany na skeneru GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad).

Vyhodnocovani imunobloti bylo provadéno v programu Quantity One (Bio-Rad).
Data ziskand timto programem byla dale zpracovdna pomoci statistické metody
kontingen¢nich tabulek a kontingenénich grafii. Byla sledovana molekulové velikost antigenti
rozpoznavanych v pribéhu infekce. Ziskané vysledky byly porovnavany mezi jednotlivymi
skupinami navzajem a mezi odbéry jednotlivych individudlnich kachen. Dale byl mapovan

trend vyvoje produkce jednotlivych tfid protilatek (IgY a IgM).

4.6.3 ELISA

V tomto piipad¢ se jednalo o nepiimy sendvicovy ELISA test. Antigenicita byla
zkoumana u homogenatu cerkarii T. regenti (TrH¢) a T. szidati (TsHc). Antigen byl roziedén
v uhli¢itanovém pufru o pH 9,6 (v koncentraci 6,25 pg na 1ml), napipetovan do 96-ti
jamkové mikrotitra¢ni desticky (MaxiSorb, Nunc) a inkubovan pies noc pti 4°C ve vlhké
komtrce. Nasledn¢ byla desticka promyta 3x 150ul, 1 min v PBS-T. Na zablokovani
nespecifickych vazeb byl pouzit roztok PBS-T s 3% kozim sérem (Sigma). Blokovani
probihalo 1 hodinu ve vlhké komtrce za stalého michéani pfi laboratorni teploté. Kachni séra
(primarni protilatky) byla rozfedéna v PBS-T v poméru 1:160. Inkubace s primarnimi
protilatkami probihala 2 hodiny. Sekundarni protilatky ((Peroxidase — Labeled Affinity
Purified Antibody to Duck IgG (H+L) a Polyclonal Antibody to duck IgM (Fc-specific)) byly
roziedény v PBS-T vpoméru 1:500 (anti-IgY) a 1:5000 (anti-IgM). Inkubace se
sekundarnimi protilatkami probihala 1,5 hodiny. Vizualizace reakce byla provedena pomoci
3,37 5,5 tetramethylbenzidine (TMB) liquid substrate system for ELISA (Sigma). Reakce
byla zastavena ptfidanim 100ul 1M HCI. Absorbance byla méfena na fluorometru Infinite M
200 (Tecan) pii 450 nm. Pii kazdém ELISA experimentu byly vSechny reakce provadény

v dubletech, v grafech jsou uvedeny priméry hodnot.

4.7 Klonovani a exprese trioso - fosfat izomerazy T. szidati (TsTPI)
Lichtenbergova et al. (2008) uvedli, ze protilatky IgG1 a IgE z sér mysi opakované

reinfikovanych T.regenti a sér pacienti s prodélanou cerkariovou dermatitidou silné
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rozpoznavaji dva antigeny o velikosti 34kDa a 25 kDa. Bylo zjisténo, Ze se jedna o
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendzu a o trioso-fosfat izomeradzu (Kasny et al. 2009). Na
zakladé téchto poznatkil bylo rozhodnuto vytvofit rekombinantni formu TPI. Sekvenci genu
pro TPI se podafilo ziskat pro druh T. szidati (Kasny, nepublikovano), coz je druh velmi

blizky T. regenti, pocita se proto se zkfizenou reaktivitou.

4.7.1 Izolace celkové RNA a syntéza cDNA

K izolaci celkové RNA zcerkarii T. szidati, z hepatopankreatu infikovaného plze
L. stagnalis a z hepatopankreatu zdravého plze L. stagnalis (kontrola) byl pouzit TRIZOL
reagent (Invitrogen), 1ml na 50 — 100 mg tkéné. Pfi izolaci bylo postupovano dle manuélu
kitu. Z izolované RNA byla nésledné nasyntetizovdna jednotetézcovd cDNA pomoci kitu
Super Script III RT (Invitrogen) podle navodu vyrobce. Ziskana cDNA slouzila jako templat
pro dalsi PCR.

4.7.2 PCR s degenerovanymi primery pro TsTPI
Degenerované primery pro TsTPI byly navrzeny podle sekvence TsTPI laskavé
poskytnuté dr. Martinem Kasnym. Tato sekvence byla v programu BioEdit porovnana s
dostupnymi sekvencemi TPI jinych motolic a na zakladé tohoto srovnani byly navrzeny
uvedné degenerované primery:
J FWD 5° ATG TCT RGA TCT CGC AMA TT 3’
o REV 5’ RTT RTY TRG CTT WAC ATA T 3’
PCR reakce probihala v thermocycleru C 1000 Thermal Cycler (Bio-Rad). Do reakce
(25ul) byly pridany chemikélie popsané v tabulce 4. Tabulka 5 ukazuje nastaveni
termocycleru pro amplifikaci TsTPI pomoci PCR.

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro PCR

Reagencie Mnozstvi/ pl

1. | PPP mastermix 12,5 ul

2. | MgCl, 2,5

3. | H,O 7yl

4. | Primery F 1l

5. | Primery R 1l

6. | Templatova cDNA | 1 ul

7. | Celkovy objem 25 pl

27



Tabulka S: Nastaveni thermocycleru pro PCR reakci s degenerovanymi primery pro TsTPI

Reakce Cas Teplota Opakovani
1. | Denaturace 5min |94 °C 1x
2. | Denaturace 1min |94 °C 35x
Anealling 1 min | Gradient 55 - 45
Polymerace 1min |72°C
3. | Posledni cyklus 10 min | 72 °C 1X
4. | Konec¢né chlazeni 4°C

Separace amplifikované DNA byla provadéna pomoci horizontalni DNA elektroforézy
v 1% agar6zovém gelu spolecné¢ s markery Gene Ruler 100bp plus (Fermentas). Jako
elektrodovy pufr byl pouzit TAE pufr (Invitrogen). Gel byl nasledné¢ dokumentovan a pod UV
byl vytiznut band pozadované velikosti. DNA z gelu byla izolovana pomoci kitu MinElute®
PCR Purification Kit (250) (Qiagen). Koncentrace a Ccistota DNA byla ovéfena na
spektrometru Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

4.7.3 Ligace, transformace a vysev bunék E. coli

Ziskana DNA byla ligovana do plazmidového vektoru pCR2.1 — TOPO pomoci
klonovaciho kitu TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen) dle pokynd vyrobce. Ligaéni reakce
probihala v thermocycleru C 1000 Thermal Cycler (Bio-Rad) 12 hodin pti 14°C.

Takto ptipraveny produkt byl pomoci teplotniho Soku (30s, 42°C) transformovan do
kompetentnich buné¢k TOPO 10 E. coli (25ul). Poté bylo ptidano S.0.C medium (Invitrogen) a
buiiky byly inkubovany 1 hodinu pii 37°C pii horizontalnim tfepani.

Bunky E. coli (150ul) byly vysety na pfedem pfipravené plotny s Low salt LB
mediem, s pfidavkem kanamycinu (25ul, 25ug/ml) a ulozeny pies noc v inkubatoru (37°C).
Z narostlych kolonii bylo vybrano 20, které byly pfeockovany na novou plotnu a ponechdny

za stejnych podminek. Narostlé kolonie byly nésledné uchovavany pti 4°C.

4.7.4 Kontrola transformace bunék

Kontrola transformace bunck se provadi jesté ptred odeslani na sekvenaci. Narostlé
kolonie bun¢k by mély v plazmidu obsahovat nami pozadovany inzert. Byl proveden CRACK
bun&k. Spi¢ka s plakem z kolonie E. coli byla vloZena do 0,2 ml mikrozkumavky s 8 pl dH,O
a inkubovana v thermocycleru C 1000 Thermal Cycler (Bio-Rad) podle protokolu uvedeném

v tabulce 6. Takto upravené buiiky slouzi jako templatova DNA.
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Tabulka 6: Nastaveni termocycleru pro CRACK bun¢k

Teplota (°C) | Cas (min) | Cyklus
1.1 96 5:00 1
2. |50 1:50
3. |96 1:50
4. | 45 1:00
5. 96 1:00
6. | 40 1:00
7.4 2:00

Po skonceni cyklu byly do mikrozkumavek pfidany reagencie uvedené v tabulce 3,
lisilo se pouze mnoZzstvi pouzittho PPP mastermixu (13,5 pl) a do reakce byly ptidany
primery pro pCR4 TOPO M13 (0,5 pl Fwd; 0,5 pl Rev). Nastaveni thermocycleru je shodné
s nastavenim uvedenym v tabulce 4, 1i$i se jen aneallingova teplota (55°C) a pocet opakovani
(30x). Po PCR byla amplifikovand DNA separovana pomoci elektroforézy a na sekvenaci

byly vybrany vzorky, jejichz inzert byl v rozmezi ndmi pozadované velikosti (kolem 800bp).

4.7.5 Priprava vzorki na sekvenaci

Buiikky, u kterych bylo pomoci CRACKu potvrzeno, Ze obsahuji v plazmidu
zaligovany produkt o poZzadované velikosti, byly pfeockovany do tekutého Low Salt LB media
(2ml) s kanamycinem (50ug/ml) a byly nechany 16 hodin na tfepacce pii 37°C. Z kultury
narostlych bunék E. coli byly pomoci izola¢iho kitu High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche)
izolovany plazmidy a sekvenovany pomoci primeri M13 v laboratofi sekvenace DNA
(Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédecka fakulta). Ziskané sekvence byly vyhodnoceny

v programu Seqman.

4.7.6 PCR se specifickymi primery pro TsTPI

Specifické expresni primery pro TsTPI byly navrzeny na zaklad¢ sekvenci ziskanych
pomoci degenerovanych primert, jak bylo popsano vySe. V programu Rebase byly vybrany
vhodné restrikéni endonukleazy, které nemaji restrikéni mista uvniti sekvence TPI. Byly
zvoleny restrikéni endonukleazy Sall a BamHI, restrikéni mista jsou v sekvencich primerd

naznaceny malym pismem. Sekvence specifickych expresnich primert jsou uvedeny zde:

e FWD 5 CATAg/tcgacATG TCT GGA TCT CGC ACA TTT TTT 3’ (Sall)

e REV 5" GATAg/gatccATT GTC TGG CTT TAC ATA TGT CAA 3’ (BamHI)
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PCR reakce snavrZzenymi expresnimi primery probihala v thermocycleru C 1000
Thermal Cycler (Bio-Rad). Jako templatova DNA byly pouzity izolované piecisténé plazmidy
ziskané z kolonii E. coli, u kterych byla sekvenaci potvrzena ptitomnost TPI v plazmidu.
Vsechny ostatni reagencie byly shodné jako v reakci popsané v tabulce 4. Stejné tak nastaveni
termocycleru, aZ na aneallingovou teplotu (gradient 65 - 50°C) bylo shodné s hodnotami
uvedenymi v tabulce 5.

Separace amplifikované DNA byla provedena pomoci elektroforézy a byl vytiznut
prouzek pozadované velikosti. DNA z gelu byla izolovana pomoci kitu MinElute® PCR
Purification Kit (250) (Qiagen). Koncentrace ziskané DNA byla zméfena na spektrometru
Nanodrop 1000 (ThermoScientific).

Byla provedena ligace do plazmidového vektoru pCR2.1 — TOPO a transformace do
kompetentnich bunék E. coli. Nasledné byly vybrany kolonie, zkterych byly izolovany
plazmidy obsahujici inzert s misty pro restrikéni endonukleazy Sall a BamHI a ty byly

zaslany na sekvenaci.

4.7.7 Transformace do expresniho systému

Z kolonii E. coli, u nichz byla potvrzena pfitomnost plazmidu s vloZenym inzertem
TPI, byl plazmid izolovan podle manualu kitu a pomoci restrikénich endonukleaz Sall a
BamHI (Fermentas) byl specificky oStipan. Reakce probihala 4 hodiny v thermocycleru pii
37°C.

Jako vektor byl zvolen plazmid pET-28a(+). Tento vektor byl linearizovan pted reakci

pomoci stejnych restrikénich endonukleaz. Pouzité reagencie jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: SloZeni reak¢ni smési pii specifikém oStipani pomoci restrikénich endonukleaz
BamHI a Sall

Reagencie Plazmid Plazmid
pCR2.1-TOPO | pET28a
1. | dH0 12 ul 12 ul
2. | Pufr pro restrik&ni enzymy, 1x Buffer O | 4 pl 4 ul
3. | Vzorek DNA (100-200 ng/ul) 20 pl 20 pl
4. | Restrik¢ni endonukleaza BamHI 2 ul 2 ul
5. | Restrikéni endonukleaza Sall 2 ul 2 ul
6. | Celkovy objem 40 pl 40 pl
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Byla provedena elektroforéza na 1,5 % agarovém gelu a prouzky v pozadované velikosti,
linearizovany plazmid pET-28a a ostipany produkt, byly vyfiznuty a precistény. Ligace probihala
pomoci T4 DNA ligazy (Promega) ptes noc v thermocycleru nastaveném na 14°C. Transformace
ptipraveného konstruktu byla provedena pomoci teplotniho Soku (30s, 42 °C) do kompetentnich
BL21 E.coli. Ty byly vysety na agarové plotny s pfidavkem kanamycinu. Z kultury narostlych
bunék BL21 E. coli, byly pomoci izola¢iho kitu High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche)

vyizolovany plazmidy a sekvenovany v laboratoti sekvenace DNA.
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5 Vysledky

5.1 ELISA IgY —séra kachen experimentalné nakaZenych T. regenti a
T. szidati

Metodou ELISA, neboli Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, byla otestovana
vSechna séra ziskana odbérem z kachen experimentalné nakazenych T. regenti a T. szidati.
Vysledky jsou vzdy uvedeny v grafu pro danou skupinu kachen nakazenou stejnou infekéni
davkou, u které probihaly odbéry ve stejnou dobu se stejnymi casovymi intervaly (7 nebo 10
dnt). Skupina E a F byla slozena z divokych kachen A. platyrhynchos. Tyto kachny byly
pouzity pii opakované experimentalni nakaze jak druhem T. regenti (4x), tak T. szidati (2x)
(skupina E) a pii experimentu, v kterém se infikovaly kachny sjiz dozridlou imunitou
(skupina F). Nakazy kachen, pokud neni uvedeno jinak, prob&hly v Case, kterému na ose x
odpovida 0. Opakované nékazy, ¢i ndkazy po prvnim odbéru sér, jsou v grafu oznaceny
cervenou Sipkou.

Zmény hladiny protilatek anti TrHc IgY, zavisejici na Case uplynulém od infekce
vyjadiené pomoci OD muzeme sledovat na grafu 1 pro skupinu A, na grafu 2 pro skupinu B,
na grafu 3 pro skupinu C, na grafu 4 pro skupinu D, na grafu 5 pro skupinu E a na grafu 6 pro
skupinu F. Na grafu 7 miizeme sledovat hladinu anti TrHc IgY protilatek skupiny divokych
kachen nakazenych opakované (2x) T. szidati.

ODy4sp se pohybuje u prvnich odbéri vétSinou vrozmezi od 0 do 0,5 jak u
infikovanych kachen, tak u kontrol. V ptipad¢ infekci druhem T. regenti 1ze zaznamenat jasné
zvyseni anti TrHc IgY v dobé odpovidajici 20. d.p.i. Jednd se o tieti odbéry u skupin A a B
(sedmidenni intervaly odbéru) a o druhé odbéry u skupin C, D, E a F (desetidenni intervaly
odbéru). ODyso kontrol zlistava na stejné urovni jako v piipadé prvniho odbéru, ale ODysg sér
ziskanych z infikovanych kachen zac¢ina vzrustat a pohybuje se v intervalu od 1 do 2,5. Séra
infikovanych kachen ziskana v nésledujicich odbérech osciluji stale kolem stejné urovné OD,
piipadné se OD jesté mirn€ zvySuje a ustaluje se na stejné trovni v obdobi odpovidajicim 30
d.p.i. U opakovang ifikovanych kachen (skupina E) bylo zaznamenéano zvyseni anti TrHc IgY
kolem 20. d.p.i., tedy po druhé expozici infek¢ni davce cerkarii T. regenti. Nasledné po
dalsich expozicich se anti TrH¢ IgY jiz vyrazné nemeénila.

U sér nakazenych druhem T. szidati tuto tendenci nepozorujeme. Naméfena ODysg se
pohybuje v rozmezi od 0 - 0,5, tedy na stejné urovni jakou lze pozorovat u naivnich kachen.

Vyjimku tvofily pouze opakovan¢ infikované (2x) divoké kachny. Protoze se jednalo pouze o
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2 ptipady, a hladina anti TsH¢ IgY se vyvijela i u téchto dvou jedincti velmi odlisné, nelze

v tomto piipad¢ vyvodit zddny obecné popsatelny trend.

Graf 1: Zavislost hladiny anti TrH¢ a anti TsHc IgY na dobé od infekce (skupina A — intervaly odbéru
7 dni). Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znacéeni kachen a odbért krve.
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Graf 2: Zavislost hladiny anti TrH¢ a TsHc IgY na dobé od infekce (skupina B — intervaly odbéru 7 dni).
Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbéri
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Graf 3: Zavislost hladiny anti TrH¢ a TsHc IgY na dobé od infekce (skupina C — intervaly odbéru 10 dni)

Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbérti krve.
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Graf 4: Zavislost hladiny anti TrH¢ a TsHc IgY na dobé od infekce (skupina D — intervaly odbéru 10 dni).
Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbérti krve.
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Graf 5: Zavislost hladiny anti TrHc a IgY na dobé od infekce (skupina E — 4% reinfikované kachny,
intervaly odbéru 10 dni). Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbéri krve.
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Graf 6: Zavislosti hladiny anti TrH¢ IgY na dobé od infekce (skupina F — kachny infikované v dobé plné
imunokompetence, intervaly odbéru 10 dni). Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbért

krve.
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Graf 7: Zavislost hladiny anti TsHc¢ IgY na dobé€ od infekce (skupina E — 2x reinfikované kachny;
intervaly odbéru 10 dni). Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbéri krve.
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5.2 ELISA IgM - séra kachen experimentalné nakazenych T. regenti a

T. szidati

Metoda ELISA testu byla pouzita i k otestovani zmény hladiny protilatek anti TsH¢ a
anti TrHc IgM. Zmény hladin protilatek IgM zavisejici na ¢ase uplynulém od infekce
vyjadiené pomoci OD miizeme sledovat na grafu 8 pro skupinu A, na grafu 9 pro skupinu B,
na grafu 10 pro skupinu C, na grafu 11 pro skupinu D, na grafu 12 pro skupinu E a na grafu
13 pro skupinu F. Graf 14 monitoruje vyvoj anti TsH¢ IgM protilatek skupiny divokych
kachen nakazenych opakované (2x) T. szidati.

ODys sér experimentalné nakazenych kachen se ve vétsiné ptipadi pohybuje

v rozmezi od 0 do 0,5, tedy ve stejném rozmezi OD jako se pohybuji i hodnoty sér naivnich
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kachen. U opakované reinfikovanych divokych kachen (skupina E) jsme sledovali ve vétSiné
ptipadl trend snizovani anti TrHc IgM mezi 10. a 20. d.p.i. Opakované infekce nemaji na
hladinu anti TrH¢ IgM Zadny vliv. Po infekci divokych kachen s pln€ zralym imunitnim
systémem (skupina F) doslo 10. d.p.i. ve véts$ing piipadii k mirnému zvySeni hladiny anti
TsHc IgM, kterd zacala kolem 20.d.p.i. opét klesat.

V piipadé¢ kachen infikovanych T. szidati opét nebyl pozorovatelny zadny vyrazny
trend. Hodnoty OD sér se pohybuji mezi 0 a 0,4. OD sér kachen reinfikovanych T. szidati se
pohybuje v rozmezi 0,5 - 0,7.

Graf 8: Zavislost hladiny anti TrHc a TsHc IgM na dobé od infekce (skupina A — intervaly odbéru 7 dni).
Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbért krve.
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Graf 9: Zavislost hladiny anti TrHc a TsHc IgM na dobé€ od infekce (skupina B — intervaly odbéru 7 dni).
Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbérti krve.
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Graf 10: Zavislost hladiny anti TrHc a TsH¢ IgM na dobé od infekce (skupina C — intervaly odbéru
10 dni). Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbéru krve.
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Graf 11: Zavislost hladiny anti TrHc a TsH¢ IgM na dobé od infekce (skupina D — intervaly odbéru
10 dni). Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbért krve.
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Graf 12: Zavislost hladiny anti TrHc IgM na dobé od infekce (skupina E — 4% reinfikované kachny,

intervaly odbéru 10 dni). Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbéri krve.

0D 450 nm

1.4 X LY 7.y AN
1.2 T‘\ ——TRE1
1 | ! —=—TRE2
TRE3
0.8 - N | TRE4
...p""‘
06 +———— ™ T T ——TRES5
% —e—TRES
0.4 == ——r
0.2 N T | T ——KE2
’ J{ —t—KE3
0¥ L 4
0 10 20 30 40 50 60 .
+ Nakaza
D.p.i.

37



Graf 13: Zavislost hladiny anti TrH: IgM na dobé od infekce (skupina F — kachny infikované v dobé plné
imunokompetence, intervaly odbéru 10 dni). Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbéra
krve.
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Graf 14: Zavislost hladiny anti TsH¢ IgM na dobé od infekce (skupina E — 2x reinfikované kachny,
intervaly odbéru 10 dni). Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbéri krve.
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5.3 ELISA IgY a IgM — Séra kachen ziskanych pri myslivecké nahance

Pii dvou mysliveckych nahaiikach v obci Zbiroh na Dvorském rybnice byla ziskana
séra z ulovenych divokych kachen. Byly provedeny stéry stiev a vySetfeny cévy mezenteria a
nosni sliznice. Pfitomnost ptafich schistosom nebyla u ulovenych kachen potvrzena. U
kachny DKE byla nalezena v nosni dutiné vajicka Capillaria sp. a pijavka Theromyzon sp., ve

stieveé kachny DKC byla nalezena tasemnice z ¢eledi Hymenolepididae.
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Séra jsme otestovali metodou ELISA, detekovali jsme hladinu protilatek tfidy IgY.

Graf 15 ukazuje hodnoty OD pii 450 nm vSech testovanych sér. Pro lepSi orientaci jsou

do grafu pfidéna data ziskana z ELISA testu experimentalné infikovanych kachen, vzdy prvni
a posledni odbér od nakazy (KoE2, TsEI1, TrF1).

Nameétena OD vzorkil se pohybovala v rozmezi 0,4 — 1,5. VéEtSina sér byla v rozmezi

OD 0,7 — 1. Zadné ztestovanych sér nedosahlo podobné hladiny protilatek, jako byla

naméfena u experimentdlné nakaZenych kachen. OD sér naivnich kachen se pohyboval

vétsSinou kolem hodnoty 0,4. V prorovnani s OD kontrol byly u vSech sér vyjma DK6

naméteny vyssi hodnoty.

Graf 15: Hladiny protilatek anti TrHc IgY u ulovenych divokych kachen ve srovnani s experimentalné
nakaZenymi kachnami. Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbér krve.
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Byla opét testovana séra ulovenych divokych kachen. OD vzorkl se pohybovala v rozmezi

Na Grafu 16 jsou zobrazeny vysledky ELISA testu pro tfidu imunoglobulinti IgM.

0,1 —0,4. Tyto hodnoty OD byly dokonce niz$i neZ u naivnich kachen z naSeho experimentu.
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Graf 16: Hladiny protilatek anti TrHc IgM u ulovenych divokych kachen ve srovnani s experimentalné
nakaZenymi kachnami. Vysvétleni zkratek viz kapitola Systém znaceni kachen a odbér krve.
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5.4 Western blot IgY — homogenaty T. regenti

Vsechna séra ziskana z experimentalnich nakaz kachen druhem T. regenti jsme
otestovali pomoci imunoblotu. Séra byla testovana ve skupinach podle odbérti, tzn. vSechna
séra ziskana pii prvnich odbérech byla testovana na jedné mebrané atd. Prvni odbéry
odpovidaji 7. a 10. d.p.i. (dni po infekci), druhé 14. a 20.d.p.i, tfeti 21. a 30.d.p.1., Ctvrté 28. a
40. d.p.i. a v ptipadé, ze byl uskutecnén i 5. odbér se jedna o 35. a 50. d.p.i., v zavislosti na
pokusné skuping.

Séra kachen, které byly vystaveny infek¢éni davce cerkarii T. regenti, rozpoznavala jiz
v dob¢ odpovidajici 7. a 10. d.p.i. dva antigeny z TrHc v oblasti mezi 40 a 50 kDa. Reakce na
tyto antigeny byla zaznamenana u vSech infikovanych kachen a objevovala se po celou dobu
sledovani (az 50 .d.p.i.), jak je patrno z grafi po¢tu sér kachen infikovanych T. regenti
vazajicich se na antigeny TrHc o urcité molekulové velikosti (grafy 17,18,19, 20, 21, 22,23 a
24). Na grafech 17 az 22 mtzeme sledovat reakci sér doméacich kachen po jednotlivych
odbérech. Graf 22 zobrazuje souhrné reakci sér kachen opakované reinfikovanych T. regenti,
graf 23 zobrazuje souhrné reakci sér divokych kachen infikovanych v dobé plné zralosti

imunitniho systému. Souhrna reakce vSech odebranych sér je zobrazena na grafu 24. Reakce
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na imunoblotu je ukdzéna na obrazcich 4 a 5, antigeny v oblastech mezi 40 a 50 kDa jsou
oznaceny Sipkou. Déle se objevila u vétSiny sér infikovanych kachen 20. d.p.i. reakce

v oblasti kolem 55 kDa a v oblasti kolem 20 kDa (oznacena Sipkou na obrazcich 4 a 5). U
divokych kachen jsme zaznamenali 10. a 20. d.p.i. reakci v oblasti kolem 75 kDa, ktera
posléze vymizela. Séra rozpoznavala i dalsi antigeny, jednalo se vSak o ojedinélé reakce, které
se objevovaly pouze u jednotlivych kachen. V oblasti kolem 25 kDa se vazaly i protilatky

z sér naivnich kachen, coz svéd¢i o nespecifické reakci. Stejné tak tomu bylo 1 u dalsi
rozpoznavané oblasti ve velikosti 35-37 kDa. Séra divokych kachen obecné reagovala s
antigeny siln¢ji nez séra domacich kachen. Tuto skutecnost, ktera se projevuje vétsi denzitou

rozpoznavanych bandii, miizeme pozorovat na obrazku 4.
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Obrazek 4: Reakce sér kachen infikovanych T. regenti na imunoblotu s antigeny TrHc1.; M — markery; 1 a
2 — domaci kachna (dale jen K) 7. a 28. d.p.i.; 3 a 4 - naivni kachna (dale jen NK) 7a28 dni; 5a6-K 7. a
35.dpi;7a8-NK7a35dni;9a10-K 10.240.d.p.i.;11a12-NK 10a40dni; 13214-K 10. a

40. d.p.i.; 15216 —NK 10 a 40 dni; 17 a 18 — divoka kachna (dale jen DK) 10. d.p.i. po 1. infekci a 20. d.p.i. po
4. infekei; 19 a 20 - NK 10 a 50 dni; 21a 22 - DK s pIn¢€ vyvinutou imunitou pfed nakazou a 40. d.p.i.; 23-
sekundarni protilatka; 24- PBS -T
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Obrazek 5: Reakce sér kachen infikovanych T. regenti na imunoblotu s antigeny TrHc IL.; M — markery; 1

— domaci kachna (dale jen K) 7. d.p.i.; 2 - K 14.d.p.i.,,3-K 21.d.p.i.; 4 — K 28. d.p.i.; 5-K 10. d.p.i.; 6 - K
20. d.p.i.; 7—K 30. d.p.i.; 8 - K 40. d.p.i.; 9 — divoka kachna (dale jen DK) 10. d.p.i. po 1. infekci; 10 — DK
10. d.p.i. po 2. infekci; 11 — DK 10. d.p.i. po 3. infekci; 12 — DK 10. d.p.i. po 4. infekei; 13 — DK s plné
vyvinutou imunitou pted infekci; 14 — DK s plné vyvinutou imunitou 10. d.p.i.; 15 — DK s plné vyvinutou

imunitou 20. d.p.i.; 16 — DK s plné vyvinutou imunitou 30. d.p.i.; 17 — DK s pIn¢ vyvinutou imunitou 40. d.p.i.;

18 — naivni kachna 40. den.

*) Vysvétlivky ke grafim 17-27: Barevné odlisené sloupce znazoriiuji pocet reakei urcité

skupiny sér s danou molekulovou velikosti antigenu. Sloupce jsou pro lepsi orientaci opatieny

popisky dat.
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Graf 17 *): Pocet vazajicich se sér na antigeny TrH¢ o urcité molekulové velikosti - kachny infikované
T. regenti 7. a 10. d.p.i. V experimentu bylo testovano celkem 30 sér, 16 od infikovanych kachen a 14 od
naivnich kachen. Protilatky 7. a 10. d.p.i. nejcastéji reagovaly s antigeny v oblasti kolem 19 a 40 kDa.

V oblastech 22-25 kDa a 34- 37 kDa se objevily nespecifické reakce.
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Graf 18%): Pocet vazajicich se sér na antigeny TrHc o urcité molekulové velikosti - kachny infikované
T. regenti 14. d.p.i. V experimentu bylo testovano celkem10 sér, 6 od kachen nakazenych T. regenti a 4 od
naivnich kachen. Protilatky 14. d.p.i. nejcastéji reagovaly s antigeny v oblasti kolem 45 a 49 kDa. V oblasti
kolem 35 kDa se objevila nespecificka reakce.
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Graf 19%): Pocet vazajicich se sér na antigeny TrHc o urcité molekulové velikosti - kachny infikované

T. regenti 20. a 21. d.p.i. V experimentu bylo testovano celkem 19 sér, 11 od kachen nakazenych T. regenti a 8
od naivnich kachen. Protilatky 20. a 21. d.p.i. reagovaly s antigeny v oblasti 40 az 50 kDa, nejcastéji kolem

45 kDa. Reakce se objevila i v oblasti kolem 18 kDa. V oblasti kolem 25 kDa je pozorovatelna nespecificka
reakce.
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Graf 20%): Pocet vazajicich se sér na antigeny TrHc o urcité molekulové velikosti - kachny infikované

T. regenti 28. a 30. d.p.i. V experimentu bylo testovano celkem 19 sér, 11 od kachen nakazenych T. regenti a 8
od naivnich kachen. Protilatky 28. a 30. d.p.i. reagovaly s antigeny v oblasti 40 a 50 kDa, nejcastéji kolem 44 a

47 kDa. Reakce se objevila i v oblasti kolem 18 kDa. V oblastech kolem 25 a 35 kDa je pozorovatelna

nespecificka reakce.
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Graf 21 *): Pocet vazajicich se sér na antigeny TrHc o urcité molekulové velikosti - kachny infikované

T. regenti 35. a 40. d.p.i.. V experimentu bylo testovano celkem 13 sér, 7 od kachen nakazenych T. regenti a 6
od naivnich kachen. Protilatky 35. a 40. d.p.i. reagovaly s antigeny v oblasti mezi 40 a 50 kDa, nejcastéji kolem

42 a 45 kDa. Zistava reakce i v oblasti kolem 19 kDa. V oblasti kolem 23 a 35 kDa je pozorovatelna
nespecificka reakce.
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Graf 22 *): Pocet vazajicich se sér na antigeny TrH¢ o urcité molekulové velikosti — divoké kachny
opakované reinfikované T. regenti 'V experimentu bylo testovano celkem 37 odebranych sér od 6 kachen
nakazenych T. regenti a 2 naivnich kachen; 20. d.p.i. po 4. infekci - 5 sér; 10. d.p.i. po 4. infekci - 5 sér; 10. d.p.i.
po 3. infekci — 5 sér, 10. d.p.i. po 2. infekci — 6 sér, 10. d.p.i. — 6 sér, kontroly — 10 sér. Protilatky nejcasteji
reagovaly s antigeny v oblastech kolem 19 kDa, 42 kDa, 48 kDa a 55 kDa. Tyto reakce se objevily jiz 10 d.p.i.

o prvni infekci a az na reakci kolem 55 kDa vydrzely po celou dobu sledovani.
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'V Grafu se u odbéru 10. den po 2. reinfekei objevuje reakce s danou velikosti antigenu ¢astéji, nez odpovida
poctu experimentalnich kachen. Je to zptisobeno tim, Ze pii zaokrouhlovani na celé kDa byly k této hodnoté
pfifazeny 2 antigeny tésné pod sebou
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Graf 23 *): Pocet vazajicich se sér na antigeny TrH¢ o urcité molekulové velikosti — plné
imunokompetentni divoké kachny infikované T. regenti. V experimentu bylo testovano celkem 26
odebranych sér od 4 kachen nakaZenych T. regenti a 2 naivnich kachen; 40. d.p.i. - 4 séra; 30. d.p.i. - 4 séra; 20.
d.p.i. — 4 sér; 10. d.p.i. — 4 sér, kontroly — 10 sér. Protilatky nejcastéji reagovaly s antigeny v oblastech kolem
20 kDa, 48 kDa a 55 kDa. Reakce se objevila 10. d.p.i. a vydrzela po celou dobu sledovani.
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Graf 24 *): Souhrnna reakce v§ech sér kachen infikovanych T. regenti ziskanych v priibéhu celého
experimentu.s antigeny TrHc
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5.5 Western blot s homogenatem schistosomul T. regenti - IgY

Z dtivodu obtizného ziskédvani materidlu a omezeni poctu usmrcenych kachen,
z jejichz michy byla schistosomula ziskévéana, jsme v tomto experimentu vyzkouseli pouze
reakce vybranych sér z jednotlivych skupin infikovanych kachen. Pouzili jsem séra doméacich
kachen, u kterych byly uskutecnény odbéry v intervalu 10 dni od infekce (obrazek 7) a séra ze
skupiny opakovan¢ reinfikovanych divokych kachen (obrazek 6). Séra testovanych kachen
rozpoznavala antigeny jiz 10. d.p.i., ale silngjsi reakci bylo mozné pozorovat teprve 20. d.p.i.
Vsechny infikované kachny od 20. d.p.i. rozpoznavaly antigeny v oblasti kolem 37 kDa a
18 kDa, séra naivnich kachen s témito antigeny nereagovala. V oblasti 26 kDa dochéazelo
k nespecifické vazb¢ na antigen. U skupiny reinfikovanych divokych kachen byla od 40. d.p.i.
zaznamenana reakce s antigeny v oblasti odpovidajici 55 kDa a 61 kDa. Pocet sér kachen
infikovanych T. regenti reagujicich s antigeny TrHg o ur¢ité molekulové velikosti je zobrazen
v grafu 25. Na obrazku 8 je provedeno srovnani reakci vybrané kachny jak s antigeny
z homogenatu cerkarii T. regenti, tak s antigeny z homogenatu ze schistosomul T. regenti.
Muzeme zde sledovat, Ze ackoli v piipade antigenti z TrH¢ byla v oblasti kolem 37 kDa

zaznamenana nespecificka reakce, totéz sérum se vaze v piipadé TrHg specificky.
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Obriazek 6: Reakce sér kachen opakované reinfikovanych T. regenti na imunoblotu s antigeny TrHg; M —
Markery; 1- divoka kachna (dale jen DK) 10. d.p.i. po 2. infekci; 2-6 naivni DK 10., 20., 30., 40., 50. den; 7-11
DK 10. den po 1. infekci, 10. den po 2. infekei, 10. den po 3. infekei, 10. den po 4. infekei a 20. den po 4.
infekei; 12-16 - DK 10. den po 1. infekei, 10. den po 2. infekei, 10. den po 3. infekci, 10. den po 4. infekci a 20.
den po 4. infekci; 17 — sekundarni protilatka
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Graf 25%):Pocet vazajicich se sér na antigeny TrHs o urcité molekulové velikosti — vybér nékolika jedincu

ze skupiny reinfikovanych kachen a domacich kachen infikovanych T. regenti. V experimentu bylo
testovano celkem 26 odebranych sér od 4 kachen nakazenych T. regenti a 2 naivnich kachen; reinfikované

divoké kachny — 11 sér, domaci kachny - 4 séra, kontroly — 9 sér. Protilatky nejcastéji reagovaly s antigeny
v oblastech kolem 18 kDa, 37 kDa a 55 kDa. Kolem 25 kDa se objevila nespecificka reakce.
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kba M 123456789

Obriazek 7: Reakce sér domacich kachen infikovanych T. regenti na imunoblotu s antigeny TrHg; M —
markery, 1 — sekundérni protilatka; 2-5 domaci kachna 10., 20., 30., 40. d.p.i., 6-9 naivni kachnalO0., 20., 30., 40.

den

kDa M 123456786910

1

Obrazek 8: Srovnani reakce vybrané kachny proti antigeniim z cerkarii (TrH¢) a proti antigentim ze
schistosomul (TrHs); M — markery; 1 — domaci kachna (dale jen K) 10. d.p.i. s TrH¢ ; 2 — K 10. d.p.i. s TrHg, 3
—K 20.d.p.i. s TrHc; 4 — K 20. d.p.i. s TrHg; 5 — K 30. d.p.i. s TrH¢; 6 — K 30. d.p.i. s TrHg; 7 — K 40. d.p.i.

s TrH¢; 8 — K 40. d.p.i. s TrHs 9 - naivni kachna 40. den s TrHc, 10 - naivni kachna 40. den s TrHg.
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5.6 Western blot IgY — homogenaty T. szidati

Séra kachen nakazenych T. szidati rozpoznavala jiz pii testovani prvniho odbéru po
infekci dva antigeny, v oblasti kolem 19 kDa a v oblasti 45-47 kDa, jak je ukdzano na
grafu 26, ktery ukazuje Cetnost opakované rozpoznanych antigenti v zévislosti na jejich
molekulové hmotnosti. Na tyto antigeny se vazaly i IgY ze sér kontrol, jedna se tak o
nespecifickou reakci. Tato tendence zlstavala shodnd i u vSech dalSich odbért. Reakci
s témito antigeny ukazuje obrazek 9, antigeny jsou oznaceny Sipkou. Zaznamenali jsme
reakce 1 s n¢kolika dal$imi antigeny, naptiklad sérum na stripu 5 rozpoznavalo navic dva
antigeny kolem molekulové velikosti 70 kDa a 15 kDa. Séra na stripu 7 a 8 rozpoznavala 2
antigeny v oblasti mezi 20 a 15 kDa. Tyto reakce se vSak objevovaly pouze u jednotlivct.
V jejich rozpoznavani jsme nezaznamenali Zadnou pravidelnost.
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Obrazek 9: Reakce sér kachen infikovanych T. szidati na imunoblotu s antigeny TsH. M — markery; 1-
domaci kachna (dale jen K) 7. d.p.i., 2 — K 35. d.p.i., 3 - naivni domaci kachna (dalejen NK) odbér 7. den, 4 —
NK odbér 35. den, 5 — divoka kachna (dale jen DK) 10. d.p.i., 6 —DK 40. d.p.i., 7 — naivni divoka kachna (dale
jen NDK) 10. den, 8 - NDK 40. den

5.7 Ovéreni zkriZené reaktivity pomoci Western blotu IgY - séra kachen s

T. regenti proti homogenatu cerkarii T. szidati

Pomoci imunoblotu jsme testovali také zkiiZzenou reaktivitu mezi druhy T. regenti a T. szidati.
PVDF membranu s antigenem z TsHc jsme otestovali se séry kachen infikovanymi T. regenti

z odbérl odpovidajicich 40. a 50. d.p.i. Na grafu 27 je patrné, Ze se objevila reakce
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v oblastech odpovidajici 19 kDa a 44 kDa. Tyto oblasti rozpoznavala i séra kontrol. Podobnou
reakci bylo mozné pozorovat i na imunoblotech, kde byla testovana reakce anti TsHe IgY u

T. szidati (graf 26).

Graf 26%): Pocet vazajicich se sér na antigeny TsH¢ o urcité molekulové velikosti - kachny infikované
T. szidati. V experimentu bylo testovano celkem 94 odebranych sér od 12 kachen nakazenych T. szidati a 10
naivnich kachen; 35. a 40. d.p.i. - 10 sér; 28. a 30 d.p.i. -12 sér; 20. a 21. d.p.i. — 12 sér, 14. d.p.i. —4 séra, 7. a
10. d.p.i. — 12 sér, kontroly — 44 sér
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v v

Graf 27%): Poclet sér z kachen infikovanych T. regenti zk¥iZené se vazajicich na antigeny TsHc o urdité
molekulové velikosti. V experimentu bylo testovano celkem 22 odebranych sér od 16 kachen nakazenych
T. regenti a 6 naivnich kachen; 50. d.p.i. — 6 sér; 35. a 40. d.p.i. - 6 sér; 28. d.p.i. - 4 séra; kontroly — 6 sér
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5.8 Western blot TrCB1.1 a TrCB2 - IgY

Pomoci imunoblotu jsme testovali reakci sér ziskanych pii poslednich odbérech (odpovidaji
dob¢ mezi 30. a 50. d.p.i. v zavislosti na testované skupin¢) s rekombinantnimi cathepsiny
TrCB1.1 a TrCB2. Pouzili jsme jak intaktni (glykosylovanou) formu obou cathepsini, tak i
TrCB1.1 a TrCB2 po deglykosylaci. Pti elektroforéze a ptemétfeni v programu Quantity One
se molekulové velikost deglykosylovaného CB1.1 pohybovala v rozmezi 33 az 35 kDa.
Velikost CB2 v intaktni form¢ se pohybovala v rozmezi 28 - 30 kDa. Vysledky experimentu
jsou shrnuty v tabulce 8.

VSechna séra v€etné kontrolnich rozpoznavala glykosylovany i deglykosylovany TrCB2.
Jednalo se o vybér sér ze skupin nakazy po 7 dnech, po 10 dnech, s opakovanou infekci

(T. regenti i T. szidati) a skupiny nakazené v dob¢ zralosti imunitniho systému. U n¢kolika sér
jsme zaznamenali silnéj$i vazbu, objevovala se vSak napfic vSemi experimentalnimi
skupinami a vyskytla se 1 u naivnich kachen. Déle bylo mozné vysledovat, Ze séra divokych
kachen se vazou na 2 prouzky na rozdil od sér kachen domaécich, ta se vazala pouze na jeden
prouzek. Obrazek 10a dokumentuje reakci vybranych sér s nativnim i deglykosylovanym
TrCB2.

Deglykosylovany TrCB1.1 byl rozpoznavan jen nékterymi séry. Pro zobecnéni
muzeme konstatovat, Ze Castéji byl rozpoznavan séry ziskanymi z divokych kachen. Kontroly
s deglykosylovanym TrCB1.1 nereagovaly. S intaktnim TrCB1.1 byla testovana séra, u
kterych byla zaznamenana pozitivni reakce pi1 imunoblotu s jeho deglykosylovanou formou.
Ve vétsiné pripadi byl TrCB1.1 opét rozpoznan. Na obrazku 10b jsou uvedeny piiklady
reakce vybranych sér s intaktnim TrCB1.1 a na obrazku 10c s deglykosylovanym TrCB1.1.
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Tabulka 8: Reakce kachnich sér s cathepsiny CB1.1 a CB2, Tr - pokusné kachny byly nakazeny
T. regenti, Ts - pokusné kachny byly nakazeny T. szidati, Ko - kachny nebyly infikovany a slouzily jako
kontroly, + pozitivni reakce, — reakce nezaznamenana, prazdna burika — sérum nebylo testovano

Nakaza | Kachna |[CB2 |CB2 |CB1.1 | CB1.1
druhem intakt | degl. | degl. | gl.
Anas Tr A1 + -
platyrhynchos f. domestica A2 + -
28. d.p.i. A3 + + +
A4 + + -
Ts A1 + -
A2 + + -
Ko A3 + -
A4 + + -
Anas Tr B1 + -
platyrhynchos f. domestica B2 + -
35. d.p.i. Ts B1 + -
B2 + -
Ko B3 + -
B4 + -
Anas Tr C1 + -
platyrhynchos f. domestica C2 + + -
40. d.p.i. Ts C1 + -
C2 + -
C3 + + +
C4 + + -
Ko C5 + -
C6 + + - -
Anas Tr D1 + -
platyrhynchos f. domestica D2 + -
40. d.p.i. Ts D1 + + +
D2 + + -
Ko D3 + -
B D4 + -
Opakované infekce (4x) | Tr E1 + + -
Anas platyrhynchos E2
50. d.p.i. E3 + ¥ ¥
E4 + + +
E5 + + +
E6 + + -
Opakované infekce (2x) | Ts E1 + + + -
Anas platyrhynchos E2 + -
40. d.p.i.
Anas platyrhynchos Ko E1 + + +
40. d.p.i. E2 + + -
B E3 + -
Infekce kachen s plné Tr F1 + + + +
zralym imunitnim F2 + -
systémem F3 + + +
40.d.p.i. F4 + + +




30

kDaM 1 234 5 6768 kDa M 1 234 kDam 1 234
25
20

100
-
15 w- . |
ts =EONURE I [

Obrizek 10a: Reakce vybranych kachnich sér s deglykosylovanym a glykosylovanym CB2; M-markery; 1-
CB2 deglykosylovany na SDS-PAGE; 2 - kachna nakazena T. regenti 50 .d.p.i.; 3 -kachna nakazena T. szidati
40. d.p.i.; 4 - naivni kachna; 5 - CB2 nativ na SDS-PAGE; 6 - kachna nakazena T. regenti 50. d.p.i.; 7 - kachna
nakazena T. szidati 40. d.p.i.; 8 - naivni kachna

Obrazek 10b: Reakce vybranych kachnich sér s intaktnim CB1; M-markery; 1- CB1 (glykosylovany) na
SDS-PAGE,; 2 - kachna nakaZena T. regenti 50 .d.p.i.; 3 -kachna nakazena T. szidati 40. d.p.i.; 4 - naivni kachna
Obrazek 10c: Reakce vybranych kachnich sér s deglykosylovanym CB1; M-markery; 1- CB1
(deglykosylovany) na SDS-PAGE; 2 - kachna nakaZena T. regenti 50 .d.p.i.; 3 -kachna nakazena T. szidati

40. d.p.i.; 4 - naivni kachna

5.9 Western blot IgM — homogenaty cerkarii T. regenti

Imunobloty, kde jsme analyzovali vazbu kachnich protilatek tfidy IgM na antigeny
cerkarii, nepfinesly zadné relevantni vysledky. ,,Anti duck IgM* protilatka rozpoznavala vice
slozek kachniho séra, nejen Fc oblast [gM . Tato nespecificka reakce se objevovala i po
prodlouzeni doby blokace z 2 na 3 hodiny a zméné sloZeni a koncentrace blokovaciho pufru.
Protilatka se nespecificky vazala pti pouziti celé doporucené skaly fedéni. Vysledkem bylo

zna¢né mnozstvi nespecifickych reakci — bloty nebylo mozné vyhodnotit.
5.10 Sekvence TsTPI ziskana pomoci degenerovanych primeri

Na zaklad¢ sekvence TsTPI od dr. Martina Kasného jsme navrhli expresni primery.
Tyto primery vS$ak nenasedaly na templatovou DNA. Rozhodli jsme se proto nejprve
navrhnout primery degenerované, pomoci nichz bychom ziskali ptfesnou sekvenci TsTPI. Pti
navrhovani degenerovanych primerti jsme zohlednili podobu sekvence TPI znamou od jinych
motolic.

Pomoci degenerovanych primert jsme ziskali po osekvenovani v Laboratofi

sekvenace DNA nukleotidovou sekvenci dlouhou 756 bp. Po vyhodnoceni v programu Blast®
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Basic Local Alignment Search Tool, ktery porovnal nasi sekvenci s podobnymi sekvencemi

v genové databazi, jsme zjistili, Ze je tato sekvence homologni z 82 % s TPI S. heamatobium
(AB114683.1) a z 81 % homologni k TPI S. mansoni (XM_002571815.1, M83294.1). Podle

této sekvence jsme navrhli expresni primery. V souc¢asné dobé mame sekvenaci potvrzenou

piitomnost genu pro TsTPI v expresnim systému bun¢k BL21 E. coli.

Uvadime zde aligmet Nasi sekvence (TsTPI-LT) a sekvence ziskané od dr. Martina Kas$ného

(TsTPI-MK). Zluté jsou oznagena mista, dle kterych jsme navrhli expresni primery.
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ATGTCTGGATCTCGCACATTTTTTGTTGGTGGGAATTGGAAGATGAATGGTAGCCATTCA

PELELE PERLeeer P eer beeen ey tnnitili
ATGTCTAGATCTCGCAAATTTTTTGTTGGTGGAAATTGGAAGATGAATGGAAGCCATTCA

GATAATGACAAATTGATTCAAATTCTCTCTGAAGCTCAGTTTGGCGAAAATATAGAAGTC

FEEERREL 0 R e e e e e e e e e ey 1l
GATAATGATAAGTTGATTCAAATTCTCTCTGAAGCTCAGTTTGGCGAAAATATAGATGTC

TTGGTGGCTCCACCATCTATCTATCTGCGTGAAGTCCGGAATCGTTTAAAGAAAAATATT

EELLREEE R e e e e e e e e e e e el
TTGGTGGCTCCACCATCTATCTATCTGCGTGAAGTCCGGAATCGTTTAAAGAAAAATATA

CATGTTGCTGCCCAAAACTGCTACAAAGTCCCGAAGGGTGCTTTTACTGGTGAAATTAGC

I LR e e e e e e e e e ey el
CCTGTTGCTGCCCAAAACTGCTACAAACTCCCTAAGGGTGCTTTTACTGGCGAAATTAGC

CCCGCAATGATAAAAGATGTTGGCTGTGAATGGGTAATACTTGGTCATTCTGAAAGAAGA

P TREREEE PERRR e ey v e peeee ey venei et 1|
CCCCCAATGATGAAAGATGTTGGCTGCGAATGGGTGATACTTGGCCATTCTGAAAAAATA

AATATTTTTGGCGAATCTGATGAGCTCATTGCCGAAAAAGTTCAACACGCCATTGCTGAA

FEEERERRR R e e e et b peee el
AATATTTTTGGCGAATCTGATGAGCTCATTGCCTACAAAGTTCAACACGCCATTGCTGAA

GGCTTAAGCGTCATTGCATGCATTGGTGAAACATTACCAGAACGTGAAGCTAATAAAACA

IEEERERR Rt e ey eeeneeeer i
GGCTTAAGCGTCATTGCATGTATTGGTGAAACATTACCCCAACGTGAAGGTAATAAAACA
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6 Diskuse

Tato prace si kladla za cil popsat vyvoj humordlni imunitni odpovédi piirozeného
definitivniho hostitele proti antigeniim vyvojovych stadii ptac¢ich schistosom druhi T. regenti
a T. szidati. Navazovala na vyzkum popisujici tento typ imunitni odpovédi u nespecifickych
hostitelll (clovék, mys) (Hordk et al. 1998, Lichtenbergova et al. 2008, Chanova et al. 2012).

Béhem vyzkumu jsme chtéli sledovat hladiny imunoglobulind tfidy IgM, které jsou
spojeny s Casnou fazi protilatkové odpovédi (Ratcliffe 2006) a tfidy IgY. Jedna o evolu¢ni
prekurzor savcich IgG a IgE (Taylor et al. 2009), zastava tak v pta¢im imunitnim systému
pravdépodobné funkce obou téchto tfid imunoglobulint.

Data ziskana otestovanim sér experimentaln¢ infikovanych kachen druhem T. regenti
v ELISA testu ukazuji signifikantni zvySeni hladiny anti TrH¢ IgY v dobé odpovidajici
20. d.p.1. Jak zjistili Liu and Higins 1990, 5 dni po vylihnuti se u kachnat snizuje hladina IgY
protilatek, které jsou piivodem z mateiského organismu. Narist hladiny specifickych IgY a
IgM byl zaznamenan az kolem 20. dne v€ku kachny. Hladina specifickych IgY se poté
pohybovala v rozmezi hodnot OD 1,5 — 2,5; pokud doslo k zvySeni hladiny IgM, obvykle se
pohybovala v rozmezi hodnot 0,6 - 1,2. Naproti tomu zlstavaly hladiny obou typu protilatek
v sérech kotrol stdle na niz§i Grovni, v rozmezi hodnot 0 — 0,5. Doméci kachny v nasem
experimentu byly infikovany ve véku 7 az 10 dnti. V dobé 20. d.p.i. se jejich v€k pohyboval
kolem 30 dnt, tedy ve veéku postupného dozravani imunitniho systému. V ptipadé
experimentdlné nakazenych divokych kachen byla nakaza provadéna u skupiny
s opakovanymi infekcemi ve v€ku 21 dnl a infekce plné imunokompetentnich kachen byla
provedena ve véku odpovidajicim 40 dntim. V tomto véku hladiny IgM protilatek dosahuji
hodnot nalézanych u dospélych zvitat (Ng and Higgins 1986). Séra kachen infikovanych
T. szidati podobnou tendenci neukazovala. Pohybovala se stale na stejné Girovni OD jako séra
naivnich kachen. Po experimentalnich infekcich jsme ovétovali ndkazu kachen druhem
T. szidati ptitomnosti vajicek v jejich trusu. Miracidia vylihla z vajicek byla vzdy pfitomna,
ale vétSinou ve velmi malém poctu. Tato skute¢nost naznacuje, Ze se experimentalni kachny
malo nakazily. Intenzitu reakce také mohlo ovlivnit, kolik cerkarii zahynulo jiz pfi penetraci.
Pokud penetrovalo jen minoritni mnozstvi cerkarii, imunitni systém nemél ptilezitost vytvofit
specificky se vazajici protilatky.

ELISA test zaméfeny na zjiStovani hladiny IgM u infikovanych domécich kachen
bohuzel nepfinesl pfili§ mnoho vysledki. Hladina anti TrHc IgM se v prubéhu celého

experimentu pohybovala na stejné urovni jak u naivnich, tak u infikovanych kachen (ODyso 0
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— 0,6). Pouze u skupiny reinfikovanych divokych kachen a skupiny nakazené v dob¢ plné
imunokompetence byly zaznamenany zmény v hlading specifickych IgM.

IgM se objevuje jiz 72 hodin po inokulaci antigenu, nejvyssi hladinu lze zaznamenat
v obdobi odpovidajicim 4 - 8 dnim po setkani santigenem (Higgins 1975 dle
Tizzard et al. 2002), navic se jedna o protilatky s kratkou zivotnosti (Leslie and Clem 1970).
Pti intervalech odbéru odpovidajicich 7 a 10 dnlim po infekci se tak mohlo stat, ze prudké
zvySeni IgM nemuselo byt viilbec zaznamendno. Odbér v dobé odpovidajici 7. d.p.i. spada
teoreticky do popsaného intervalu, je vSak na jeho horni hranici. U experimentélnich kachen,
tak mohlo dojit k zvySeni hladiny IgM v ¢asnéjsi fazi. Dalsim moznym vysvétlenim, proc¢
bylo zaznamemenano zvyseni IgM jen u skupin divokych kachen (nakazovanych ve vySsim
veéku) a ne u domacich kachen, mize byt nezralost imunitniho systému doméacich kachen
v dobé infekce. V dobé predpokladané nejvetsi produkce IgM byl jejich vék nizsi nez 20 dnt,
protilatky tak jest¢ nemusely byt tvofeny v dostate¢né mifte.

Zvyseni hladiny anti TrHc IgY protilatek mohlo byt zptisobeno také vyvojem dalSich
vyvojovych stadii parazita, ktera mohou exprimovat rozpoznavané antigeny ve vétsi mife, nez
to delaly cerkarie. Vyvoj T. regenti je velmi rychly, je odhadovan na pouhych 23 - 25 dni od
infekce (Hordk et al. 1999; Kolarovaetal 2001). Jiz 1,5 dne po infekci lze nalézt
schistosomula v perifernich nervech. Dospélci se objevuji v nosni sliznici jiz 13. d.p.i.
(Hradkova and Horak 2002).

Metodou ELISA byla otestovana i séra ziskand pii mysliveckém odstfelu na
Dvorském rybnice. Pti mikroskopickém vySetfeni stért stfev, cév mezenteria a nosnich sliznic
nebyla prokazana aktudlni infekce ptac¢imi schistosomami. Nicméné se jednalo o dospé€lé
kachny, které se v minulosti mohly s témito parazity setkat. Hladina anti TrH¢ IgY nedosahla
u zadného z testovanych sér stejné urovné jako u experimentalné infikovanych kachen, ale
vétSinou byla vyssi nez u experimentélnich kontrol. Séra kachen DKC a DKE, u kterych byly
pii vySetieni nalezeni jini parazit¢ (DKC - tasemnice z ¢eledi Hymenolepididea, DKE vajicka
Capillaria sp a pijavka Theromyzon sp.) dosahovala nejvyssich hodnot ODasg z celé skupiny.
Da se predpokladat, Ze existuje zkiizena reaktivita mezi n€kterymi konzervovanymi antigeny
ruznych druhti paraziti. Nelze ovSem vyloucit, Ze obé kachny v minulosti infekci pta¢imi
schistosomami prod¢laly. Hladina anti TrHc IgM u odstfelenych kachen se pohybovala u
vetSiny testovanych sér v rozmezi 0,1 - 0,4. Pokud by v minulosti prob¢hla u téchto kachen
nakaza ptac¢imi schistosomami, nebyly by jiz v akutni fazi infekce, coz namétené hodnoty

potvrzuji.
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Uvedené vysledky metody ELISA s pouzitim ,,anti duck IgM* je nutno brat s jistou
rezervou, nebot’ jsme pii pozdgjSich experimentech na Western blotu zjistili, Ze se tyto
protilatky nespecificky vaZou na velké mnozstvi slozek kachniho séra.

Pomoci metody Western blotu jsme zjistovali, jaké spektrum antigeni je
rozpoznavano infikovanymi kachnami a jak se méni v pribéhu infekce. Testovali jsme vazbu
protilatek tfidy IgY a IgM na homogenatech z cerkarii a schistosomul T. regenti a cerkarii
T. szidati. Bohuzel jsme byli nuceni experimenty s IgM pierusit kvili nespecifické vazbé
protilatek na PVDF membranu a na velkou ¢ast slozek kachniho séra, jak je uvedeno vyse.

Experimentalné jsme ovéfili vazbu IgY na antigeny TrHc. Na jedné PVDF membrané
byla vzdy testovédna séra z jednoho odbéru. Prvnimu odbéru tedy odpovidala séra ziskana 7. a
10. d.p.i. Jiz v této dobé od infekce se objevila u vétsiny infikovanych sér rekce v oblasti 47-
49 kDA a 45 - 47 kDa. Tyto antigeny byly rozpoznavany i v dalSich intervalech po celou
dobu sledovani humoralni odpovédi. Od 14. a 20. d.p.i. byly rozpoznavany séry vsSech
infikovanych kachen. Naproti tomu séra kontrol tyto antigeny nerozpoznavala, takze se
jednalo o specifické reakce.

Dale jsme zaznamenali specifickou reakci v oblasti v rozmezi 18 — 20 kDa, kterd se
rovnéz objevila u nékterych infikovanych kachen jiz pti prvnim odbéru (7. a 10. d.p.i.) a
zustala cilem protilatek i po zbyvajici dobu sledovani. U nékterych infikovanych kachen jsme
také zaznamenali reakci v oblastech kolem 20 kDa, 55 kDa a v oblasti nad 100 kDa. Velikost
bandu nelze pfesnéji urcit, protoze se v této oblasti nepovedlo pfevést na membranu standardy
odpovidajici této vysoké molekulové velikosti. Reakce v oblasti kolem 20 kDa byla
pozorovatelna od 20. d.p.i., téméf vyhradné u sér z divokych kachen. Objevovala se jak u
opakovanég infikovanych kachen, tak u kachen infikovanych v dobé plné zralosti imunitniho
systému. Reakce proti vétSiné vyznamnéji rozpoznavanych antigend byla zaznamenana pfi
druhém odbéru (14. nebo 20. d.p.i.). Tato reakce byla pozorovatelna az do ukonéeni pokusu, u
skupiny reinfikovanych kachen az do 50. dne po prvni infekci.

Po proméfeni v programu Quantity One jsme nebyli schopni pfesnéji urcit velikost
téchto specificky rozpoznavanych antigent. Je to ddno zaprvé rozdilem, ktery vznikl pfi
elektroforetické separaci na gelu a také pouzitim dvou markert srozdilnym slozenim
standardnich prouzkii. Program Quantity One dopocitavda dle zadanych standarda
molekulovou velikost a i drobny posun skenovaného stripu membrany mize ve vysledku vést
k posunu hodnoty velikosti bandii az v jednotkach kDa.

Lichtenbergova et al. (2008) popsali reakci sér reinfikovanych mysi i pacientl

s prodélanou cerkariovou dermatitidou v oblasti 50 kDa. V budoucnu by bylo vhodné ovéfit,
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zda se v nasSem pripadé jedna o stejny antigen porovnanim reakce sér infikovanych kachen a
mysi na jedné PVDF membranég, nebo jesté 1épe po 2-D elektroforéze, popt. charakterizaci
pomoci hmotnostni spektrometrie.

V literatute je mozné dohledat riizné antigeny lidskych schistosom, které jsou
rozpoznavany séry pacientll s prokdzanou schistosomoézou. V oblasti mezi 50 a 40 kDa, ktera
byla v nasem experimentu rozpoznavana vSemi séry infikovanych kachen, pfipadaji v ivahu
glyceraldehy-3P-dehydrogendaza (42 kDa), fosfoglycerat kindza (45 kDa) a
fruktosol,6 bisfosfat adolaza (44 kDa) (El Ridi et al. 1998, Lee et al. 1995, Mutapi et al.
2011).2

Séra kachen nakazenych T. szidati, kterd jsme testovali na imunoblotu, rozpoznavala
dva antigeny v oblasti kolem 19 kDa a voblasti 45 - 47 kDa. Tyto antigeny byly
rozpoznavany i séry naivnich kachen, tudiz se pravdépodobné jednalo o nespecifické vazby.
Stejna reakce se objevila pfi experimentalnim ovétovani zkiizené reaktivity mezi antigeny
T.regenti a T.szidati - na PVDF membrané s homogenatem cerkarii T. szidati, kde jsme
testovali vazbu IgY z sér kachen infikovanych T. regenti, se objevila opét silna, ale evidentné
nespecifickd reakce v oblastech kolem 19 kDa a 44 kDa. Objevily se i dal$i ojedinéle
rozpoznavané antigeny. ProtoZe se jednalo pouze o jednotlivé pfipady, nelze z nich vyvozovat
zadné zavéry.

Pfi experimentalnich infekcich ptac¢imi schistosomami jsme pouzivali kachny, které
pochazeji z outbrednich linii. Na zdklad¢ svého genetického pozadi tak mohou reagovat
individualnéji, nez by reagovali inbredni jedinci. Tim si vysvétlujeme pozorované rozdily

v rozpoznavani nékterych antigenti. To, Ze imunitni odpovéd je siln€¢ ovlivnéna praveé

* Glyceraldehyd-3P-dehydrogenaza je antigen o molekulové hmotnosti 42 kDa rozpoznavany séry
prirozené rezistentnich pacientii. Pfi experimentech indukoval 40% ochranu imunizovanych mysi a kieckl
proti infekci cerkariemi S. mansoni a S. haematobium (El Ridi et al. 1998). Tento antigen je lokalizovan
v tegumentu schistosomul a dospélych cervi.

Glykolyticky enzym fosfoglycerat kindza byl pomoci imunofluorescenéné znacenych protilatek
lokalizovan ve vsech bunkach dospélych Cervi i schistosomul, intenzivni fluorescencni signal byl pozorovan
v buiikach asociovanych s tuberkuly, ve svalech a v tegumentu. Jeho molekulova velikost byla uréena jako
45 kDa (Lee et al. 1995).

Posledni z vybranych antigent je 44 kDa velky enzym fruktoso 1,6 bisfosfat adolaza. Tento antigen
vyskytujici se ve dvou izoformach byl rozpoznavan protilatkami IgA (prvni izoforma) a IgG1 (druha izoforma)
z sér obyvatel Zimbabwe z oblasti s endemickym vyskytem S. haematobium (Mutapi et al. 2011). Tyto antigeny

byly lokalizovany v télech dospélcti a schistosomul, je ale mozné, Ze jsou tyto proteiny pfitomny i v téle cerkarii.
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genetickym pozadim, uvadi napiiklad Rosas et al. (2008), ktefi srovnavali imunitni odpoveéd’
nékolika kmend mysi proti infekci Leishmania mexicana.

Lichtenbergova et al. (2008) popsali silnou reakci IgG zesér opakované
reinfikovanych mys$i a ze sér pacientll s potvrzenou cerkariovou dermatitidou s antigenem
T. regenti v oblasti 25 kDa. Pfi testovani kachnich sér pomoci imunoblotu jsme v této oblasti
pozorovali nespecifickou reakci. Neni vSak vylouceno, Ze se k antigenu v této oblasti vazou
jak nespecifick¢ IgY u kontrol, tak specifick¢ protilatky u infikovanych kachen. Tuto
skutecnost by bylo vhodné v budoucnu ovéfit sledovanim intenzity vazby k danému antigenu.
Za pouziti 2-D blotu bychom mohli vyloucit, ze se v této oblasti vyskytuji dva ¢i vice
antigentl, z nichz je naptiklad jeden rozpoznavan nespecificky.

Tento 25 kDa antigen detekovany v praci Lichtenbergové et al. (2008) byl posléze
urcen jako trioso — fosfat izomeraza (Kasny et al. 2009). Na zékladé sekvence DNA pro TPI
ziskané z druhu T. szidati byly navrzeny primery a zahajena pfiprava rekombinantni formy
TPI. Ziskand sekvence po porovndni s DNA databdzemi ukéazala 82% podobnost
s nukleotidovou sekvenci S. hematobium. Z 81 % byla shodna s genem TPI u S. mansoni. TPI
je evolu¢né konzervovany enzym podilejici se na glykolyze, a podle naznacenych vysledkt
podobnosti s jinymi schistosomami se da predpokladat, ze bude zkiizené reagovat mezi
jednotlivymi druhy schistosom. Pfedpokladame tedy, ze kdyZz ptipravime TPI podle sekvence
ziskané z druhu T. szidati, budou ho rozpoznavat i séra kachen infikovanych T. regenti.
Doufame, ze tato zkiiZzena reaktivita se nebude vyskytovat mezi jinymi méné ptibuznymi
druhy paraziti. Pii splnéni tohoto piedpokladu by tak bylo mozné TPI pouzit jako jednu
slozku diagnostického kitu k rozpoznani prod€lané infekce ptacimi schistosomami. Do
terminu dokonceni této prace jsme nestihli rekombinantni TsTPI pfipravit, proto jsme nebyli
schopni otestovat vhodnost tohoto proteinu pro diagnostické ucely. V soucasné dobé mame
zaklonovany plazmid v expresnich buiikach BL21 E. coli.

Dalsi z antigent silné rozpoznavanych protilatkami tfidy IgG 1 IgE sér mysi
reinfikovanych T. regenti i pacientt s cerkariovou dermatitidou, byl enzym glyceraldehyd-3P-
dehydrogenaza (Lichtenbergova et al. 2008). Reakce byla zaznamenéana v oblasti odpovidajici
34 kDa.V nasem experimentu byl v oblasti kolem 35 kDa protilatkami kachen rozpoznavan
antigen, jednalo se vSak opét o nespecifickou vazbu, nebot’ se na néj vazaly i protilatky
neinfikovanych kachen. AC se zposouzeni reakce na membranidch zdd, Ze je antigen
rozpoznavan stejnou mérou jak séry kontrol, tak séry infikovanych kachen, bylo by vhodné
jako v pfipad¢ antigenu zoblasti 25 kDa vyuzit méfeni denzity rozpoznanych oblasti,

popfipad¢ otestovat tuto reakci na 2-D blotu.
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Pomoci imunoblotu jsme otestovali s nékolika vybranymi séry kachen vazbu protilatek
na antigeny obsazené¢ v homogenatu 7 dennich schistosomul T. regenti. Séra infikovanych
kachen specificky rozpoznavala dva antigeny v oblasti 37 kDa a 18 kDa. Tato reakce se
objevila jiz 10. d.p.i., silnéjsi vazba na tyto antigeny je pozorovatelnd az 20. d.p.i. Tyto
antigeny byly rozpoznavany po celou dobu sledovani. Reakce v oblasti 18 kDa se objevilaiu
nékterych sér testovanych na membrané s homogenatem z cerkarii T. regenti. Je mozné, Ze se
jena o stejny antigen a bylo by vhodné to v budoucnu otestovat.

Molekulové velikosti 18 kDa se nejvice blizi v literatufe popsany 20 kDa VSLBP
(very-low-density lipoprotein-binding protein) z S. japonicum® (Fan et al. 2003) V oblasti
37 kDa je u S. mansoni lokalizovan antigen glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza. V piipadé
T. regenti byla molekulova hmotnost tohoto antigenu uréena jako 34 kDa. Neni vSak
vylouceno, ze by se mohlo jednat o jinou izoformu tohoto glykolytického enzymu.

Sbér schistosomul z infikovanych kachen je velmi obtizny, navic je nutné smrtit velké
mnozstvi pokusnych zvifat. Jedna se tudiZ o velmi Spatné¢ dostupny material. V budoucnu
bychom chtéli pokusy zopakovat s in vitro kultivovanymi schistosmulami. Jak napt. uvadi
Chanova et al. (2012), imunoreaktivita povrchu schistosomul je nezavisla na druhu hostitele
¢i in vitro kultivaci, reakce antigent in vitro kultivovanych schistosomul by se tak nemusela
vyrazn¢ odliSovat od ex vivo schistosomul.

K ptipravé diagnostického kitu, jehoz pomoci by bylo mozné ovéfit v minulosti
prodélanou infekci ptacimi schistosomami, je potifeba charakterizovat nékolik siln¢ a
spolehlivé rozpoznavanych antigeni, které by posléze mohly byt rekombinantné pfipraveny.
Z tohoto diivodu jsme zkouSeli pomoci imunobloti reakci kachnich sér s rekombinantnimi
cathepsiny TrCB1.1 a TrCB2, které¢ jsme méli k dispozici. U lidskych pacientii se
schistosomozou piitomnost protilatek proti CB1 indikuje s 98% pravdépodobnosti pfitomnost
vajec ve stolici (Ruppel et al. 1990), je to tedy velmi spolehlivy indikator onemocnéni. Oba
cathepsiny TrCB1.1 1 TrCB2 byly testovany v glykosylované i deglykosylované formé¢. Jak
popsal Stack et al. (2006), pii piipravé rekombinantniho SmCBI1 v expresnim systému
P. pastoris dochazelo k hyperglykosylaci, ktera zptisobovala falesné pozitivni reakce s IgG

pacientl. VSechna ndmi testovand kachni séra (30. — 50. d.p.i.) rozpoznavala rTrCB2

? Tento rekombinantné piipraveny protein ptitomny v tegumentu dospélych samcti (Fan et al. 2003)
vyvolal u imunizovanych mysi 33,5% snizeni vyskytu dospélych cervli a 47,6% snizeni produkce vajec oproti

kontrolam (Gan et al. 2005 dle McManus a Loukas 2008).
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vintaktni (glykosylované¢) formé¢. Stejnd nespecifickd reakce byla pozorovana i
s deglykosylovanou formou rTrCB2. Naproti tomu deglykosylovany rTrCB1.1 byl
rozpoznavan pouze nékterymi testovanymi séry, nikdy vSak séry kontrol. Tuto skute¢nost
muze vysvétlit rozdilnad mira exprese obou cathepsinti v prubéhu zivotniho cyklu parazita.
Exprese CB2 je v porovnani s CB1 vyssi u vSech vyvojovych stadii (Doleckova et al. 2010).
CB2 je krom jiného lokalizovan v penetracnich Zlazach cerkarii (DoleCkova et. al. 2009), je to
tedy antigen, s nimZ se do styku dostavaji vSechny infikované kachny. Na tento antigen se
bohuzel vazala nespecificky i séra naivnich kachen.

CBI1 byl lokalizovan ve stfevé schistosomul T. regenti (Dvotak et al. 2005). Ptaci
schistosomy jako zastupci prvoustych zivocichli regurgituji zbytky natrdvené potravy smisené
se sttevnimi protedzami. Imunitni systém tak na tyto protedzy miZze reagovat. Ve vyvojovém
stadiu cerkarie vSak motolice zadnou potravu nepfijimaji. Je mozné, ze infekce byla u
nékterych kachen slaba a penetrujici cerkérie byly zabity slozkami imunitniho systému jiz
v kiizi. V tomto ptipad¢ by se pak do kontaktu se stfevnimi protedzami, které produkuji do
okoli schistosomula a dospélci, nedostaly a nemohla by se tak proti nim vytvofit protilatkova
odpovéd.

Molekulova hmotnost CB2 v nativni formé se pohybovala v rozmezi 30 — 28 kDa. Pti
celkovém srovnani reakci, do kterého jsme zahrnuli vSechny uskute¢néné odbéry vcetné téch
od kontrol, je na grafu 24 patrné reakce v oblasti kolem 32 kDa, coz je molekulova hmotnost
rekombinantné pfipraveného glykosylovaného cathepsinu CB2. Teoretickd molekulova
hmotnost TrCB2 byla urcena jako 28,5 kDa. Na SDS PAGE vsak vychazela pravé uvedenych
32 kDa. Za tuto zménu molekulové velikosti jsou podle Doleckové et al. 2009 zodpovédné
kvasinky P. pastoris, v kterych byl rekombinantni CB2 pfipravovan. Cathepsiny maji
potencidlni glykosylacni mista, kvasinky vSak v téchto mistech protein hyperglykosyluji.
Skutecna velikost se tak pohybuje kolem 30 kDa. Jak je jiz uvedeno vysSe, molekulovou
velikost rozpoznévanych antigenli se nam v programu Quantity One podafilo urcit jen
pfiblizng&, proto se miZe jednat pravé o CB2, ktery byl nepfesné prométen.

Jednim z naSich vytéenych cilii bylo porovnat humoralni imunitni odpovéd kachen
s plné zralym imunitnim systémem a kachen, které byly infikovany v dobé jeho nezralosti.
Vysledky ELISA testu i imunoblotli jednozna¢né ukazuji, Ze kachny infikované v dob¢ plné
zralosti reaguji velmi siln€ a rozpoznavaji specifické antigeny jiz 10. d.p.i. (tedy ve véku 50
dntl) na rozdil od juvenilnich kachen, které vétSinou ukazuji vazbu na antigen az pii 2.
odbéru, v dobé¢ 14. ¢i 20. d.p.i. (tedy ve véku 20 — 30 dnt1). Hladiny protilatek IgY se v ELISA
testu u téchto kachen pohybuji kolem hodnoty OD 2, stejné jako hodnoty kachen s nedozralou
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imunitou. Jednim z diivodt, pro¢ by mohly byt reakce opakované infikovanych kachen a
kachen s pln€ dozrdlou imunitou silnéj$i, mize byt pouziti vyssi infekéni davky cerkarii,
v piipadé T. regenti byla zvySena o 500 cerkarii, v ptipadé¢ T. szidati o 1000 cerkarii.
K tomuto kroku jsme pfistoupili, protoze jsme se obavali, ze infekce v pozd€jsim véku by
mohly byt slabsi. Tyto vysledky mohou byt také zkresleny faktem, Ze pro ndkazu kachen
s plné€ rozvinutou imunitou byly pouzity divoké kachny, byt odchované uméle v uzavieném
prostiedi. Jak je patrno z vysledkli imunoblotu, kachny KoE2 a KoE3, které slouzily jako
zdrava kontrola, v porovnani s kontrolami ztad domécich kachen reaguji s vice antigeny
ktera je zavisla krom jiného na véku experimentalniho zvitete. Tyto kachny se k ndm dostaly
ve véku 21 dnt, tudiz nemizeme uplné vyloucit, ze se do této doby setkaly s jinymi patogeny.
Jak ukazuji vysledky ELISA testu, priibéh protilatkové odpovédi u opakované infikovanych
kachen byl stejny jako u kachen infikovanych pouze jedinou davkou cerkarii.

Na ptikladu divoké kachny ze skupiny E (KoE1) si mizeme ukazat jasny rozdil mezi
imunoreaktivitou protildtek kachen naivnich a kachen infikovanych. Pfi experimentdlni
nakaze doslo k tiniku 1 nakazené kachny do hejna ostatnich jesté pfed vybranim kontrol. Mezi
tfti vybrané kontroly se tak dostala s nejvétsi pravdépodobnosti tato kachna, kterd byla
infikovana druhem T. regenti. Naznacuji to jak vysledky ELISA testu, kde se pohybuji
normalni hodnoty OD u kontrol po celou dobu odbérti kolem hodnoty 0,5, zatimco u kachny
KoEl mizeme na grafu sledovat stejny vyvoj v hladiné IgM a IgY jako u zarucené
infikovanych kachen. Stejné¢ tak na imunoblotech rozpoznava sérum této kachny antigeny
v oblasti 47-49 kDa a 43-45 kDa, tedy antigeny na které se vazou pouze protilatky
z infikovanych kachen. Takto jsme vlastné nechténé potvrdili moznosti imunodiagnostiky
infekce T. regenti u kachen, byt’ zatim na jediném ,,slepém® vzorku.

Jednoznacény popis protilatkové imunitni odpovédi kachen byl komplikovan faktem, ze
naSe experimentalni kachny nepochdzeji zinbrednich linii, jako tomu bylo u vyzkumu
humoralni odpovédi na mys$im modelu. Experimenty provedené na kuratech ukazuji, ze cely
repertoar protilatek vznika u ptakt mezi 10. a 15. dnem embryonalniho vyvoje (McCormack
tvofit nova vazebnd mista imunoglobulinl, 1épe reagujici s antigeny patogent a parazitd,
s nimiz se setkavaji. Séra nékterych kachen tak mohla rozpoznédvat antigeny, které byly u
jinych jedinct bez protilatkové odezvy.

Dalsi obtiz pfi tomto vyzkumu predstavuje skutecnost, ze kachny produkuji dvé

izoformy IgY. IgY (7,8S) a zkracenou formu IgY AFc (5,7S). IgY AFc chybi funkcéni Fc
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oblast (Higgins a Warr 1993), ktera je po navdzani na antigen rozpoznavana T-lymfocyty.
Neni schopna véazat komplement a vyvolat koZni anafylaxi (Grey 1967). Anti duck IgY
vazajici se na Fc oblast kachnich IgY tak nemaji moznost rozpoznat navazané zkracené
izoformy IgY AFc. Je mozné, ze protilatkova odpoveéd’ proti nékterym antigenim je tak ve
skutecnosti siln€j$i, nez ukazuji naSe vysledky. Nicméné ob¢ izoformy IgY vznikaji pomoci
alternativniho splicingu mRNA tézkého fetézce (Magor et al. 1994), je tedy velmi malo
pravdépodobné, ze by dany jedinec tvofil pouze zkricenou formu IgY, rozpoznavajici
vyznamny antigen.

Mam-li shrnout, nase experimenty ukazuji, ze protilaitkova odpovéd’ proti antigentim
cerkarii T. regenti se u vétSiny kachen rozviji kolem 20. dne od infekce. Déle se nam podafilo
objevit n¢kolik slibné rozpoznavanych antigenti, v oblasti kolem 18 kDa a mezi 40 a 50 kDa
v pfipadé reakce s antigeny cerkarii, u antigenii z homogenatu schistosomul se jednalo o
reakci ve veilkosti 18 a 37 kDa. Mimo jiné jsme postoupili pfi pfipravé rekombinantni TPI,

kterou mame v soucasnosti jiz v expresnim systému.
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7 Zavér

Ve snaze popsat humoralni imunitni odpovéd’ specifickych hostiteld proti antigenim
ptacich schistosom T. regenti a T. szidati jsme otestovali pomoci metody ELISA a imunoblotu
séra odebrand experimentalné nakazenym kachnam i séra ziskana pfti lovu divokych kachen.
Vysledky ziskané v ELISA testu ukazuji, Ze dynamika vyvoje protilatkové odpovédi proti
antigenim obsazenym v homogenatu cerkarii (TrHc a TsHc¢) se u obou sledovanych druht
lisi. U kachen infikovanych T. regenti bylo zaznamenano vyrazné zvyseni anti TrH¢ IgY
20. d.p.i. Zmény v hladiné protilatek ttidy IgM, projevujici se mirnym zvysenim OD 10. d.p.1.
a poté nasledny pokles na ptedchozi Groven, byly zjiStény pouze u opakované reinfikovanych
kachen a kachen infikovanych v dobé plné imunokompetence. U kachen infikovanych
druhem T. szidati se hladiny anti TsH¢ IgY i anti TsHe IgM v prubéhu celého sledovani
neménily a zlstavaly na stejné Urovni, jako byla naméfena u naivnich kachen. Je ovSem
mozné, ze to bylo zapfi¢enéno slabymi infekcemi experimentalnich kachen.

Séra z ulovenych divokych kachen otestovand ELISA metodou nikdy nedoséhla stejné
hladiny protilatek jako séra experimentalné infikovanych kachen. Pii ohledani kachen nebyla
zjisténa infekce pta¢imi schistosomami, pouze byla u dvou jedincli zaznamenéana pfitomnost
jinych paraziti. Hladina protilatek IgY byla u téchto kachen zvySena.

Séra kachen nakazenych T. regenti, ktera jsme testovali pomoci imunoblotu se
specificky vazala na 2 antigeny v oblasti 49 - 47 kDa a 47 — 45 kDa. IgY protilatky
rozpoznavaly tyto dva antigeny jiz od prvniho odbéru, tedy v dobé odpovidajici 7. nebo
10. d.p.i. U né€kterych kachen se objevila i reakce v oblasti kolem 18 kDa a 55 kDa. Celkové
se protilatky z sér infikovanych kachen véazaly na vétsi pocet antigent. Tato reakce vSak byla
zaznamenana pouze u jednotlivych kachen, nejspise z divodu rozdilného genetického pozadi
experimentalnich zvifat. Né&kolik vybranych sér jsme otestovali pomoci imunoblotu
s navazanym antigenem z 7 dennich schistosomul T. regenti. Tato séra krom jiného specificky
rozpoznavala antigeny o velikosti 37 kDa a 18 kDa. V budoucnu chceme ovéfit skutecnou
velikost téchto specificky rozpoznanych antigenli pomoci hmotnostni spektrometrie a
identifikovat jejich pfesnou lokalizaci v téle parazita pomoci imunofluorescence. Také
bychom chtéli urcit o jaké proteiny se jedna, pfipravit je v rekombinantni formé a otestovat
jejich antigenicitu.

Séra kachen infikovanych T. szidati se vazala pfevazné nespecificky na antigeny, které
rozpoznavala i séra kontrol. Stejné jako u infekci druhem T. regenti se objevilo n€kolik

specificky rozpoznavanych antigenti, ovSem pouze u jednotlivych kachen. Pti pokusu o
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oveteni zkiizené reaktivity mezi obéma druhy jsme otestovali reakci sér kachen infikovanych
T. regenti s antigeny z homogenatu cerkarii T. szidati. Objevila se nespecificka reakce ve
stejnych mistech, jako jsme pozorovali u kachen infikovanych T. szidati. Od testovani vazby
IgM protilatek jsme upustili po zjisténi, Ze se naSe sekundarni protilatka ,,anti duck IgM* vaze
nespecificky na mnoho slozek kachniho séra, nejen na IgM.

Otestovali jsme také reakci sér s rekombinantné pfipravenymi protedzami CB1.1 a
CB2. CB2 byl rozpoznavan vSemi otestovanymi séry, v€etné téch od naivnich kachen, CB1.1
rozpoznavala jen néktera séra, nikdy vSak séra kontrol. Tento experiment jsme zatadili kvili
predpokladu, Ze tyto protedzy by mohly byt silné antigenni a mohly by se v budoucnu stat
soucasti kitu urcen¢ho k diagnostice prodélané infekce pta¢imi schistosomami.

V neposledni fadé¢ jsme podnikli pokus o pfipravu rekombinantniho glykolytického
enzymu triozo - fosfat izomerazy (TPI; 25 kDa), ktery byl silné rozpoznavan v ptedchozich
experimentech infikovanymi nespecifickymi hostiteli (Lichtenbergova et al. 2008).
V soucasné dobé jiz mame sekvenaci potvrzeno, ze produkt je zaklonovan v expresnim
systtmu BL21 Escherichia coli. V budoucnu chceme otestovat, zda je tento antigen
rozpoznavan také séry specifickych hostitelll, kachen. Dosavadni vysledky z imunoblotii tento
predpoklad nepotvrzuji. V ptipad¢ testovani kachnich sér byla zaznamenana v oblasti 25 kDa
pouze nespecificka reakce.

Z vysledki naSich experimenti miiZzeme jiz vyvodit nékolik zavéra. V prvni fadé je to
skutecnost, Ze se hladina protilatek IgY se dostava na nejvyssi troven v dob¢ kolem 20. d.p.i.
bez ohledu na stafi infikované kachny. Také se ndm podafilo najit n¢kolik slibné reagujicich
antigeni, které by se daly pouzit pti diagnostice prodélané infekce pta¢imi schistosomami.

V budoucnu plédnujeme v tomto vyzkumu zaméfeném na monitoring humoralni
odpovédi kachen pokracovat. Chtéli bychom pokusy zopakovat s vétsSim poctem jedinct, aby
bylo mozné provést statistickou analyzu vysledkti. Také chceme zménit schéma odbéra: kviili
zachyceni Casné protilatkové odpovédi zastoupené tifidou IgM. Alespont v prvnich dvou
tydnech po infekci pldnujeme odebirat séra v intervalech dvou az tfi dnii. Nejprve ale bude

Dalsim nasim cilem je popsat rozdil mezi akutni a chronickou fazi infekce. K tomuto
ucelu se nejlépe hodi protilatky IgY, které jsou spojeny s humoralni odpovédi v pozd¢jsich
fazich infekce. Chtéli bychom dlouhodobé sledovat hladinu téchto protilatek a zjistit, zda a
jak se vyviji v dlouhém casovém useku po infekci. Zjisténi doby, po kterou pfetrvava
protilatkova odpovéd, je stézejni pro tvorbu diagnostického ,kitu“. Ten by mohl byt vyuzit

jak ve veterindrni oblasti, tak naptiklad pfi studiich ovlivnéni fitness ptdki parazity
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probihajicich napt. na Katedie zoologie PfF UK v Praze. S tim se poji také potieba odhalit
mozné zkiiZzené reakce mezi antigeny riiznych parazitli ¢i jinych patogend, s kterymi se
mohou dostat zkoumani jedinci do kontaktu.

Dale bychom chtéli zaradit také metodu imunohistochemie, pomoci niz bychom
dokazali urcit presnou lokalizaci rozpoznavanych antigenti a 2-D bloty, kvili jednoznacné
identifikaci rozpoznavanych antigeni. Déle si uvédomujeme nutnost odfiltrovani
nespecifickych reakci, kterych je bohuzel velké mnoZstvi. Stejné tak bude v budoucnu nutné
hodnotit také intenzitu reakci. Je totiz mozné, ze a¢ je dany antigen rozpoznavan
nespecifickymi protilatkami kontrol, miizou se u infikovanych jedinct vyskytovat i protilatky
specifické. Métfenim denzity reakce by se jejich pfitomnost dala detekovat.

Zajimavy namét k dalSimu zkouméni ndm poskytlo srovnani protilatkové odpovédi
druhti T. regenti a T. szidati. Odlisné misto definitivni lokalizace parazita (CNS - T. regenti,
cévy mezenteria - T. szidati) 1 migra¢ni cesty parazita mohou ovlivnit rozdily v protilatkové
odpovédi. V neposledni fad¢ planujeme zamétit se i na antigeny dalSich vyvojovych stadii

parazita, s kterymi ptichdzi kachny jako definitivni hostitel¢ do styku (dospélci, vajicka).
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8 Seznam zkratek

APC - antigen prezentujici bunky (antigen presenting cell)

BALT - lymfaticka tkan bronchi (bronchus-associated-lymphoid-tissue)
BCR - specificky receptor B lymfocytil pro antigen (B-cell receptor)
BSA — albumin z bovinniho séra (bovine serum albumin)

8 — APP —  amylouid precursor protein

Cy— konstantni doména té€zkého fetézce

C.— konstantni doména lehkého fetézce

CALT - lymfaticka tkan spojivky (conjunctival-associated lymphoid tissue)
CB1/CB?2 — cathepsin B1/B2

Dy — diverzifikaéni usek t€zkého fetézce

D — MAP — dipeptidic multiple antigen peptide

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

GALT - lymfaticka tkan stfeva (gut-associated-lymphoid-tissue)
GAPDH - glyceraldehyd — 3 fosfat dehydrogenaza

IFN-y - interferon y

Ig - imunoglobulin

IgA - imunoglobulin A

IgE - imunoglobulin E

IgG - imunoglobulin G

IgM - imunoglobulin M

IgX - imunoglobulin X

IgY - imunoglobulin Y

IL — interleukin

Ju — spojovaci oblast tézkého fetézce

JL - spojovaci oblast lehkého fetézce

MHC 1II - hlavni histokompatibilni komplex II (major histocompatibility complex II)
mRNA — mediatorovd RNA

NDV — Newcastle disease virus
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NK buiiky - pfirozeny zabije¢ — bunky (natural killers)

PCR - polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
plgR — polymericky imunoglobulinovy receptor

PZQ - praziquantel

RT-PCR - real time Polymerase Chain Reaction

SC - sekretorickd komponenta

Tc - cytotoxicky T lymfocyt (T cytotoxic lymphocyte)

Ts - supresorovy T lymfocyt (T supressor lymphocyte)

Th - pomocny T lymfocyt (T helper lymphocyte)

TCR - specificky receptor T lymfocytt pro antigen (T cell receptor)
TPI — trioso-fosfat izomeraza

TrE/S — cerkaridlni exkre¢né sekrecni produkty

TrHc — homogenat z cerkarii T. regenti

TrHs - homogenat z schistosomul T. regenti

TsHc - homogenat z cerkérii T. szidati

Vu— variabilni oblast tézkého fetézce

V. - variabilni oblast lehkého fetézce

ZKkratky pouzivané v kapitole Vysledky

DK - divoka kachna

D.p.i. — den po infekci (day post infection)
K - doméci kachna

NDK- naivni divoka kachna

NK — naivni domaci kachna
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