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Abstrakt

Cerkérie rodu Trichobilharzia penetruji nie len do koze definitivneho hostitela (vodné
vtactvo), ale aj do koze ndhodnych hostitel'ov (cicavce). Dosledkom penetracie je vznik

hypersenzitivnej reakcie nazyvanej cerkariova dermatitida.

Ciel'om prace bolo detegovat parazitirnu DNA zo séra a mozgomieSneho moku
infikovanych kaciek, tiez zo séra infikovanych mysi. Pomocou PCR s primermi pre
tandemovo repetitivnu sekvenciu sme boli schopni zachytit 1 fg parazitirnej DNA
izolovanej zo séra infikovanych kaciek. Parazitirnu DNA sa nam podarilo amplifikovat’ iba u

16 vzoriek séra a likvoru kaciek, ale nie zo sér mysi.

Dalej boli mysie séra testované ELISA a Western blot metddou, a to za pouZitia
antigénu homogenatu cerkarii T. regenti (TRhc) , T. szidati (TShc) a S. mansoni (SMhc).
Vysledky ukazuju na progesivny nérast hladiny IgM protilatok, ktory bol viditeI'ny od 10 dni
prvej infekcie a narast hladiny IgG protilatok az od druhej reinfekce. Po 10 diioch od $tvrtej
reinfekcie hladina oboch protildtok v sére postupne klesala, ale eSte 100 dni od Stvrtej

reinfekcie bola hladina protilatok vyssia ako u negativnych sér.

Vysledky z Western blotu ukazuju, ze IgG a IgM protilatky v homoldégnom sére
rozpoznavali antigény 21 a 22 kDa z TRhe. V homoldgnom sére IgG protilatky rozpoznavali
antigén 26 kDa z TShc a IgM protilatky sa viazali na antigeny 32 kDa a 52 kDa.
V heterolégnom sére nebol antigén 26 kDa z TShc rozpoznavany IgG protilatkami. Tento

antigén by mohol sluZit' k medzidruhovému rozliSeniu medzi 7. regenti a T. szidati.

Pomocou 2D elektroforézy proteinové spoty rozpoznavané IgG protilatkami boli
identifikované ako fruktoza-1,6-bisfosfat aldolaza, peroxiredoxin, glyceraldehyd-3- fosfat
dehydrogenéza, trioso-fosfat izomerdza, fosfoglyceratmutdza a Sm 21,7 (s membranou

asociovany protein).
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Abstract

Cercariae of the genus Trichobilharzia can penetrate not only the skin of definitive
hosts (ducks), but they are also able to penetrate the skin of accidental hosts (mammals). As a
result of the penetration, the inflammatory response known as cercarial dermatitis appears.

The goal of our thesis is to detect parasite DNA in the serum and cerebrospinal fluid
of infected ducks, and also in the serum of infected mice. By using PCR with primers
designed for a tandem repeated sequence, we were able to detect 1 femtograms of parasite
DNA isolated from sera of infected ducks. We were able to amplify parasite DNA only from
16 samples of sera and cerebrospinal fluid of the infected ducks, but we were not able to do

so with the serum of mice.

Sera of infected mice were also tested by ELISA and Western blot. The homogenates
of T. regenti (TRhc), T. szidati (TShc) and S. mansoni (SMhc) cercariae were selected as an
antigen. The results showed progressive increase in the level of IgM antibody from 10 days
after 1st infection and also increase of the level of IgG from the 2nd infection. 10 days after
the 4th infection, the level of IgM and IgG gradually declined, but the level of antibodies 100
days after the 4th infection was still higher if compared to uninfected mice.

Results from Western blot analysis demonstrate that both IgG and IgM antibodies in
the homologous serum of mice recognized proteins 21 and 22 kDa from TRhc. In
homologous serum IgG antibodies specifically recognized 26 kDa antigen and IgM
antibodies bound to 32 kDA and 52kDa from TShc antigen. In the heterologous serum of
mice was not recognized protein 26 kDa from TShc. This antigen could be used to
interspecies differentiation between T. regenti a T. szidati.

By using 2D electrophoresis, protein spots were recognized by 1gG antibodies and
identified as fructose 1,6-bisphosphate aldolase, peroxiredoxine, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, triose phosphate isomerase, phosphoglycerate mutase, and  Sm21.7

(membrane-associated protein).
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Zoznam skratiek a znacdiek

APC — antigén prezentujica bunka

BCR — $pecificky receptor B lymfocytov pre antigén
d.p. — dni po

d.p.i. — dni po infekcii

DC — dendritick4 bunka

E/S — exkre¢no sekre¢né produkty

ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FBPA — fruktdza-1,6-bisfosfat aldolaza

FDC — folikularne dendritické bunky

GAPDH - glyceraldehyd — 3 fosfat dehydrogenaza
IEF — izoelektrické fokusacia

IF — priamy imunofluorescenény test

IFAT — nepriamy imunofluorescen¢ny test

IFN-y — interferon vy

Ig — imunoglobulin

IgA — imunoglobulin A

IgE — imunoglobulin E

IgG — imunoglobulin G

IgM — imunoglobulin M

IL — interleukin

L — likvor

LPS — lypopolysacharid

LT — laboratérna teplota

MHC gp | — hlavny histokompatibilny komplex glykoproteinov I. triedy
MHC gp Il — hlavny histokompatibilny komplex glykoproteinov II. triedy
NK bunky — prirodzeny zabija¢ — bunky



PCR — polymeréazova ret'azova reakcia
rDNA —ribozomalna DNA

S — sérum

SH - S. haematobium

SJ - S. japonicum

SM —S. mansoni

SMhc — homogenat cerkarii S. mansoni
SMm — sérum mysi nakazenej S. mansoni
Tc — cytotoxické bunky

TCR — $pecificky receptor T lymfocytov pre antigén
Th — pomocny T lymfocyt

TNF — faktor nekrotizujuci nador

TPI — trioso-fosfat izomeraza

TR — sérum z mysi nakazenej T. regenti
TRhc — homogenat cerkarii T. regenti
TRk — sérum z kacky nakazenej T. regenti
TS — sérum z mysi nakazenej T. szidati
Ts — supresorové bunky

TShc — homogenat cerkarii T. szidati

TSk — sérum z kacky nakazenej T. szidati
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1 Uvod

Vtacie schistosomy rodu Trichobilharzia si motolice s dvoj-hostitel'skym cyklom
viazanym na vodné prostredie. Vtacie schistosomy moézeme rozdelit na visceralne druhy
(T. szidati) a nazalne druhy (7. regenti). Ich infek¢né larvy - cerkarie - dokazu penetrovat’ nie
len do definitivnych hostitel'ov (vodné vtactvo), ale aj do ndhodnych hostitel'ov (mysi, I'udia).
Po opakovanom kontakte s cerkariami sa moze u ndhodnych hostitel'ov objavit’ kozné reakcia
nazyvana cerkariovd dermatitida. Jedna sa o neprijemne svrbiace vyrdzky. U citlivych
jedincov sa moze vyskytnut’ aj zvySend teplota, opuch v mieste penetracie alebo zvicsenie
lymfatickych uzlin.

Schistosomuly ako d’al$ie Stadium st schopné opustit’ kozu hostitel'a a migrovat’ do
vnutornych organov aj v tele ndhodnych hostitelov, kde nedokonc¢ia svoj vyvoj a hyna
niekol’ko dni po infekcii. Larvdlne S$tddid nazélnej neurotropnej 7. regemti mdzu pocas
migracie svojim definitivnym aj ndhodnym hostitelom spdsobovat’ vazne neuromotorické

problémy a z toho dovodu mdze nastat’ aj thyn jedincov.

Bolo by preto vhodné mat’ presny diagnosticky marker pre imunologicku, alebo
molekularnu diagnostiku, ktorou by bolo mozné odlisit’ pévodcu ochorenia. Taktiez by bolo
vhodné u ndhodnych hostitel'ov vediet’ rozoznat, ¢i sa jedna o dermatitidu spdsobenu vtacimi
schistosomami, l'udskymi schistosomami, alebo dermatitidu sposobenti inymi alergénmi
vyskytujicimi sa vo vode.

Z tohto dovodu som sa vo svojej praci zaoberala sérologickou a molekuldrnou
diagnostikou infekcii spdsobenych vtacimi schistosomami (7. szidati a T. regenti)

u definitivnych a ndhodnych hostitel'ov.

Ciele prace:

Hlavnym cielom bolo ngjst’ citlivii diagnosticki metddu, ktora by vedela zachytit’ infekcie
sposobené vtacimi schistosomami a to u definitivnych aj ndhodnych hostitel'ov, z dévodu, Ze
ziadna spolahliva neinvazivna diagnostickd metoda eSte nie je. Pre dosiahnutie vysledkov

sme sa zaoberali nasledovnymi ¢innostami:
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pomocou ELISA sledovat’ zmenu hladiny Specifickych protilatok IgM a IgG v mysich
sérach proti antigénom z homogenatu cerkarii

zistit pomocou imunoblotu, aké antigény z homogenatu cerkarii (7. regenti,

T. szidati aS. mansoni) su rozpoznavané¢ IgG algM protilatkami zo sér
infikovanych mysi

otestovat’ ELISA a imunoblotom skrizent reaktivitu medzi 7. regenti, T. szidati a S.
mansoni

separovat’ rozpoznané proteiny 2D elektroforézou a identifikovat’ ich pomocou
hmotnostnej spektrometrie

detegovat’ parazitarnu DNA v biologickych materidloch (sérum, mozgomie$ny mok)

z infikovanych kaciek a mysi
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2 Literarny prehlad

2.1 Modelové organizmy

Trichobilharzia je najvacsi rod z ¢el'ade Schistosomatidae, ktory pokryva viac ako 40
druhov vtacich parazitov. Dvojhostitel'sky cyklus je podobny pribuznému rodu Schistosoma.
Vodné sliméaky sluzia ako medzihostitel pre rod Trichobilharzia a vodné vtaky ako
definitivny hostitelia (Horak a kol. 2002). Trichobilharzia regenti je nazalna neurotropna
schistosoma, ktora ako medzihostitel'a vyuziva vodného slimaka rodu Radix. Trichobilharzia
szidati patri medzi visceralne schistosomy, ako medzihostitel' im v naSom laboratériu slizi
vodny slimak Lymnaea stagnalis.

Vtacie schistosomy T. regenti a T. szidati st vSak schopné penetrovat’ aj do cicavcov
(ndhodnych hostitel'ov), ale nedokazu v nich dospiet’ a produkovat vajicka (Hordk a Kolafova
2001; Koutilova a kol. 2004a). U opakovane infikovanych mysi je Th2 polarizovana odpoved’
a vzniknuta cerkdriova dermatitida mé na zaciatku charakter hypersenzitivnej reakcie typu | a

neskor kozného zapalu (Kolarova a kol. 1997; Kolafova a kol. 2013; Horak a kol. 2015).

2.1.1 Cyklus Trichobilharzia regenti

Z vajicok vyskytujucich sa v nazélnom tkanive sa liahnu miracidia a uvoliuji sa do
vodného prostredia, najmé okolo dvadsiateho piateho dna po infekcii (Horak a kol. 1998a). Po
ndjdeni medzihostitela doftho miracidium prenikne a transformuje sa na dalSie larvalne
Stadium, na materskll sporocystu. Materské sporocysta obsahuje zdrodo¢né bunky, z ktorych
sa vyvija larvalne Stadium dcérska sporocysta. Zo zarodo¢nych buniek dcérskej sporocysty sa
vyvija cerkaria, ktora penetraciou tela opusta slimaka (Hordk a kol. 2002). U cerkarii je
dokazana foto-pozitivna reakcia. Stavaju sa aktivnymi tienmi alebo pri mechanickej stimulécii,
kedy plavaji k vodnej hladine (Hordk a kol. 1998a). Po penetracii do koZe teplokrvnych
stavovcov sa cerkdria transformuje na dalSie larvalne Stddium, na schistosomulu.
Schistosomuly migruja v priebehu infekcie definitivneho hostitel'a miechou k miestu svojej
definitivnej lokalizacie. Dospelé Cervy st lokalizované v mikkej Casti nazalneho tkaniva,
casto mimo ciev uz trinasty dent po infekcii. U niektorych nakazenych kaciek sa pocas
infekcie moéze objavit’ aj paralyza koncatin a to medzi siedmym az osemnastym diiom po

infekcii (Horak a kol. 1999).
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Kedze cerkarie vtacich schistosom su schopné penetrovat’ aj do ndhodnych hostitel'ov,
boli robené experimentalne ndkazy mysi, kde sa sledovala pripadnd migrécia ¢ervov. U mysi
boli schistosomuly najdené v kozi, periférnych nervoch, mieche, prediZenej mieche a mozgu 2.

— 24. deni po infekcii (Hradkova & Horék 2002) nedokazu vsak dospiet’ a hynt.

2.1.2 Cyklus Trichobilharzia szidati

Cyklus T. szidati v ramci medzihostitel'a je podobny s cyklom vysSie popisanej
motolice. Z medzihostitel'a su uvolnené cerkarie a penetrujii do definitivneho hostitela.
Kratko po transformacii opusta schistosomula kozu a migruje cez cievy do krvného rieciska
pluc, oblic¢iek, pecene a Criev. V plicach kaciek sa vyskytujii v limene plicnych tepien a
krvnych kapilar druhy az desiaty defi po infekcii atiez vstupuju do vzdusného priestoru
a odtial' naspiat’ do krvého rieCiska. Migracia je dokonéena v cievach aneskor v tkanive
¢revnej steny, kde mozeme najst’ dospelcov.

Aj s touto schistosomou boli uskuto¢nené experimentalne nakazy mysi. Schistosomuly
najdené v plicach mysi, boli prevazne lokalizované extravaskularne v alveolarnej Stene
tkaniva, druhy az Stvrty den po infekcii, po Siestom dni uz boli schistosomuly poSkodené
(Haas a Pietsch 1991; Chanova a kol. 2007).

2.2 NeSpecificka a Specificka imunita

Imunitna reakcia je vysledkom uzkej spoluprace neSpecifickych a Specifickych
mechanizmov imunity. Oba tieto mechanizmy zahiiaju bunkové a humoralne zlozky.

Vrodeny (neSpecificky, neadaptivny) imunitny systém obsahuje obmedzeny pocet
receptorov pre detekciu cudzorodej latky. Je vSak schopny uZ niekol'ko minit po vystaveni
patogénu generovat’ protektivnu zdpalovi odpoved’. Do bunkovej zlozky neSpecifickej
imunitnej odpovede si zahrnuté fagocytujiice monocyty, granulocyty (neutrofily, eosinofily,
basofily), dendritické bunky a cytotoxické NK bunky. Humoralny komponent zahfna
komplementovy systém, lektiny, interferony a iné sérové proteiny (Turvey & Broide 2010).

Ziskana (Specificka, adaptivna) imunita je vyvinovo mladSia, reakcia na patogén sa
uplne rozvinie po niekol’kych ditoch az tyzdioch. Adaptivna imunitna odpoved’ je realizovana
T a B lymfocytmi. Bunkovo sprostredkovand imunitnd odpoved’ je zaloZzend na T

lymfocytoch. Pri humorélnej imunitnej odpovedi st stimulované B lymfocyty, ktoré
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sa zmenia na plazmatickt bunku a sekrétuju protilatky (Alberts a kol. 2002).
221 Thl, Th2, Thl7

Vrodena imunita zohrava kl'iCovu tlohu pri aktivacii adaptivnej imunitnej odpovede.
Hlavny komponent spojujuci neSpecifickll a Specificktl imunitnu odpoved’ tvoria dendritické
bunky (DC), ktoré patria medzi bunky prezentujice antigén (APC). K diferenciacii DC a
zmene na APC bunku dochddza po rozpoznani molekularnej Struktiry spojenej s patogénom
pomocou patogén rozpoznavajucich receptorov na povrchu DC. Na povrch APC buniek su
vystavené komplexy MHC glykoproteinov II. triedy (MHC gp II) s peptidovymi fragmentami
pohltenych molekul, ktoré su rozpoznavané prostrednictvom antigénne Specifického receptora
(TCR) na povrchu T lymfocytov (Kapsenberg 2003; Kaiko a kol. 2008).

T lymfocyty exprimujice TCR méozeme rozdelit na: CD4" T lymfocyty majuce na
povrchu CD4 molekuly - koreceptor pre MHC gp Il a CD8" T lymfocyty majlce na povrchu
molekuly CD8 - koreceptor pre MHC gp I. CD8+ T bunky maju funkcie spojené s
produkciou cytokinov a st zndme ako prekurzory cytotoxickych T buniek (Tc) a
supresorovych buniek (Ts). CD4+ bunky mdzeme rozdelit’ podla produkujucich cytokinov do
niekol’kych skupin.

Thl bunky produkuju IL-2, IFN-y a TNF-B, ktoré su ucinné pri ochrane proti
intracelularnym infekcidm. Th17 bunky produkuju IL-1p, IL-6, IL-17, IL-22 a TNF-a. Zda sa,
ze bunky Th17 hraji dolezita ulohu pri autoimunitnych ochoreniach, pri imunopatologickych
tkanivovych zapalovych reakcidch ako aj pri aktivacii neutrofilov v boji proti extracelularnym
baktériam (Park a kol. 2005; Liang a kol. 2006; Kaiko a kol. 2008).

Do d’al$ej skupiny radime Th2 bunky, ktoré¢ produkuju interleukiny IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-13 pri extracelularnych infekcidch. Imunitnd reakcia Th2 typu sa aktivuje pri
kontakte s parazitirnym antigénom. Dochadza k proliferdcii a diferenciacii B lymfocytov.
Vplyvom IL-4 dochadza k produkcii IgE protilatok. Vplyvom IL-5 sa diferencujii eosinofilné
granulocyty a IL-3 a IL-4 stimuluju proliferaciu a degranulaciu zirnych buniek (Kidd 2003).

Cytokiny su vSeobecne povazované za hlavné molekuly, ktoré dokazu nasmerovat
imunitni odpoved’ k Th1, Th2 alebo Th17 linii. Bolo vSak zistené, ze polariza¢né signaly st
okrem cytokinov zavislé aj od buniek vrodenej imunity, a to od Nk buniek, bazofilov,

eosinofilov a mastocytov (Kaiko a kol. 2008).

15



2.2.2 Protilatkova imunitna odpoved’

Nasledujuci vSeobecny prehlad v ramci protilatkovej imunitnej odpovede bol Cerpany

z posledného vydania knihy od prof. Hofejsiho a prof. Bartuiikovej (2013). Protilatkova
imunitnd reakcia je zaloZzend na rozozndvani antigénu pomocou antigénne Specifického
receptoru (BCR) na povrchu B lymfocytov. BCR je zlozeny z povrchového imunoglobulinu
rozoznavajuceho antigén a signalizaénych molekul. Povrchovy imunoglobulin sa radi k IgM a
IgD triedam a pozostava z dvoch tazkych (H) a dvoch l'ahkych (L) ret'azcov.
Protilatkova odpoved’ je bud’ nezavisla na Th lymfocytoch, alebo primarne a sekundarne Th
zavisla. Pri Th nezévislej imunitnej rekcii sa B lymofycyty aktivuji a zhlukuja po kontakte s
bakterialnym lipopolysacharidom (LPS) alebo antigénom polymérnej Struktary. To je signal
k diferenciacii na plazmatické bunky a tvorbe IgM protilatok.

Primarna faza protilatkovej reakcie nastupuje po rozpoznani antigénu receptorom
BCR na B-lymfocyte a po pohlteni antigénu pomocou APC. IgM protilatky su produkované
v primarnej faze protilatkovej odpovede a spolu s antigénom tvoria imunokomplexy. Tie st
zachytené v lymfatyckych uzlinach na povrchu folikularnych dendritickych bunkiek (FDC),
ktoré sluzia B lymfocytom ako bunky prezentujuce antigén.

Sekundarna faza protilatkovej reakcie je zahdjena po rozpoznani antigénu na FDC a
prijatim signdlu od Th lymfocytov. Dochadza k deleniu a diferencidcii B lymfocytov. Miesto
IgM protilatok sa zacnl produkovat’ protilatky triedy IgG, IgA a IgE. Tvorba jednotlivych
1zotypov protilatok zavisi od pdsobenia cytokinov. Stimul4ciou IL-4 vznikaji IgG a IgE,

TGF-p a IL-10 je podnetom pre produkciu IgA, za tvorbou 1gG2b a IgG3 je IFN-y.

2.3 Imunitna odpoved’ v koZi hostitel’a po penetracii cerkarii T.regenti

Cerkariova dermatitida sa prejavuje ako erytém, zihlavka, ktord sa neskor zmeni na
makulopapularnu svrbiva vyrazku (Kolafova a kol. 2013). Méze byt sprevadzana opuchom,
horuckou alebo zdurenim lymfatickych uzlin (Hordk a kol. 2002). Zavaznost’ dermatitidy u
Pudi zalezi od poctu penetrujucich cerkarii a od imunity postihnutej osoby. Je zname, ze
opakovan¢ invazie cerkarii senzibilizuji organizmus, potom je reakcia omnoho intenzivnejsia.

Imunohistopatologia cerkariovej dermatitidy bola experimentalne skumana

v nahodnych hostitel'och (I'udia, mysi) (Horak et al. 2015)
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T. regenti primarna infekcia mysi kratko po penetracii vyustila v zapalovua reakciu v
epidermis adermis, sprevadzani opuchom a vazodilaticiou. Dalej doslo k infiltracii
makrofagov, granulocytov, neutrofilov, MHC II bunkami prezentujicimi antigén (APC), a v
malom pocte boli zastapené CD4+ bunky (Koufilova a kol. 2004a; Koutilova a kol. 2004b).
Po 18 h boli v in vitro kulture z biopsie koze detegované cytokiny IFN-y zodpovedné za Thl
typ odpovede. Tiez boli produkované zapalové cytokiny IL-1B, IL-6 a IL-12P40, ktoré
iniciuja diferenciaciu Th17 buniek (Liang a kol. 2006). Detegované hladiny IL-4 a IL-10
cytokinov spojenych s Th2 imunitnou odpoved’ou boli len vel'mi nizke. Antigénne
stimulované lymfocyty z koze jedenkrat nakazenych mysi produkuji zmiesanti Th1,Th17 a
Th2 cytokinova odpoved’. Cytokiny I1-6 a IL-1p indukuju Th17 imunitni odpoved’ u mysi
al'udi infikovanych vta¢imi schistosomami po prvykrat (Acosta-Rodriguez a kol. 2007).

Oproti tomu u Styrikrat reinfikovanych mysi bola vyrazne zvySend infiltracia
granulocytov, APC a CD4+ buniek. Produkcia cytokinov IL-4 a IL-5 asociovanych s Th2
imunitnou odpoved’'ou bola ovela vyssia ako u jedenkrat infikovanych mysi. (Lichtenbergova

& Horék 2012).

2.4 Protilatkova odpoved’ na antigény vtacich schistosom

Bolo spravenych nickol'ko s$tadii zaoberajucich sa Specifickou protilatkovou
odpovedou vedenou proti povrchovym antigénom rdznych larvalnych S$tadii, alebo na
molekuly sekrétované z acetabularnych Zliaz vtacich schistosom.

Povrch cerkarii ako aj povrch in vitro transformovanych schistosomul bol
rozpoznavany IgG protiladtkami a celkovym Ig z mySich a l'udskych sér infikovanych T.
szidati, avSak in vivo transformované schistosomuly z koze a pltc IgG protilatky
nerozpoznavali. IgM protilatky z mySieho séra odobraného po druhej nakaze mierne reagovali
s povrchom cerkarii a in vitro transformovanych schistosomul (Horak a kol. 1998b).

Pomocou metod IF (priamy imunofluorescenény test) alFAT (nepriamy
imunofluorescenény test ) (Koufilova & Kolafova 2002) u schistosomy T. regenti bolo zistené,
ze Specifické protilatky IgG zo sér infikovanych mysi s T. regenti jednoznaéne rozpoznavali
glykokalyx. Chanova a kol. (2012) zistili, ze zbytky cerkaridlneho glykokalyxu st stale
pritomne aj na jeden den starej in vitro transformovanej schistosomule T. regenti. (Kolarova a

kol. 1994) pomocou ELISA metody potvrdili, Ze protilatky mySich sér nakazenych T. szidati a
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S. mansoni rozoznavali uz po 3 d.p.i. antigény glykokalyxu, a neskor aj d’alSie cerkarialne
antigény.

Koufilova a kol. (2004a) a Lichtenbergova a kol. (2008) sa zaoberali monitoringom
dynamiky protilditkovej odpovede pomocou ELISA u ndhodnych hostitelov (mysi)
nakazenych T. regenti. Hladina Specifickych protilatok IgG2a asociovanych s Th1 odpoved’ou
proti homogenatu cerkarii (T. regenti) vyrazne vzrastla po $tvrtej reinfekcii, naproti tomu
IgG2b sotva wvzrastli v akomkol'vek case po infekcii Koufilovda a kol. (2004a) a
Lichtenbergova a kol. (2008) zaznamenali vyznamny narast IgM protilatok uz od prvej
infekcie.

Markantny narast protilatok IgG1 asociovanych s Th2 odpoved’ou bol zaznamenany
najmé po druhej az Stvrtej reinfekcii. Narast hladiny celkového IgE bol znaény uz po druhe;j
reinfekcii a rastol kazdou d’alSou reinfekciou (Koutilova a kol. 2004a).

U protilatkovej odpovedi proti antigénom z E/S produktov bol zaznamenany rovnaky
trend u hladin IgM a IgG1 protilatok. Rozdiel bol v IgG2a a IgG2b protilatkovej odpovedi,
Kkde nebola detegovana vyrazna odpoved’ voci E/S produktom (Lichtenbergova a kol. 2008).

2.5 Vybrané zname antigény u schistosom

HostiteI'sky organizmus po penetracii cerkérii do koze imunitne reaguje na rézne

parazitarne povrchové antigény, alebo na antigény vylu¢ované z penetracnych zliaz.

2.5.1 Katepsin BaL

Pomocou imunolokalizacie Dalton a kol. (1997) pozorovali pritomnost’ katepsinu B a
katepsinu L v postacetabularnych zlazach cerkarii S. mansoni. Skelly a Shoemaker (2001)
lokalizovali katepsin B (Sm31) iba v ¢reve a v protonefridiach cerkarii.

V ¢reve schistosomul T. regenti Dvorak a kol. (2005) identifikovali 6 izoforiem katepsinu B1
(33kDa) (TrCB1.1 — TrCBL1.6). Doleckova a kol. (2007) identifikovali Styri cDNA sekvencie
katepsinu B1. Jeho pritomnost’ bola potvrdend v sporocystach a cerkariach T. regenti.
Sekvencia vykazuje 100 % zhodu so sekvenciou TrCB1.1 zo schistosomul. Kasny a kol.
(2007) z extraktu cerkarii T. regenti taktiez identifikovali katepsin B (33 — 34 kDa), ktory je

schopny degradovat’ kolagén a keratin.
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2.5.2 Trioso-fosfat-izomeraza a glyceraldehyd-3 fosfat dehydrogenaza

Pouzitim Western blot analyzy s antigénom homogenatu cerkarii T. regenti bolo
zistené, ze Specifické protilatky IgG a IgE zo sér reinfikovanych mysi nakazenych T. regenti
sa viazali na niekol'ko proteinov (14,7; 17; 28; 34 a 50 kDa). Antigény 25; 34 a 50 kDa boli
protilatkami rozpoznavané v E/S produktoch (Lichtenbergova a kol. 2008).

Kasny a kol. (2009) pomocou hmotnostnej spektrofotometrie identifikovali proteiny
T. regenti ako trioso-fosfat-izomerazu (25 kDa) a glyceraldehyd-3 fosfat dehydrogenazu (34
kDa).

2.5.3 Uzky vyber novych antigénov vyznamnych pre diagnostiku

Carvalho a kol. (2011) identifikovali d’al$ie antigény vhodné pre diagnostiku
S. mansoni. Pri vybere vhodnych kandidatov bol kladeny doraz na to, aby vytipované
antigény neboli podobné s proteinmi inych helmintov a I'udskymi proteinmi. Na zhodnotenie
imunogenicity vybranych proteinov bola zvolend Western blot analyza (1D, 2D). Pouzitim
antigénu zo schistosomul a dospelych ¢ervov S. mansoni bolo dokazané, ze IgG protilatky zo
séra infikovanych mysi rozpoznavaju proteiny 12,8 kDa, 16,5 kDa (cytochrom oxidaza), 18,9

kDa (cytochrom oxidéaza) a 43,5 kDa.

2.6 Molekuldarna analyza

Molekularna analyza je jedna z tych najcitlivejSich a najSpecifickejSich metéd na
ur¢ovanie druhov parazitov alebo na zistenie ochorenia pred apo jeho prepuknuti. V
porovnani s inymi dostupnymi diagnostickymi metddami méa tato metdda najmene;j

skrizenych a falo$ne pozitivnych/ negativnych reakcii.

2.6.1 Mitochondriilny (mt) geném

Mitochondrialny geném bol sekvenovany u roznych parazitickych helmintov ako aj u
zastupcov rodu Schistosoma z dovodu pristupu k novym potencionalnym molekarnym

markerom. Kompletny mt gendém bol charakterizovany napriklad uS. haematobium,
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S. mekongi, S. japonicum, S. mansoni, S. spindale, Paragonimus westermani, F. hepatica,
Hymenolepis diminuta, Taenia solium, T. asiatica, Echinococcus multilocularis a E.
granulosus (Littlewood a kol. 2006).

Webster a kol. (2007) charakterizovali mt genom u T. regenti, za i¢elom vytvorenia
novych molekuldrnych markerov pre diagnostiku ekologickej, epidemiologickej a
fylogenetickej §tadie. Dizka mt genomu (DQ859919) je 14 838 bp a pozostava z génov (cox3,
cytb, nad4L, nad4, atp6, nad2, nadl, nad3, coxl, cox2, nad6, nad5) a 24 mitochonrialnych
tRNA. Tiez obsahuje tri tandemovo repetitivne regiony dizky 184 bp, ktoré mozu sluzit’ ako
dal§i potenciondlny marker. Dalej bolo zistené, 7e z hladiska poradia génov je

mitochondrialny mt geném T. regenti identicky s mt genomom S. japonicum.

2.6.2 Jadrovy geném
rDNA

ITS1 oblast rDNA méze sluzit’ k rozliSeniu fylogenetickych vzt'ahov v ramci rodu.
ITS1 oblast’ bola popisana u S. haematobium, S. intercalatum, S. mattheei a S. japonicum
(Kane a Rollinson 1994; Herwerden van a kol. 1998). Rovnaka oblast’ rtDNA bola popisana aj
u vtacich schistosom. Amplifikaciou DNA boli ziskané PCR produkty roznych dizok troch
analyzovanych druhov T. regenti, T. szidati a T. franki. Kazdy produkt pozostaval z ITSI,
ITS2, 5.8 regidnov a z Ciasto¢nych sekvencii 18s, 28s rRNA génov. Sekvencie 5.88S, 18s, 28s
boli medzidruhovo identické a podobné aj s inymi schistosomami. Sekvencie ITS1 a ITS2
vykazovali medzidruhovii rozdielnost, tak aj v dizke PCR produktov. Sekvencia ITS1 oblasti
obsahuje tandemovo repetitivne elementy, a taktiez ukazuje vyss$i stupenn medzidruhovej
variability ako sekvencia ITS2 oblasti. Podl'a autorov su tieto sekvencie vhodné nielen k
tvorbe fylogenetickych stromov, k overeniu medzidruhovych vztahov —medzi

trichobilharziami, ale aj k navrhnutiu $pecifického markeru pre diagnostiku (Dvotak a kol.
2002).

2.6.3 Tandemovo repetitivna sekvencia
Hamburger a kol. (1991) charakterizoval kratku tandemovo repetitivnu DNA

sekvenciu 121 bp (Sm1 — 7), ktora je vysoko zastipena v genéme S. mansoni. Tuto sekvenciu

povazuje za vel'mi dobri sondu, a to z dovodov vysokej detekcnej senzitivity, a pretoze
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sekvencia je pravdepodobne nekodujica, vyvija sa rychlejSie ako zbytok gendému. Zistil, ze
tvori az 12 % z celkového genému S. mansoni, ¢o tvori 600 000 kopii na bunku (Pontes a kol.
2003). Pomocou Dot-blot hybridiza¢nej analyzy bola preukazana skriZzena reaktivita sondy s S.
haematobium, ¢o naznacuje podobnost’ sekvenci.

Preto bola klonovanim charakterizovana tandemovo repetitivna DNA sekvencia o
velkosti 121 bp aj z gendmu S. haematobium (Dral), ktora tvori okolo 15 % celkového
gendému. Pomocou Dot-blot hybridizacie nebola zistena ziadna skriZzena reakcia s S. mansoni
ani s T. ocellata (Hamburger a kol. 2001).

Tandemovo repetitivna DNA sekvencia o velkosti 396 bp (ToSau3A) bola taktiez
charakterizovana u T. regenti, T. szidati a T. franki. Hertel a kol. (2002) odhaduju, ze
sekvencia reprezentuje 2 % genému T. regenti, 1,5 % genomu T. szidati a 1 % genému T.
franki (14 000, 10 000 a 7000 kopii na bunku). Dot-blot hybridizaciou bola zistena len

medzidruhova skrizena reaktivita, nie s S. mansoni.

2.6.4 Vyber molekulairnych markerov pouzitych na diagnostiku parazitirnej DNA v

biologickom materiali

V tabulke 1 je uvedeny , len vel'mi uzky vyber molekularnych markerov vyuzivanych

Vv diagnostike niektorych nami vybranych helmintov.

TabuPka 1. Uzky vyber molekularnych markerov pouZivanych u nami vybranych helmintov

Vv diagnostike zo séra a mozgomieSneho moku.

Biologicky PCR
Gén, . material (L —z metoda/
sekvencia Organizmus Tudi; M - z sensitivita Autor
mys$i) metody
S. mansoni
S. japonicum .
COX1 Jap sérum, mo¢ (L) PCR/ 0,01 |[(Kato-Hayashi a
’ pg kol. 2010)
S. haematobium
S. mekongi
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. , nested- (Ramahefarisoa
COX1 T. solium sérum PCR/ 10- a kol. 2010)
139 '
SmL-7 |S. mansoni sérum, stolica (L) |PCR/ 1 fg g%%gt)es akol
Real-time
B : plazma (*CFPD) |PCR/ 68,8 |(Wichmann a
Sml-7 IS mansoni (L, M) képiina  |Kol. 2009)
ml
. sérum (*CFPD) (Hussein a kol.
Sml-7 S. mansoni (M) PCR/ - 2012)
pTsol9
(repetitivny . Michel
: t a kol.
element T. |T. solium mozgomiesny PCR/ 10 f (Michele
ot mok (L) 9 12011)
genoému)
i serum, Real-time |(Yeraa kol.
pTsol9 T. solium mozgomiesny
PCR/ - 2011)
mok (L)
S. mansoni
S. japonicum PCR/ 0,98 |(Sandoval a kol.
28S ITS mo¢ (L) _3.7pg 2006)
S. haematobium

*CFPD cell free parasite DNA

2.6.5 Molekularne markery pouZzité pri monitoringu schistosom v jazerach

Pri podozreni na pritomnost’ l'udskych a vta€ich schistosom v prirodnych kupaliskach
sa v prvom rade vySetruji vodné sliméky, aby sa potvrdila pritomnost’ parazita. Ak ich vSak
nie je mozné najst’, existuje metdda zaloZena na rozbore velkého mnoZstva vody z jazera.
Pomocou filtrovania a koncentrovania vzoriek je v zavere DNA extrahovand z malého
mnozstva supernatantu. V tabulke 2 st uvedené molekularne markery pouZzivané pri detekcii

parazitarnej DNA z vody.
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Tabul’ka 2: Molekularne markery vyuzivané pri hl'adani cerkarii v jazerach

Gé sensitivita
“h | Organizmus Material PCR Autor
sekvencia ’
metody
i .. . |PCR/1 (Hamburger a
Sml-7 S. mansoni voda s cerkariami cerkaria kol. 1998)
Tosauza | Trichobilharzia |y, ¢ cerkariami [per/ - | (Sehets akol.
spp. 2010)
ichobilharzi PCR/
iTs1, Ts2 | [ 1NOPHNAZIR o4, § cerkiriami | nenaamplifi- g%‘i%‘;tsako'-
PP kovali DNA
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3 Material a metodika

3.1 Zber cerkarii

Infikované slimaky (T. regenti — Radix peregra a T. szidati — Lymnaea stagnalis) boli
zozbierané z akvarii do oddelenych sklenenych poharov, na ktoré sa nechalo svietit’ svetlo po
dobu 1—2 h. Potom sa pomocou sita separovali slimaky od vody s cerkariami, ktora sa
preliala do vysokej odmernej banky obalenej alobalom osvetlenej na vrchnom okraji
studenym svetlom. Skoncentrované cerkarie boli zbierané do 50 ml centrifugacnych

skimaviek. Pred nakazou laboratornych zvierat sa zozbierané cerkarie spocitali.

3.2 Experimentialne nakazy laboratérnych zvierat

3.2.1 Nakazy kaciek

Kacky Anas platyrhynchos f. domestica sa nakazovali vo veku 7 — 12 dni. Pred
infikovanim boli kackam umyté nohy, tie sa potom vlozili do nadoby s 1000 — 1500
cerkariami na 1 h. Po nakaze boli nohy skontrolované ¢i doslo k penetracii cerkarii. Nasledne

sa kacky oznacili farebnymi kriizkami a vrétili sa naspat’ do chovnych klietok.

3.2.2 Nakazy mysi

Mysi C57BI/6 (inbredny kmen, samice, 16 tyzdiov staré¢) boli umiestnené Vv izolatore
v CEB (Centrum pro experimentalni biomodely) vo zverinci 1. LF UK. Mysi boli infikované
podl'a metodiky popisanej Lichtenbergovou a kol. (2008). Infekcia prebehla v uzavretych
nadobach, kde boli mysie nohy a chvost vystavené 1000 cerkariam po dobu 1 h v tme. Po

nakaze boli mysi separovane umiestnené do plastovej chovnej nadoby.
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3.3 Odber krvi, mozgomieSneho moku a spracovanie biologického
materialu

3.3.1 Kacky

Odber mozgomie$Sneho moku kacky

Odber bol vykonany MVDr. Necasovou za sterilnych podmienok vo veterinarnej
ambulancii (Veterinarni klinika Na hradku). Podl'a metodiky Moore a kol. (1994) boli kacky
pred zédkrokom 24 h bez stravy. Likvor sa odoberal do sterilnych 1,5 ml mikroskiimaviek v
celkovej anestéze Specialnymi ihlami Spinocan 22G z cisterna magna v objeme 100 — 500 pl.
Interval odberov bol kazdy piaty den od nakazy cerkariami T.regenti aj s negativnou

kontrolou (5, 10, 15 a 20 d.p.i.). Vzorky likvoru boli skladované pri -20 °C.

Odber krvi kacky

Miesto vpichu sa pred odberom vydenzifikovalo etanolom. Krv sa odoberala bez
anestézy pomocou inzulinovej strickacky U100 29G z aa. metatarsales dorsales v mnozstve
100 — 1000 pl v zavislosti od velkosti kacky do 1,5 ml sterilnych mikroskumaviek. Na
zastanevie krvacania bol v mieste odberu vyvinuty mierny tlak so suchou gazou. Pre
rychlejSie zacelenie rany bol pouzity tekuty obvdz (URGO sprej). Odobratd krv sa nechala
stat’ vo zvislej polohe cca 1 h a stoc€ila sa pri 1500 g/ 10 min. Ziskané sérum bolo odobraté a v

malych alikvétoch skladované v -20 °C.

3.3.2 Mysi

Odber krvi mySi

Krv z mysi bola ziskana z lateralnej chvostovej zily podl'a navodu Joslina (2009). Pred
odberom Kkrvi sa my$ znehybnila umiestnenim do fixatora. Pre lepSiu viditelnost’ zil bol
chvost vloZzeny do valca s teplou vodou (35 °C). Miesto odberu sme opat’ dezinfikovali
etanolom. Vydenzifikovanou Ziletkou bola prerezana lateralna chvostova zila a miernym
tlakom prsta sa chvost masiroval pre kontinudlne vytekanie krvi. Krv bola zbierana pomocou
sklenenych kapilar v objeme do 200 pl. Krvacanie bolo zastavené tlakom suchou gazou a
pouzitim tekutého obvizu. Krv bola sto¢ena pri 1500 g/ 15 min a sérum bolo odpipetované a

uskladnené v -20 °C.
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3.4 Priprava antigénu z homogenatu cerkarii

Cerkarie boli zbierané (vid’ ¢ast’ 3.1) na l'ade. Po usadeni sa na dno centrifugacnej
skimavky sa sto€ili v centrifuge vychladenej na 4°C/5000rpm / 10 min. Tento krok sa
opakoval 3x, po kazdom nasledovalo premytie vodou. Do 2 ml mikroskiimavky bol nakoniec
pridany (7x) inhibitor proteaz cOmplete Mini EDTA-free (Roche). Na vytvorenie
homogenatu bol pouzity sonikator Vibra Cell™ 72405 (Bioblock Scientific) a sonikovalo sa
na lade (4x10s, pri amplitade 50). Vytvoreny homogenat cerkarii bol centrifugovany 16 000
g/ 20 min v 4°C. Supernatant bol aliquotovany po 100 ul a uchovavany v -80 °C.

3.5 Meranie koncentracie proteinu

Vzorky a proteinové Standardy 0 — 400 ng/ul boli pripravené pomocou kitu QUANT-
IT™ PROTEIN ASSAY KIT (Invitrogen) v 96 jamkovych &iernych mikrotitraénych
dostickach (Nunc). Fluorometrom Infinite M200 (TECAN) pri OD 470 nm/ 570 nm bola

merana koncentracia proteinu. Kalibra¢na krivka bola vyhodnotend v programe MAGELLAN.

3.6 ELISA a proteinova analyza

3.6.1 Proteinova elektroforéza 1D (SDS-PAGE)

Pouzité roztoky:
Roztok A: (20x) pufor NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen) s ¢H20
Roztok B: do roztoku A 250 ml bolo pridané 500 pl antioxidantu (NuPage Invitrogen)

Na separaciu proteinov z homogenatu cerkarii T. regenti (TRhc), T. szidati (TShc) a S.
mansoni (SMhc) bola pouzita 1D (SDS-PAGE) elektroforéza, ktora prebehla na 1 jamkovom/
10 jamkovom, 4-12% gély (NuPAGE® Bis-Tris Precast ) o hrubke 1 mm v cele X Cell Sure
Lock™ Mini-Cell (Invitrogen). Do vnutornej komory bol naliaty roztok B a do vonkajsej
roztok A. Vzorka homogenatu (250 pg/1 jamkovy gél, 20 ug do jednej jamky na 10 jamkovy
gél) bola zmiesana s (1:3) LDS (NuPAGE® Invitrogen) vzorkovym puforom a s (1:10)
redukénym roztokom 50mM Dithiotreitol (Sigma) a nanesena na gél. Delenie proteinov

prebehlo vertikalne za redukujicich podmienok pri napéti 100 V (2 gély) alebo 80 V (1 gél) s
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proteinovym Standardom Precision Plus Protein ™ Dual Xtra Standards (Bio-Rad).
Separované proteiny boli z gélu preblotované pomocou Trans-Blot® Turbo™ Transfer

System (Bio-Rad) na PVDF membranu (Bio-Rad).

3.6.2 Farbenie gélu

Roztoky:

Farbiaci roztok “Coomassie gel stain*

1, 2 g brilliant blue R
300 ml metanolu

240 ml 4H.0O

60 ml kyseliny octovej

Odfarbovaci roztok “Coomassie gel de-stain‘

250 ml metanolu
100 ml kyseliny octovej
650 ml ¢H20

Po dokonceni proteinovej elektroforézy a po preblotovani boli gély farbené roztokom
“Coomassie gel stain“. Tento roztok sluzi na vizualizaciu elektroforeticky rozdelenych
proteinov a ku kontrole preblotovanych proteinov. Farbenie gélu prebehlo za staleho trepania
15 min. Gél bol odfarbovany pomocou “Coomassie gel de-stain“ az do objavenia
proteinovych prazkov. Potom sa gél prelozil do ¢H20, aby nedochddzalo k dalSiemu

odfarbovaniu.

3.6.3 Imunoblot

Pouzité roztoky:
Premyvaci pufor:
TBS-T, pH 7,5 (20 mM Tris base, 150 mM NacCl, ¢H-20, 0,01% Tween 20)

Blokovaci pufor:
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TBS-T + 5 % nizkotu¢né mlieko v prasku (Bio-Rad)

Membrana PVDF sa zmacala metanolom, premyla sa ¢H20, nasledne sa zafarbila
pomocou roztoku Ponceau S 0,01%. Z PVDF membrany bol odstraneny marker a zbytok bol
nastrihany na prazky o Sirke 2,5 mm. Jednotlivé prizky boli vlozené do 12 Zzliabkovej
dosticky a nechali sa blokovat’ v blokovacom pufri 3 h. Pruzky boli inkubované 1,5 h s
mysimi sérami, ktoré sa riedili v blokovacom pufri v pomere 1:80. Kazdy pruzok bol po
inkubacii premyty premyvacim puforom 3x po 5 min a inkubovany 1 h so sekundarnou

protilatkou riedenou v blokovacom pufri v réznych pomeroch vid’ Tabul’ka 3.

Tabulka 3: Riedenie sekundarnych protilatok v zavislosti od pouzitého antigénu

Sekundarna | Riedenie u TRhc Riedenie u TShc |Riedenie u Smhc
protilatka | membrany membray membray

IgG 1:2000 1:2000 1:2000

IgM 1:5000 1:1000 —

Po inkubdcii boli prizky premyté premyvacim puforom 3x po 5 min a potom bol na ne
napipetovany substratovy roztok z kitu Opti — 4CN ™ (Bio-Rad). Vyvinutd reakcia bola

zastavena ¢H»>0. VSetky kroky prebehli pri laboratornej teplote a za staleho trepania.

Prizky sa nechali vyschnut, nésledne sa nalepili na papier aj s proteinovym
Standardom a dali sa oskenovat' na skeneri GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad).
Vyhodnotenie blotov prebehlo pomocou programu Quantity One (Bio-Rad). Vd’aka tomuto
programu sa zistila molekulova vel'kost” jednotlivych antigénov rozpoznavanych protilatkami

IgM a 1gG v priebehu infekcie.

3.6.4 Proteinova elektroforéza 2D

Pouzité roztoky:
Rehydrata¢ny roztok 10 ml:
7 M Urea (Bio-Rad)

2 M Thiourea (Sigma)
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4% Chaps (Bio-Rad)

100 mM DTT (Sigma)

0,5% Amfolyty pH 3 — 10 (Bio-Rad)

zrnko Bromfenolovej modrej (LACHEMA)

dH20

Ekvilibra¢ny roztok zakladny 50 ml:

6 M Urea

2% SDS

0,05 M Tris — HCI pH = 8,8 (Invitrogen)

20% Glycerol

aH20

Ekvilibra¢ny roztok I: pridat’ 2% DTT (Sigma)

Ekvilibra¢ny roztok II: pridat’ 2,5% lodacetamid (Sigma)

Den I. : K homogenatu (250 pg) bola pridand v pomere 1:1 vychladend 20% kyselina

trichloroctova v acetone (TCA) a vzorka bola inkubovana cez noc v — 20 °C.

Den I1.: Vzorka bola zcentrifugovana pri 4 °C, 16 000g / 10 min. Odpipetoval sa supernatant
a 2x sa premyl vychladenym aceténom v pomere 1:1 (centrifugicia rovnako). Setrne bol
odobraty supernatant a nechal sa vysuSit' v — 20 °C/1 min. Pelet bol rozpusteny v 125 pl
rehydrataéného roztoku, pridalo sa 0,3 ul amfolytov pH 3 — 10 a vzorku sa napipetovala na
dno Zzliabku 12 zliabkovej dosticky. Pruzky IPG ReadyStrip™, pH 3-10 (Bio-Rad) boli
vlozené gélovou Castou na vzorku a inkubovali sa 1 h pri laboratérnej teplote (LT). Po
inkubacii sa pruzky prekryli 1,5 ml minerdlnym olejom (Bio-Rad) a nechali sa inkubovat’ 10 —

16 h/ LT
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Izoelektricka fokusacia (IEF):

Elektrédové drotiky zZliabkov fokusacnej misky boli prekryté navlhé¢enymi papierikmi. Prazky
IPG sa vlozili do Zzliabkov fokusa¢nej misky gélom nadol podla naznacenej polarity a
prevrstvili sa 1,5 ml minerdlnym olejom. Miska bola vlozend do fokusac¢nej cely PROTEAN
IEF Cell (Bio-Rad).

Protokol IEF prebiehal za aktivnej rehydratacie pri 50V / 20 °C/ 2 h, d’al§im krokom bol
rezim rapid / 4000V a potom tato reakcia prebiehala 30 000 V-hodin.

Den I11.:

Prazky sa vybrali, odkvapkal sa prebyto¢ny mineralny olej a umiestnil sa kazdy do ¢istého
zliabku 12 Zliabkovej dosticky gélom nahor. Prizky boli prevrstvené ekvilibraénym roztokom
I a inkubovali sa 10 min za staleho trepania. V d’alSom kroku sa pridal ekvilibra¢ny roztok II

a opakovala sa inkubacia.

Na proteinovi elektroforézu 1D (SDS-PAGE) bol pouzity 1 jamkovy 12% gél (NuPAGE®
Bis-Tris Precast) o hriibke Imm. Po inkubacii sa prazky preplachli v roztoku B (vid’ roztoky v
Zasti 3.6.1). Kazdy prazok sa opatrne vlozil do jamky gélu. Dalsie kroky boli zhodné s ¢ast'ou
3.6.1. Nasledne bol gél z 1D elektroforézy zafarbeny (vid® Cast' 3.6.2) adruhy gél bol

preblotovany.
Imunoblot

Vsetky kroky zhodné s ¢astou 3.6.3, ale membrana nebola nastrihand na pruzky a inkubacia s

mysim sérom prebichala pri teplote 4 °C cez noc a za staleho trepania.

3.6.5 Vyhodnotenie imunoblotu

Membrana aj oba odfarbené gély boli oskenované na skenery GS-800 Calibrated
Densitometer (Bio-Rad). Vyhodnotenie prebehlo pomocou programov Quantity One (Bio-
Rad) a grafickym editorom GIMP. Spoty z oboch gélov zhodné so spotmi na membrane boli

vyrezané a vlozené do 1,5 ml mikroskimaviek. Pre analyzovanie nezndmych proteinov boli
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vzorky zaslané do Laboratoria hmotnostnej spektrometrie (PfF UK). Néasledne ziskané

sekvencie boli porovnavané s databazou NCBI (BLASTp) a tiez voci transkriptomu T. regenti.

3.6.6 ELISA

Pouzité roztoky:
Premyvaci roztok:

PBS-T; 0,1 M PBS (10x), pH 7,4 ( 1.5 M NaCl, 0.2 M NaH2PO4, 0.2 Na2HPO4, ¢H20) +
0,05% Tween 20 (Bio-Rad)

blokovaci roztok:

PBS - T (+ 5% nizkotu¢né mlieko v prasku (Bio-Rad))

Antigén o koncentracii 0,625 pg/ 100 pul (homogenat cerkarii TRhe, Tshc) bol rozriedeny v
uhli¢itanovom pufri (pH 9,6) a napipetovany na 96 jamkova mikrotitracni dosticku
(MaxiSorb, Nunc). Inkubacia prebehla vo vlhkej komorke cez noc v 4 °C. VSetky nasledujice
kroky boli vykonané vo vlhkej komdrke pri izbovej teplote a za staleho trepania. Dosti¢ka
bola 3x po 1 min premyta 150 ul PBS-T. Na zablokovanie neSpecifickej reakcie bol pouZity
blokovaci roztok. Inkubécia prebiehala 2 h. Po odstraneni blokovacieho roztoku boli mysie
séra riedené podla tabulky 3 v 100 ul PBS-T a inkubované 2 h. Nésledne bola dosticka 3x po
1 min premyta 150 ul PBS-T. Sekundarne protilatky (vid’ Tabulka 4) boli riedené do 100 pl
PBS-T a nechali sa inkubovat’ 1,5 h.

Tabulka 4: Riedenie mySich sér a sekundarnych protilatok v zavislosti od antigénu

Antigén [Riedenie 19G IgM
Antigén Riedenie protilatky [ 1:8000 1:10000
TRhc  |Riedenie séra 1:80 1:200
Antigén Riedenie protilatky [ 1:8000 1:10000
TShc  |Riedenie séra 1:80 1:400

Dosticka sa premyla 6x po 1 min 150 pl PBS-T a pomocou 100 pl substratu 3,3" 5,5
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tetramethylbenzidin (TMB) (Sigma) sa vizualizovala reakcia. Prostrednictvom 100 pul 1 M
HCI bola tato reakcia zastavend. Na fluorometri Infinite M 200 (Tecan) prebehlo meranie
absorbancie pri OD 450 nm (program MEGELLAN). Cutoff hodnoty boli vypocitané z 10
negativnych sér podla Frey a kol. (1998).

3.7 Molekulara analyza

3.7.1 Izolacia DNA

Cerkarie

Z cerkarii T. regenti, T. szidati a S. mansoni konzervovanych v 96% etanole bola DNA
izolovana bud’ komerénym kitom QIAamp DNA mini kit (QIAGEN) podl'a ndvodu vyrobcov,
alebo HotSHOT metddou podl'a (Rudbeck & Dissing 1998).

Protokol pre HotSHOT:

Po odsati etanolu bolo k cerkaridm pridanych 20 ul 0,2 M NaOH (bez Gpravy pH~12) (Penta),
a inkubacia prebehla 30 min/ 75 °C. Extrakcia bola zastavena pridanim 180 pl TRIS-HCI
(bez Gpravy pH~5) (Sigma).

Izolacia DNA - Sérum, mozgomie$Sny mok

Na izolaciu DNA zo sér (infikované kacky a mys$i) sa pouZilo niekol’ko komerénych
kitov: QlIAamp DNA mini kit (QIAGEN), DNeasy blood and tissue kit (QIAGEN), Isolate 11
blood DNA kit (BIOLINE). Pri komer¢nych kitoch sa postupovalo podl'a pokynov vyrobcu.

Pred izolaciou DNA boli vzorky mozgomie$neho moku upravené podl'a protokolu (Michelet
a kol. 2011). Celkova DNA zo séra a likvoru bola ziskana pouzitim kitu DNeasy blood and
tissue kit (QIAGEN) a Isolate Il blood DNA kit (BIOLINE) a QlAamp DNA mini kit
(QIAGEN). Dalej bola na izolaciu DNA zo séra a likvoru pouzita HotSHOT metéda podl'a
protokolu Rudbecka a Dissinga (1998).

Protokol pre HotSHOT bol rovnaky ako v casti 3.7.1.1. s rozdielom: NaOH bolo pridané k 5

ul séra/ mozgomiesneho moku a inkubécia prebehla 5 min/ LT.
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3.7.2 Meranie koncentracie DNA

Koncentracia kazdej vyizolovanej DNA bola merana na spektrofotometre NanoDrop 1000

(Thermo Scientific) pri 230/260 nm a 260/280 nm.

3.7.3 Testované primery

Cytochrom c oxidaza (COI)

Sekvencie primerov (vid’ Tabul’ka 5) pre COI boli ziskané od Lockyera a kol. (2003).

Tabul’ka 5: Primery pre cytochrém ¢ oxidazu

Nazov Sekvencia primeru Dizka amplikonu
coxteia |- TCTTTRGATCATAAGCG o0k
SIS R TAATGCATMGGAAAAAAACA P
ITS 1

ITS 1 oblast’ bola zvolena ako vhodny diagnosticky marker, pretoze sekvencie jednotlivych
druhov vtacich schistosom su rozdielne. Primery pre ITS 1 oblast’ boli navrhnuté podla
sekvencii od Dvotaka a kol. (2002) (vid’ obrazok 1).

Univerzalne primery pre ITS 1 region (PCR a nested PCR) (vid’ Tabul’ka 6.) boli navrhnuté
tak, aby velkosti jednotlivych amplikonov boli na gély okom odcitatelné.

Navrhnuté boli taktiez primery $pecifické pre odlisenie T. regenti od ostatnych schistosom.

Specifita vietkych primerov bola testovana pomocou NCBI (BLAST).
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ghb|RF2E2E28.1|_54-1378 RCAAGACHTTCARECATETACPCAATTCENECACEERTATTGTTCTECEE 50
oh|LFIEEEL5 1] _54-1010 ACAARNCATTCAAL CATET AN CAATTGANCCACEERTATTATTCTSCEE 50
oh|AF2E2628 1| _54-753 ACAARNTTCT AR CATET AN AT GANECACEERTATTGTTCTSCRE 50
oh|LF2E2E29_1|_B4-137E8 PECE AT EEERETERGT S TAGCT T COOCAGATCTARAC- AOTAAAT OO
oh|LFIEEEL5 1] _54-1010 PECE AT G EENETEEGT STAGCTT OO TAGATCRAAAC- AOTAARL OO
gh|AF2E2E28.1]_54-753 DECTANCNCRrE CERETEEE T TTCET T CACCT G- CCTASTCEACOE— & &7
oh|LF2E2E29_1|_B4-137E8 MGCACRRNAGASTERARTACTCTTGARGRCTGEGA-GEGTARTCRATAEE 340
ghb|AF35EE4£5.1]_54-101% BECACKENACACTCRAATACTCTTEACCACTEAGCTCECCACTOEATGRR 321
gh|AF2E2E28.1]_54-753 BECACKENTEACTCAAETA- TCATGATCECTETCC ———CAGTOEAT—— 232
oh|LF2E2E29_1|_B4-137E8 SRR SR B e T T " TTGAT CRRETSTTSTTTEECT 350
ghb|AF35EE4£5.1]_54-101% ——————EBGEA--———TCTTEETEET COTTTEAT - CAGTETTETTTEECT 350
gh|AF2E2E28.1]_54-753 CRTTEAT-————————————— 240
ghb|RF2E2E28.1|_54-1378 TEEECARCCATT (R ECACANCLCACT CAACTART CTTEARGACTREEAGE 440
ghb|AF35EE4£5.1]_54-101% TEACEAROCATT (R ECACAAE LEAGAL RCTACTATTEACGACTEAGAGE 400
oh|AF2E2628 1| _54-753 AGAMAEATA-TAT 283
ghb|RF2E2E28.1|_54-1378 ECAGTCRATAGATCATTEAGREACET CTTCATETCRGTTCATTERTARGT 400
oh|LFIEEEL5 1] _54-1010 GCAGTOEATS a1g
oh|AF2E2628 1| _54-753

ghb|RF2E2E28.1|_54-1378 ETTETTTEGCTT FEECAACCETTCAGCE A AR CE SNSRI 540
oh|LFIEEEL5 1] _54-1010 AARAGERT——————————— 427
gh|AF2E2E28.1]_54-753 3 285
oh|LF2E2E29_1|_B4-137E8 EEREREREREE T ST AAT A O GATTEACARACETETTCATETTSSTT 500
oh|LFIEEEL5 1] _54-1010 —ACTER TEEIC 437
gh|AF2E2E28.1]_54-753 —-CT TEEI- 261
oh|LF2E2E29_1|_B4-137E8 GACCEGEETACCT SRR CAT AT ST ETSATEETERIET CCTCACTTT 1022
ghb|AF35EE4£5.1]_54-101% EACCEEEETACCT: PR CRTATECTCIEATEETETTET CETCACTIT £74
gh|AF2E2E28.1]_54-753 GACCEEEETACCT A ACTETCRTATECTCIEATEETETTET CETEACTTT 452
ghb|RF2E2E28.1|_54-1378 TETTECCREAT CTEO A ARG ENEATEEEETRETACICEACCTAATEETTE 1062
ghb|AF35EE4£5.1]_54-101% TETTECCRGAT CTECCA ARG ENCATCEEATRETACECEATCTARTEETTE 724
oh|AF2E2628 1| _54-753 TETT A MGAT CT RO A ARG ANGAT GEEACRET AT EACCTALTEETTE 502
ghb|RF2E2E28.1|_54-1378 DETECAAGETTT B REA ARG CTETET CCTATATGCRTIECECCTOE-O0CT 1122
oh|LFIEEEL5 1] _54-1010 TETECARGETTT ARG ARGCTETET ACTATATGCATEGCCTOE-DOCT 772
oh|AF2E2628 1| _54-753 TETECARGETTT ARG ARG TETET ST TATTTGCATACGCCTORENOCT 552

Obrazok 1. ITS1 region rDNA (Cast’ sekvencie ITS1 regiénu, podl'a ktorej boli navrhnuté primery)

(vzdy je farebne vyznaéeny prvy forward primer a druhy revers primer, AF263829.1 — T.regenti, AF356845.1 —
T.franki, AF263828.1 — T.szidati)
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Tabul’ka 6: Primery pre ITS 1

Nazov Sekvencia primeru Dizka amplikonu
Univerzalne F: CATGTACCCAATTGAAGCACGGA T. regenti -1089bp
primery

vonkajsie pre
vsetky 3 druhy
(sch ITS1v)

R: GCCTTCTTCAAACCTTGCACACAACC

T. szidati - 508bp

T. franki - 730bp

Univerzalne
primery vnutorné
degenerované pre
vSetky 3 druhy
(sch ITS1n)

F: TGTGCTRAGACAYGCCAGTKGG

R: GAACACCATCAGAGCATATGACAGG

T. regenti - 969bp

T. szidati - 393bp

T. franki - 615bp

Specifické
primery pre

T. regenti (TR
specif)

F: AGTTGGTGTAGGTTCCCCAGATC

R: GCCCTCCCAGTCTTCAAGAGTATTT

265bp

Univerzalne
primery
vonkajsie pre
vSetky 3 druhy
(sch vonk)

F: CAAACATGTACCCAATTGAAGCACGG

R: CCTTCTTCAAACCTTGCACACAACC

T. regenti- 1092bp

T. szidati - 511bp
T. franki - 733bp

Primery vnatorné

forward pre F: TGGTGTGCTGAGACATGCCAGTT T. regenti- 982bp
T. regenti a

T.franki (sch | p. cACGAGAACACCATCAGAGCATATG  |T. franki- 623bp
nested trtf)

Primery vnutorne | - GGTGTGCTAAGACACGCCAGTG

forward pre 400b

T. szidati (sch Y

nested ts) R: CACGAGAACACCATCAGAGCATATG

Specifické F: GACGATTGAGAGAGGTGTTCATGTCGG

primery pre 213bp

T. regenti (TR

ITS specif) R: CCGTGCCAGTCTTCAACATTACCTCA
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Tandemovo repetitivna sekvencia
Tato sekvencia bola zvolena z dovodu 2% zastipenia v celkovom genome schistosomi
T. regenti. Zo sekvencie ziskanej od Hertela a kol. (2002), (vid’ obrazok 2) boli prevzaté

(T 1323-1 a T 1323-2) a navrhnuté nové (TR2) primery (vid’ tabul’ka 7).
Tabul’ka 7. Primery pre T1323

Nazov Sekvencia primeru Dizka amplikonu

1ma1 |F CTGACTTGCTACAGGTTGG oot
R: GGCAAGCTCGTATACCATTC P

T 13232 F: GACGACAATAGTTGGGGT 104b
R: GGCAAGCTCGTATACCATTC P

F: GATGTCCCACCGCCGCCAATG

TR2 R:CAGTACGCACCCACTGGGTTTCGAAC 15%p

Multiple sequence alignment- klon T1323

T.ocellata GATCAACTCGTAAAACATAACTAATCCTTACAAACCAAACTAAAGAAAATTATTCTGATG 60
Tregenti GATCAACCCGTAAAACATAACTAATCCTTACAACCAAAACTATAGAAAGTTAATCTGATG 60

T.ocellata CTCGCTAGTGACTTGCTACAGGTTGGAGCTTCCTGGAGTTCTAGTGAGAAGTCGTGACCA 120
Tregenti CTCGCTAGTGACTTGCTACAGGTTGGAGTTTCGTG - AGTTCTAGTGAGAAGTCGTGACCA 119

T.ocellata GTGAGGTCCAATTAGAAGTCACGTGTGTGGATGGATGTCCCACCGACGACAATAGTTGGG 180
Tregenti GTGAGGTCCA - TTAGATTTCACGTGTGTGGATGGATGTCCCACCGCCGCCAATGGTTGGG 178

Toocellata  GICGCGCTAAAATCACGAATTGGTAGAAGTTAGAATTGAAGAGCCATTGAATCGGGTCCC
240
Tregenti - TCGCGCTAAA -TCACGAATTGGTAGAAGTTAGAATTCACGAGCCATTGAA CGGGTTCC 235

Toocellata AGTGGCTGAATGGTATACGAGCTTGCCTITGTAACCGGAAGGTCCTGGGTICGAATCCCAG 300
Tregenti AGTGGCTGAATGGTATACGAGCTTGCCTTGTAACCGGAAGG - CCTGG 204

T.ocellata TGGGTGUGTACTTCCGATGATTCGCAAACTAGGATGAAACAGCAGCTGTCCAGTACTCCC 360
Tregenti COGATGATTCCCAAACTAG - ATGAAACAGCAGCTGTCCAGTACTCCC 333

T.ocellata TGGTTTTCAATGGTTCTCTAACTGATATCAGTCCGT 394
Tregenti TGGITTTCAATGGTTCTCTAA-TGATATCAATCCGT 388

Obrazok 2. ToSau3A tandemovo repetitivna sekvencia podl'a ktorej boli navrhnuté primery



3.7.4 PCR

Pred samotnou PCR bola namie$ana reak¢na zmes v PCR boxe do celkového objemu
25 ul ako je popisané Vv tabulke 8. Pred pracou bol PCR box vysvieteny UV svetlom na 20
min. DNA bola pridavana do zmesy mimo PCR box v inej miestnosti (kde sa nepracuje
snasou DNA) pomocou sterilizovanych SpiCiek s filtrom, aby sa zabrdnilo kontaminacii

vzoriek.

PCR reakcie prebiehali v thermocycleri C 1000 Thermal Cycler (Bio-Rad) podla
protokolov v tabulkach 8, 9, 10 a 11. V tabulkach si uvedené protokoly, kde s tymito
anealingovymi teplotami boli dosiahnuté najlepsSie vysledky. Predtym bola pomocou

gradientovej PCR testovana optimalna teplota nasadania primerov.

Tabul’ka 8. MieS$anie PCR reakcie

EmeraldAmp Max PCR|[12,5
Master Mix (TAKARA) ul

Primer (cox1schist a ITS1 —
10mM; T-1323 a TR2 —|0,5ul

5mM)

DNA 2 ul
dH20 9,5 ul
Celkovy objem 25 ul

Tabul’ka 9. PCR protocol pre COX1schist primery

Krok/pocet | Teplota | Cas trvania
cyklov (°C) kroku (min)
1./1 94 8
2./30 94 0,3

52 0,3

68 2
3./3 68 7
4./1 4 o0

37



Tabul’ka 10. PCR protocol pre ITS 1 primery

Krok/pocet | Teplota | Cas trvania
cyklov (°O) kroku (min)
1./1 95 5
2./35 95 0,3

55 1

72 1
3./3 72 10
4./1 4 o0

Tabul’ka 11. PCR protocol pre T-1323 1, T-1323 2 primery

Krok/pocet | Teplota | Cas trvania
cyklov (°O) kroku (min)
1./1 95 4
2./36 95 1

55 1

72 1
3./3 72 10
4, 4 0

Tabul’ka 12. PCR protocol pre TR2 primer

;Org;/ Teplota | Cas trvania
cyklov (°C) kroku (min)
1./1 95 4
2./36 95 1

63 1

72 1
3./3 72 10
4, 4 o0

3.7.5 Gélova elektroforéza

Na vyrobu 1,5 % gélu bolo pouzitych 100 ml 1x TAE roztoku (Invitrogen) s 1,5 g
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agarozy (Invitrogen). Po PCR boli vzorky nanesené na gél spolo¢ne s markerom
HyperLadder™ 50bp (BIOLINE) alebo GeneRuler™ DNA Ladder Mix ready-to-use 50 pg
(Thermo Scientific). Elektroforéza prebiehala pri 90 — 120 V. Z gélu boli pod UV vyrezané

bandy pozadovanej velkosti.

3.7.6 Extrakcia z gélu

Vyrezané vzorky z gélu boli extrahované komerénym kitom The Zymoclean™ Gel
DNA Recovery Kit (Zymo Research), priCom sa postupovalo podla pokynov danym
vyrobcom. Po eltcii do ¢H20 bola vzorkam merana koncentracia DNA na Nanodrope. Dalej
boli vzorky pripravené na sekvenaciu do sekvenacného laboratoria (PfF UK). Vyizolované
fragmenty mensie ako 200 bp boli ligované prostrednictvom komeréného kitu pGEM®-T

Easy Vector System | (Progema) z dovodu ziskania celej sekvencie.

3.7.7 Ligacia a transformacia buniek XL-1 Blue

Ligac¢na reakcia bola pripravena podl'a protokolu vyrobcu do objemu 10 ul s 3 ul PCR
produktu.

Z ligacnej zmesy bolo odobratych 5 ul a umiestnenych do vymrazenej 1,5 ml
mikroskiimavky. Do tohto objemu sa pridalo vymrazenymi $pickami 50 pl buniek XL-Blue a
inkubovali sa na 'ade 30 min. Nésledne boli inkubované 45 s/ 42 °C a opéat’ vratené na l'ad.
Hned’ potom bolo pridanych 200 pl S.O.C. média predhriateho na 37 °C. Mikroskimavky s
médiom boli inkubované v trepacke 1,5 h/ 37 °C/ 225rpm a potom zcentrifugované. Nasledne
bol vzniknuty pelet (50 — 70 pul ) rozotreny na Petriho misku s LB agarom, ktora bola predom
upravend. Na LB platni bolo rozotrené 50 ul 100 nM ampicilinu, 30 pl 100 mM IPTG (biela

selekcia) a 40 ul X-GAL (modra selekcia). Platne sa nechali cez noc v inkubatore pri 37 °C.

3.7.8 Kontrola transformacie buniek

Kontrola transformacie buniek prebehla, aby sme zistili, ¢i nami vybrané biele bunky
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maji vo svojom plazmide vsadeny naS§ inzert. Vypichnuté bunky boli vlozené do 0,2 ml
mikrosktimavky s 11,5 ul ¢H20. V C 1000 Thermal Cycler (Bio-Rad) bol vykonany CRACK
buniek podl'a protokolu v tabul’ke 12. Nasledne bolo do kazdej mikroskumavky pridanych 0,5
ul primerov M13 a 12,5 pul Emerald Amp Max PCR Master Mix (TAKARA).

Protokol PCR s M13 bol rovnaky az na zmenu v pocte cyklov (30x) a anealingova
teplota bola 55 °C. Po PCR bola DNA elektroforeticky separovand a vybrané vzorky boli

upravené podla krokov v Casti 3.7.6. a 3.7.9.

Tabulka 13. CRACK buniek

Ec:gekt/ Teplota | Cas trvan_ia
cyklov (°C) kroku (min)
1.1 96 5

50 1,5

96 1,5

45 1

96 1

40 1

4 2

3.7.9 Sekvenacia

Vzorky na sekvenovanie boli pripravené v 0,2 ml tenkostennych mikroskimavkach do
celkového objemu 8 ul reakénej zmesy. Ta bola zlozena z 0,3 ul primeru, 5 — 10 ng DNA na
100 bp a doplnena ¢H2O do potrebného objemu. Vzorky boli poslané do sekvena¢ného
laboratoria (PfF UK). Z kazdej zaslanej vzorky sme obdrZzali dve sekvencie (¢itant z 5 konca
forward a 3 konca reverse), ktoré sa analyzovali pomocou programov Seqman DNASTAR®

(Lasergene), Geneious® R7 a BioEdit sequence alignment editor.
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4 Vysledky

41 ELISA

4.1.1 1IgM protilatkova odpoved’ proti antigénom T. regenti a T. szidati

Pomocou ELISA boli testované séra mySi experimentalne nakazenych T. regenti a
T. szidati. Zistovala sa zmena hladiny protilatok voéi antigénom TRhc (homogenat cerkarii T.
regenti) a TShc (homogenat cerkarii T. szidati) v roznych dnoch po infekcii (d.p.i.), hladina

protilatok bola vyjadrena v grafoch pomocou ODasp.

V grafe 1 mdézeme pozorovat’ postupny narast hladiny IgM protilatok v sére mysi
nakazenych T. regenti uz od 10. dia po (d.p.) prvej infekcii az do 10. d.p. Stvrtej reinfekeii,
potom hladina IgM postune klesa. Tento pokles hladiny IgM bol zaznamenany u vSetkych sér
okrem TR2 a TRS, kde klesajtci trend je az od 20. — 30. d.p. Stvrtej reinfekcii a TR1 kde je
stipajici trend od 40. d.p. Stvrtej reinfekcii. U reinfikovanych mysi boli anti-TRhc IgM 100

d.p. Stvrtej reinfekcii stale vysSie v porovnani s neinfikovanymi mysami a cutoff hodnotou.

Rovnaky priebeh narastu hladiny IgM bol zaznamenany aj u sér mysi nakazenych T.
szidati, ktoré su znazornené v grafe 2 Hladina anti-TShc IgM stapala tieZ od prvej infekcie a
najvyssiu hodnotu OD dosiahla v 10. d.p. Stvrtej reinfekcii. Vynimku tvorilo sérum TS2,
ktoré ma OD hodnotu 10 dni po druhej reinfekcii vyssiu nez v 10. d.p. tretej reinfekcii.

Postupné klesanie hladin IgM vSak nebol zaznamenany ani u jedného séra.
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Graf 1. Zavislost hladiny anti-TRhc IgM od dni po infekcil.

(TR1 — TR5 — mysi nakazené cerkariami T. regenti)
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Graf 2. Zavislost’ hladiny anti-TShc IgM od dni po infekecii.
(TS1 - TS4 — mysi nakazené cerkariami T. szidati)
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4.1.2 IgG protilatkova odpoved’ proti antigénom T. regenti a T. szidati

Narast hladiny IgG protilatok v sérach (TR1, TR2 a TRS) mysi infikovanych

T. regenti, mozeme sledovat’ v grafe 3 a to uz od 10. d.p. druhej reinfekcii az do 10. d.p.
Stvrtej reinfekcii. V tomto bode (10. d.p. Stvrtej reinfekcii) je hodnota OD najvysSia a
pohybuje sa v rozmedzi 0,56 — 2,31, potom hladina protilatok IgG postupne klesa. Sérum
TR4 malo hodnotu OD rovnaka v 10. aj 20. den po Stvrtej reinfekcii, a az potom bol
evidovany pokles hladiny IgG protilatok. Obdobna protilatkova odpoved’ bola aj u séra TR3,
ale pokles hladiny anti TRhc IgG bol viditeI'ny az od 30. dia po Stvrtej reinfekcii.

Postupné zvySovanie bolo zaznamenané aj u protilatok anti-TShc IgG zo sér mysi
infikovanych T. szidati, ktoré je vidiet v grafe 4 az do 10 d.p. Stvrtej reinfekcie. Namerana
OD sa pohybuje v intervale od 0,77 — 1,38. Hladina IgG protilatok v sére TS4 dosiahla
najvyssiu hodnotu OD az 30. d.p. $tvrej reinfekcii. Sérum TS3 malo OD hodnotu 10 dni po
druhej reinfekcii rovnaku ako v 10. d.p. tretej reinfekcii. Hodnoty OD vsetkych sér 100 d.p.

Stvrtej reinfekcii su stale vyssie ako u sér neinfikovanych a nachédzaju sa nad hranicou cutoff.

Graf 3. Zavislost’ hladiny anti-TRhc IgG od dni po infekcii.

(TR1 - TR5 — mysi nakazené cerkariami T. regenti)

TR antigen IgG
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Graf 4. Zavislost hladiny anti-TShc IgG od dni po infekcii.

(TS1—TS4 — mysi nakazené cerkariami T. szidati)

TS antigen IgG
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4.1.3 Protilatkova odpoved’ IgM a I1gG v heterolognom sére proti antigénu T. regenti a
T. szidati

ELISA metoddu sa tiez testovala skriZzena reaktivita medzi T. regenti a T. szidati.

IgM protilatky zo sér mysi infikovanych T. regenti reaguju skrizene s antigénom TShc a
opac¢ne. Narast IgM protilatkovej odpovede (graf 5 a 6) je viditelny uz od zaciatku prvej
infekcie az do 10 d.p. druhej reinfekcie okrem séra TR4, potom je hladina IgM protilatok
u kazdého heterologneho séra odlisna, ale stale nad hladinou cutoff. V grafe 7 bol pozorovany
postupny narast anti-TShc 1gG od 10. d.p. tretej reinfekcii po 60. d.p. Stvrtej reinfekcie
s najvyssou hodnotou OD 1,17 — 1,93. U sér TR1 a TR5 bol priebeh IgG odpovede od 20. d.p.
stvrtej reinfekcie po 60. d.p. Stvrtej reinfekcie nemenny. Nasledne je zaznamenané zniZzenie

anti TShc IgG.
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V grafe 8 bola pozorovana protilatkova odpoved’ IgG z heterolognych sér mysi infikovanych
T. szidati na TRhc antigén. Najvyssia namerana hodnota OD sa pohybuje v rozmedzi 0,47 —
0,56.

Graf 5. Zavislost’ hladiny anti TShc IgM od dni po infekcii.

(TR1 — TR5 — mysi nakazené cerkériami T. regenti)

TS antigen IgM
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Graf 6. Zavislost hladiny anti TRhe IgM od dni po infekcii.

(TS1 — TS4 — mysi nakazené cerkariami T. szidati)
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Graf 7. Zavislost hladiny anti TShc IgG od dni po infekcii.
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Graf 8. Zavislost’ hladiny anti TRhc IgG od dni po infekcii.

(TR1 — TR5 — mysi nakazené cerkariami T. regenti)
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4.2 \Western blot

4.2.1 Antigény T. regenti a T. szidati rozpoznavané protilatkami IgM z homolégnych

4

ser

Protilatky IgM zo séra mysi infikovanych T. regenti rozpoznavali antigény z TRhc v
oblasti 21 kDa a 22 kDa od 10. dna po prvej infekcii az po 100. d.p. stvrtej reinfekcie. U
niektorych sér bola zaznamenana nespecificka reakcia protilatok anti-TRhc IgM v oblasti 35
kDa a 48 kDa, ktora bola zaznamenana aj u negativnych sér (vid’ obrazok 3). U mysi
nakazenych T. szidati sa IgM protilatky viazali na antigén TShc v oblasti 15, 17 21 a 52 kDa
od 20. dna po prvej infekcii. Protilatky IgM sa na antigén 32 kDa viazali od 10. dha po prvej
infekcii (vid’ obrazok 4).

Obrazok 3. Imunoblot so sérami mysi (TR4, TR5) nakazenych T. regenti s antigénom TRhc.
IgM protilatky $pecificky rozpoznavali antigény v oblasti 21 a 22 kDa v r6znych dioch po
infekcii (d.p.i.).

(M — markery; 1 — negativna kontrola “BLANK?”; 2 a 24 — kontrola sekundarnej protilatky IgM na vézbu s
TRhc; 3 — negativne sérum 1; 4 — sérum TR4 100 d.p. IV. reinfekcii; 5 - TR4 60 d.p. V. reinfekcii; 6 - TR4 40
d.p. IV. reinfekcii; 7 - TR4 30 d.p. IV. reinfekcii; 8 - TR4 20 d.p. IV. reinfekcii; 9 - TR4 10 d.p. IV. reinfekcii;

10 - TR4 10 d.p. I1l. reinfekcii; 11 - TR4 10 d.p. IlI. reinfekcii; 12 - TR4 10 d.p. I. infekcii; 13 - serum TR5 100
d.p. IV. reinfekcii; 14 - TR5 60 d.p. IV. reinfekcii; 15 - TR5 40 d.p. IV. reinfekcii; 16 - TR5 30 d.p. IV.
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reinfekcii; 17 - TR5 20 d.p. IV. reinfekcii; 18 - TR5 10 d.p. V. reinfekcii; 19 - TR5 10 d.p. I1I. reinfekcii; 20 -
TR5 10 d.p. Il reinfekcii; 21 - TR5 10 d.p. I. infekcii; 22 - negativne sérum 2; 23 - negativne sérum 3)

1234567 89101112 M kDa

Obrazok 4. Imunoblot so sérom mysi (TS3) nakazenej T. szidati s antigénom TShc. IgM
protilatky Specificky rozpoznavali antigény v oblasti 32 a 52 kDa v r6znych dnoch po infekcii
(d.p.i);

(M — markery; 1 — kontrola sekundarnej protilatky IgM na vézbu s TShc; 2 — negativne sérum 1; 3 — sérum TS3
100 d.p. IV. reinfekcii; 4 - TS3 60 d.p. IV. reinfekcii; 5 - TS3 40 d.p. 1V. reinfekcii; 6 - TS3 30 d.p. IV.

reinfekcii; 7 - TS3 20 d.p. IV. reinfekcii; 8 - TS3 10 d.p. IV. reinfekcii; 9 - TS3 10 d.p. II. reinfekcii; 10 - TS3
10 d.p. Il. reinfekcii; 11 - TS3 10 d.p. I. infekcii; 12 — negativna kontrola "BLANK”)

4.2.2 Antigény T. regenti a T. szidati rozpoznavené protilatkami IgG z homolognych sér
Testované anti-TRhc IgG protilatky u vSetkych sér rozpoznavali antigény

21 a 22 kDa prevazne 10 dni po druhej reinfekcii. U niektorych sér boli tiezZ zaznamenané

reakcie v oblastiach 17, 32, 46, 49 a 65 kDa. Tato reakcia je znazornena na obrazkoch 5 a 6.
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Anti-TShc IgG protilatky sa viazali u vSetkych sér na antigén 26 kDa od 10. dna po
druhej infekcii (vid’ Obrazok 7). Dalsie rozpoznavané antigény boli 21, 35, 38, 56 a 90 kDa,

ktoré sa vyskytovali len ojedinele u niektorych sér.

1234 567 89101112 M  kDa

Obrazok 5. Imunoblot so sérom mysi (TR4) nakazenej T. regenti s antigénom TRhc. I1gG
protilatky Specificky rozpoznavali antigény v oblasti 21 a 22 kDa v réznych dnoch po infekcii
(d.p.i);

(M — markery; 1 — negativna kontrola “BLANK”; 2 — kontrola sekundarnej protilatky IgG na vidzbu s TRhc; 3 —
negativne sérum 3; 4 — sérum TR4 100 d.p. IV. reinfekcii; 5 - TR4 60 d.p. IV. reinfekcii; 6 - TR4 40 d.p. IV.

reinfekcii; 7 - TR4 30 d.p. IV. reinfekcii; 8 - TR4 20 d.p. IV. reinfekcii; 9 - TR4 10 d.p. IV. reinfekcii; 10 - TR4
10 d.p. IlI. reinfekcii; 11 - TR4 10 d.p. Il. reinfekcii; 12 - TR4 10 d.p. I. infekcii)
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Obrazok 6. Imunoblot so sérami mysi (TR1, TR3 a TRS) nakazenych T. regenti s antigénom
TRhc. 1gG protilatky Specificky rozpoznavali antigény v oblasti 21 a 22 kDa v r6znych ditoch
po infekcii (d.p.i.);

(M — markery; 1 — TR1 10 d.p. I. infekcii; 2 — TR1 10 d.p. II. reinfekcii; 3 — TR1 10 d.p. Ill. reinfekcii; 4 — TR1
10 d.p. IV. reinfekcii; 5 — TR1 20 d.p. 1V. reinfekcii; 6 — TR1 30 d.p. IV. reinfekcii; 7 — TR1 40 d.p. IV.
reinfekcii; 8 — TR1 60 d.p. IV. reinfekcii; 9 — negativne sérum 4; 10 — TR5 100 d.p. IV. reinfekcii; 11 — TR5 60
d.p. IV. reinfekcii; 12 — TR5 40 d.p. IV. reinfekcii; 13 - TR5 30 d.p. IV. reinfekcii; 14 - TR5 20 d.p. IV.
reinfekcii; 15 - TR5 10 d.p. IV. reinfekcii; 16 - TR5 10 d.p. IlI. reinfekcii; 17 - TR5 10 d.p. Il. reinfekcii; 18 -
TR5 10 d.p. I. infekcii; 19 — negativne sérum 5; 20 — negativna kontrola “BLANK”; 21 — kontrola sekundarnej
protilatky IgG na vézbu s TRhe; 22 - negativne sérum 4; 23 — TR3 10 d.p. I. infekcii; 24 — TR3 10 d.p. Il
reinfekcii; 25 — TR3 10 d.p. I1l. reinfekcii; 26 — TR3 10 d.p. V. reinfekcii; 27 — TR3 20 d.p. V. reinfekcii; 28 —
TR3 30 d.p. IV. reinfekcii; 29 — TR3 40 d.p. IV. reinfekcii; 30 — TR3 60 d.p. IV. Reinfekcii)
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1234567 891011 M kDa

Obrazok 7. Imunoblot so sérom mysi (TS4) nakazenej T. szidati s antigénom TShc. 1gG
protilatky Specificky rozpoznavali antigény v oblasti 26 kDa v roznych ditoch po infekcii
(d.p.i.)

(M — markery; 1 — negativne sérum 2; 2 — kontrola sekundarnej protilatky IgG na vdzbu s TShc; 3 — sérum TS4
100 d.p. IV. reinfekcii; 4 — TS4 60 d.p. IV. reinfekcii; 5 — TS4 40 d.p. 1V. reinfekcii; 6 — TS4 30 d.p. IV.
reinfekcii; 7 — TS4 20 d.p. IV. reinfekcii; 8 — TS4 10 d.p. V. reinfekcii; 9 — TS4 10 d.p. I1l. reinfekcii; 10 — TS4
10 d.p. Il. reinfekcii; 11 — TS4 10 d.p. I. infekcii)

4.2.3 Antigény T. regenti, T. szidati aS. mansoni rozpoznavané protilaitkami IgG

z heterolégnych sér

Na zéklade zistenych skrizenych reakcii v ELISA sme sa rozhodli detegovat’
konkrétne skriZzene reagujice antigény. Testovali sme vizbu IgG na antigény TRhe, TShc a
SMhec. Protilatky IgG zo sér mysi nakazenych T. szidati rozpoznavali antigény TRhc v
oblastiach 21 kDa a 22 kDa (vid’ Obrazok 8). Jedna sa o skrizent reakciu, lebo rovnaka
reakcia s antigénmi bola zaznamenana aj u sér mysi infikovanych 7. regenti. U niektorych

infikovanych mysi bola zaznamenand reakcia v oblastiach 35, 37 a 50 kDa.
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Dal§im testovanym antigénom bol TShc. Len niektoré séra mysi nakazenych T.
regenti rozpoznavali antigény 21, 35, 37 a 46 kDa. Ziadna reakcia nebola zaznamenana v
oblasti 26 kDa ako je vidiet' na obrazku 9. To znaci o tom, ze IgG protilatky v sére mysi
infikovanych T .regenti sa skrizené neviazali na antigén TShc.Taktiez bola testovana skrizena
reaktivita sér mysi nakazenych T. regenti a T. szidati s antigénom SMhc. Vysledkom bola
skrizena reakcia, pretoze protilatky IgG z heterolognych a homoldgnych testovanych sér

rozpoznavali antigén 28 kDa. Tato reakcia je znazornena na obrazku 10.

Obrazok 8. Imunoblot so sérami mysi (TS1, TS2 a TS3) nakazenych T. szidati s antigénom

TRhc. 19G protilatky rozpoznavali antigény v oblasti 21 a 22 kDa v roznych dioch po infekcii

(d.p.i.);

(M — markery; 1 —TS2 40 d.p. IV. reinfekcii; 2 — TS2 30 d.p. IV. reinfekcii; 3 — TS2 20 d.p. IV. reinfekcii; 4 —
TS2 10 d.p. IV. reinfekcii; 5 — TS2 10 d.p. Ill. reinfekcii; 6 — TS2 10 d.p. Il. reinfekcii; 7 — TS2 10 d.p. I.
infekcii; 8 — TS1 40 d.p. IV. reinfekcii; 9 — TS1 30 d.p. IV. reinfekcii; 10 — TS1 20 d.p. IV. reinfekcii; 11 — TS1
10 d.p. IV. reinfekcii; 12 — TS1 10 d.p. I1l. reinfekcii; 13 — TS1 10 d.p. Il. reinfekcii; 14 — TS4 10 d.p. I. infekcii;
15 — kontrola sekundarnej protilatky IgG na védzbu s TShc; 16 — negativne sérum 2; 17 — TS3 100 d.p. IV.
reinfekcii; 18 — TS3 60 d.p. IV. reinfekcii; 19 — TS3 40 d.p. IV. reinfekcii; 20 — TS3 30 d.p. IV. reinfekcii; 21 —
TS3 20 d.p. IV. reinfekcii; 22 — TS3 10 d.p. V. reinfekcii; 23 — TS3 10 d.p. 1. reinfekcii; 24 — TS3 10 d.p. II.
reinfekcii; 25 — TS3 10 d.p. I. infekcii)
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Obrazok 9. Imunoblot so sérami mys$i (TR3, TR4 a TR5) nakazeného T. regenti s antigénom

TShe. IgG protilatky nerozpoznavali antigény v oblasti 26 kDa v r6znych diioch po infekcii

(d.p.i.);

(M —markery; 1 — TR3 30 d.p. IV. reinfekcii; 2 — TR3 20 d.p. IV. reinfekcii; 3 — TR3 10 d.p. IV. reinfekcii; 4 —
TR3 10 d.p. Il reinfekcii; 5 — TR3 10 d.p. Il. reinfekcii; 6 — TR3 10 d.p. I. infekcii; 7 — TR5 40 d.p. IV.
reinfekcii; 8 — TR5 30 d.p. IV. reinfekcii; 9 — TR5 20 d.p. IV. reinfekcii; 10 — TR5 10 d.p. IV. reinfekcii; 11 —
TR5 10 d.p. I1l. reinfekcii; 12 — TR5 10 d.p. Il. reinfekcii; 13 — TR5 10 d.p. I. infekcii;14 — kontrola sekundarnej
protilatky IgG na védzbu s TShe; 15 — negativne sérum 4; 16 — sérum TR4 100 d.p. IV. reinfekcii; 17 - TR4 60
d.p. V. reinfekcii; 18 - TR4 40 d.p. IV. reinfekcii; 19 - TR4 30 d.p. IV. reinfekcii; 20 - TR4 20 d.p. IV.
reinfekcii; 21 - TR4 10 d.p. IV. reinfekcii; 22 - TR4 10 d.p. Ill. reinfekcii; 23 - TR4 10 d.p. Il. reinfekcii; 24 -
TR4 10 d.p. I. infekcii)
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1 2 34 5 6 7 8 9 10 111213141516 M kDa

Obrazok 10. Imunoblot s heterolognymi a homolognymi sérami mysi S antigénom SMhc.
IgG protilatky rozpoznavali antigény v oblasti 28 kDa v roznych diioch po infekeii (d.p.i.);

(M — markery; 1 — negativne sérum 2; 2 — sérum SMn3 40 d.p.i.; 3 — SMn2 40 d.p.i.; 4 — TR3 30 d.p. IV.
reinfekcii; 5 — TR5 30 d.p. IV. reinfekcii; 6 — TR1 30 d.p. IV. reinfekcii; 7 — TR4 10 d.p. II. reinfekcii; 8 — TS3
20 d.p. IV. reinfekcii; 9 — TS2 30 d.p. IV. reinfekcii; 10 — TS4 20 d.p. IV. reinfekcii; 11 — TS4 20 d.p. IV.
reinfekcii; 12 — kontrola sekundarnej protilatky I1gG na vdzbu s TShc; 13 — negativne sérum 3; 14 — kontrola
sekundarnej protilatky IgG na vizbu s TRhe; 15 — TR3 30 d.p. IV. reinfekcii; 16 — TR5 30 d.p. V. Reinfekcii)

4.3 Identifikacia rozpoznavanych antigénov z 2D blotu pomocou
hmotnostnej spektrometrie

Pomocou 2D elektroforézy bol homogenat cerkarii rozdeleny najskor podla pl a
potom podl'a molekulovej velkosti. Po prekryti imunoblotu s gélom v programe GIMP boli
zhodné spoty z gelu vyrezané a zaslané na analyzu do Laboratoria hmotnostnej spektrometrie
(PfF UK). Spoty zaslané na analyzu st vyznacené na obrazkoch 11 a 12. V Laboratoriu
hmotnostnej spektrometrie bola spravena analyza sekvencii ziskanych zo spotov voci

transkriptomu T. regenti. Nasledne tieto ziskané sekvencie boli nami porovnané tiez S
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databazou NCBI (BLASTp). V tabulkéch 14 a 15 st uvedené vsetky proteiny, ktoré sa nam
podarilo pomocou protilatok IgG identifikovat’ z TRhc a TShc. V niektorych spotoch bolo

najdenych viac proteinov.
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Obrazok 11. Gél 2D elektroforézy (homogenat cerkarii TRhc) s vyzna¢enymi spotmi

poslanymi na hmotnostnu spektrometriu.

(1 — 8 oznacenie jednotlivych spotov)

Obrazok 12. Imunoblot z 2D elektroforézy s vyznacenymi spotmi zhodujiicimi sa s gélom z

2D.
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Tabul’ka 1. Proteiny rozpoznavané IgG protilatkami z TRhc a ich identifikacia pomocou

hmotnostnej spektrofotometrie.

(S. mansoni (SM), S. haematobium (SH), S. japonicum (SJ). Percentualna zhoda sekvencie proteinu voci

transkriptomu a voci databaze BLASTp.)

Nasa % zhoda
Nazov mo’leku’lova s transktiptomom Ident{ﬁkovany % zhoda v BLASTp
spotu vel'kost T i protein
(kDA) . regenti
. 71% SM
1 22 30% Septin 7
84 - 87 % SM, SH
2 22 55% DNAJC7
icky 50 - 59 % SM, SH
3 25 40% Hypoteticky ’
protein
83 -84 % SM, SJ
4 26 26% EIF3
trojoso fosfat 80 - 86 % SM, SJ
4 26 82% . ,
isomeraza
glyceraldehyd 86 - 88 % SM, SJ
5 36 63% 3-fostat
dehydrogenaza
malat 83 - 86 % SM, SJ
5 36 80% )
dehydrogenéza
glyceraldehyd 89 - 90 % SM, SJ, SH
5 36 65% 3-fosfat
dehydrogenaza
fruktoza-1,6-
6 38 2% bisfosfatu 90 - 92 % SM, SJ, SH
aldolazy
fruktoza-1,6-
6 38 80% bisfostatu 89 - 90 % SM, SJ, SH
aldolazy
fruktoza-1,6-
6 38 74% bisfosfatu 92 - 93 % SM, SJ, SH
aldolazy
6 38 58% aldolaza 91% SJ
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7 60 39% aldolaza 91-92 % SM, SJ
disulfid

7 60 32% ; - 68 - 69 % SM, SJ
isomeraza

7 60 43% aldolaza 89 - 91 % SM, SJ
leucin 83 % SJ
aminopeptidaza [83% SJ, SM

7 60 47% cytosol
aminopeptidaza
leucin 83 % SJ
aminopeptidaza (83 % SJ, SM

7 60 43% cytosol
aminopeptidaza
disulfid

8 60 37% ) , 71-72% SM, SJ
isomeraza
disulfid

8 60 52% . , 74 -75 % SM, SJ
isomeraza

Tabulka 25. Proteiny rozpoznavané IgG protilatkami z TShc a ich identifikacia pomocou

hmotnostnej spektrofotometrie.
(S. mansoni (SM), S. haematobium (SH), S. japonicum (SJ). Percentualna zhoda sekvencie proteinu voci
transkriptomu a vo¢i databaze BLASTp.)

) % zhoda . )
Nazov Molekulc:vé s transkiptomom Identlrﬁkovany % zhoda v BLASTp
spotu [ hmotnost . protein
T. regenti
glyceraldehyd
2 60 40% 3-fosfat 86 - 88 % SM, SJ
dehydrogenaza
glyceraldehyd
2 60 56% 3-fosfat 89 -90 % SM, SJ
dehydrogenéza
3 22 21% synaptotagmin 67 - 75 % SM, SH
3 22 44% protein C140rf153 |46 % SM
4 22 16% Endoribonucleaza |64 % SM, SH
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4 22 36% Antigén Sm21.7 77 % SJ

4 22 60% Antigén Sm21.7 77 % SJ

4 22 36% Peroxiredoxin 85-86 % SM, SJ
trojoso fosfat

5 26 43% . , 81 - 86 % SM, SJ, SH
isomeraza

5 26 24% glutamin 73 % SJ, SH

5 26 36% DNA 92 % SM
topoizomeraza typ |

6 26 36% PSMB2 93 % SM

7 27 54% fosfoglyceratmutaza [ 94 % SM

trojoso fosfat

7 27 49% . , 82 - 86 % SM, SH, SJ
isomeraza

7 27 26% Glutamin 2 73 % SJ
Metionin,tyrozin |66 - 69 % SM, SH

0, )

8 27 18% fosfataza 64 % SJ

8 27 42% Troponin T 85-86 % SJ, SM, SH
Hypotheticky

8 27 14% protein 62 % SM
Smp_132520

4.4 Molekularna diagnostika

Metodou PCR, nested PCR a semi-nested PCR bola amplifikovana parazitarna DNA a

to s pouzitim primerov COX1schist, ITS1 a s primermi pre tandemovo repetitivne sekvencie.

441 PCR

Primery COX1schist

Primermi pre gén COXlschist sme testovali amplifikaciu parazitarnej DNA. Najskor
sme otestovali senzitivitu PCR reakcie, ktora je zndzornena na obrazku 13. Najniz§i limit
detekcie bol 10 pg parazitarnej DNA. S tymito primermi sa nam vzdy podarilo amplifikovat
parazitdrnu DNA z cerkarii, ale nie zo séra alebo mozgomieSneho moku. Preto sme d’alej

S tymito primermi nepokracovali.
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1100 bp ->

Obrazok 13. Senzitivita PCR s primermi COX1schist.
(M — marker, 1- 10 ng DNA z cerkarii T. regenti; 2 — 100pg DNA z cerkarii T. regenti; 3 — 10 pg DNA z cerkarii
T. regenti. Amplikon vel’ky 1100 bp)

Primery ITS1

Univerzalne ale aj Specifické primery z ITS1 oblasti boli testované pomocou PCR.
Primery, ktorymi sa ndm podarilo amplifikovat’ parazitarnu DNA z cerkarii (vid’ obrazok 15)
sme d’alej testovali na senzitivitu PCR. Na obrazku 14 je vidiet', ze PCR s primermi ITS1 je 0
nieco citlivej§ia ako s primermi COX1schist a dokaze amplifikovat’ az 100 fg parazitarnej
DNA z cerkarii. PCR s primermi, sktorymi vznikali neSpecifické amplikony sme dalej
podrobili gradientovej PCR. Ak sme nenasli ani potom Ziadne Specifické amplikony DNA,
d’alej sme sa s tymito primermy nezaoberali. Pokus o navrhnutie $pecifickych primerov pre
odlienie jednotlivych druhov trichobilharzii bol neuspesny z dovodu netspesnej amplifikacie
parazitarnej DNA ako je vidiet’ na obrazkoch 16 a 17.

S primermi pre ITS1 oblast sa nepodarila amplifikicia DNA zo séra ani
mozgomieSneho moku. Pre zvySenie senzitivity bola pouzitd nested PCR, kde sa taktiez
nepodarilo amplifikovat’ parazitirnu DNA z vyizolovaného séra alebo likvoru. Od nested

PCR bolo upustené z dovodu opakovanej kontaminacie.
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1100 bp >

600 bp >

Obrazok 14. Senzitivita PCR s primermi pre ITS1.

(M — marker; 1- 10 ng DNA z cerkarii T. regenti; 2 — 100pg DNA z cerkarii T. regenti; 3 — 10 pg DNA
z cerkarii T. regenti; 4 — 100fg DNA z cerkarii T. regenti. Amplikon vel’ky 1100 bp a nespecificky amplikon
z dovodu repeticii a vysokej koncentracie DNA 550 bp)

Obrazok 1. DNA aplifikovana s univerzalnymi primermi schITSv;
(M — marker; 1 - DNA T. regenti; (1100 bp) 2 - DNA T. szidati (508 bp); 3 - DNA T. franki (730 bp))
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213 bp >

Obrazok 16. Obrazok 17.
Obr. 16 - Obr. 17: DNA aplifikovana so $pecifickymi primery pre ITS1 TR ; Obr.16 -
primery TR specif, amplikon vel’ky 265 bp a obr.17 — primery TR ITS specif, amplikon
velky 213 bp;
(M — marker; 1 - DNAT. regenti; 2 — DNAT. szidati; 3 — DNA T. franki)

Primery T1323-1

PCR reakciou s primermi T1323-1 pre repetitivnu sekvenciu sa podarilo amplifikovat’
PCR bol 1 fg DNA z cerkarii T. regenti a 10 fg DNA z cerkarii T. szidati. S primermi T1323-
1 sa podarilo amplifikovat DNA zo sér a mozgomieSneho moku nakazenych kaciek (vid’
obrazok 19), kde zachytnost’ bola 1 fg parazitarnej DNA obsiahnutej v sére infikovanej
kacky. V tabul'ke 16 st zapisané vzorky, kde sa podarilo zachytit’ parazitarnu DNA z kaciek.

Pre docielenie vyssej citlivosti boli vzorky testované aj semi-nested PCR, ale touto

metddou sa d’alej nepokrac¢ovalo z dovodu ¢astych kontaminacii.

600 bp =

200 bp -=

Obrazok 18. Senzitivita PCR s primermi T1323-1.
(M — marker, 1- 10 ng DNA z cerkarii T. regenti; 2 — 100pg DNA z cerkarii T. regenti;
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3—10 pg DNA z cerkarii T. regenti; 4 — 100fg DNA z cerkarii T. regenti; 5 — 10fg DNA z cerkarii T. regenti; 6
— 1fg DNA z cerkarii T. regenti; 7 — 100fg DNA z cerkarii T. szidati; 8 — 10fg DNA z cerkarii T. szidati.
Amplikon vel’ky 200 bp a 600 bp)

600 bp ->

200 bp ->

Obrazok 19. DNA aplifikovana s primermi T1323-1.

(M — marker; TRk — DNA so séra z kacky nakazenej T. regenti, TSk — DNA zo séra z kacky nakazenej T.
szidati. 1- 100 fg DNA TR; 2 — 10 fg DNA TR; 3 — DNA negativne sérum TRy; 4 — DNA TRk 6 d.p.i.; 5— DNA
TSk3d.p.i.; 6 —DNA TSk 23d.p.i.; 7—DNA TRk 5d.p.i.; 8—DNA TSk 5d.p.i.; 9—DNA TSk 5 d.p.i.; 10 —
DNA TSc5d.p.i.; 11 — DNA TR 5 d.p.i.; 12 — DNA TRy 5 d.p.i. Amplikon vel’ky 200 bp a 600 bp)

Tabulka 16. Prehl'ad vzoriek, v ktorych bola detegovana parazitirna DNA.

(TRk — sérum kacky nakazenej T. regenti, TSk — sérum kacky nakazenej T. szidati)

Séra kaciek | Nakaza s  poctom | Dni po infekcii Material S - sérum, L -
nakazenych cerkarii likvor
TR, TS

TR - 6 S

TS - 3 S

TS 1500 5 S

TR 1000 5 S

TR 1500 5 S

TS 1500 16 S

TR 1000 11 S
TR* 1500 7 S
TR* 1500 12 S
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TR** 1000 10 L
TR** 1000 22 L
TR 1000 10 S
TR 1500 11 S
TR 1000 22 S
TR 1500 2 S
TR 5000 5 S

63




5 Diskusia

ELISA a imunoblot

Pomocou ELISA a imunoblotu sme testovali séra mysi experimentalne nakazenych
T. regenti a T. szidati v roznych dioch po infekcii. Za antigén sme zvolili homogenat cerkarii
T. regenti (TRhc), T. szidati (TShc) a S. mansoni (SMhc), pretoze sme z mysi ziskali len maly
objem séra a nemohli byt testované d’alSie vytipované antigény (homogenat schistosomul,

rekombinantny katepsin CB2 a CB1.1)

ELISA metodou sme zistovali zmenu hladiny protilatok IgM a IgG voci antigénom
TRhc (T. regenti) a TShc (T. szidati) po expozicii hostitelov infek¢nym agens.
Lichtenbergova a kol. (2008) sa zaoberali protildtkovou odpoved’ou anti-TRhe IgM protilatok
zo sér mysi infikovanych T.regenti. Zistili, ze narast hladiny anti-TRhc IgM bol
detegovatelny uz od 10 dni po prvej infekcii. Progresivny narast hladiny IgM protilatok bol
zaznamenany po kazdej novej infekcii az do 10 dni po Stvrtej reinfekcii, potom bol evidovany
pokles hladiny IgM protilatok, ktoré v 120. d.p. Stvrtej reinfekcii boli porovnatelné

s neinfikovanymi mySami.

Podobny priebeh vyvoja produkcie IgM bol zaznamenany aj u naSich sér z mysi
infikovanych T. regenti aT. szidati. Pomocou ELISA bolo zistené, ze narast hladiny
protilatok anti-TRhc IgM a anti-TShc IgM moéze byt pozorovany v homolognom sére uz od
10 dni po prvej (d.p.) infekcii a az po 10. d.p. Stvrtej reinfekcie, kde bol sledovany pokles
hladiny IgM. Tento priebeh protilatkovej odpovede nebol u vsetkych testovanych sér

rovnaky.

Dalej sme sa zaoberali IgG protilatkovou odpoved’ou proti antigénom TRhc a TShe.
Vysledkom bol narast IgG protilatok v homolégnom sére mysi od 10 d.p. druhej reinfekcii S
naslednym poklesom po 10. d.p. Stvrtej reinfekcii. Avsak u sér TR3, TR4 aj TS4 bol pokles
hladiny IgG zaznamenany az od 20. — 30. d.p. stvrtej reinfekcii.

Podobné hodnoty zaznamenali aj Koufilova a kol. (2004), kde narast anti-TRhc 1gG1

protilatok asociovanych s Th2 odpoved’ou bol pozorovany od druhej a tretej reinfekcie.
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Lichtenbergova a kol. (2008) tiez preukazali narast hladiny anti-TRhc IgGl od druhej
reinfekcie a okrem toho aj od tretej a Stvrtej reinfekcie. Pokles hladiny 1gG1l nastal az
Vv neskorSich diioch po Stvrtej reinfekcii. Podobny vyvoj produkcie protilatok IgM a IgG bol
rovnaky skoro u vsetkych sér infikovanych mysi. Vynimku tvorili viaceré séra, kde boli
pozorované odchylky v ich sledovanych hladinach IgM a IgG. Tieto rozdiely mohli byt
sposobené tym, ze cerkdrie nepenetrovali v rovnakom mnozstve do jednotlivych mysi. Aj
napriek tomu, Ze sme mali k dispozicii inbredny kmenn mysi C57BL/6 rovnaky, aky bol
pouzity Lichtenbergovou a kol. (2008), boli zmeny v hladine protilatok odliSné.

Watkins-chow a Pavan (2008) zistili u mysi C57BL/6J rozdielny pocet kopii génu a
taktiez rozdiel v génovej expresii. To znaci o tom, Ze aj inbredné mysi nie su vzdy izogénne.
Tieto rozdiely by podla autorov mohli ovplyvnit' interpretdciu fyziologickych a
biomedicinskych experimentov. Preto by bolo vhodné tieto pokusy este zopakovat’ na vicsej
skupine infikovanych mysi a vzniknuté odchylky vyhodnotit’ pomocou Statistickej analyzy.

DalSou moZnost'ou je v buducich infekciach pouzit’ in¢ inbredné kmene mysi.

Nasim d’al$im krokom bolo metédou ELISA otestovat’ skrizeni reaktivitu medzi T.
regenti a T. szidati. Boli pozorované skrizené reakcie u IgG a IgM protilatkovej odpovedi proti
heterolognym antigénom TRhc a TShc. Taktiez boli zaznamenané odchylky v hodnotach hladin
IgM aj 1gG ujednotlivych sér v priebehu infekcie. Tiez sme zistili, ze TShc antigen je
atraktivnej$i nez TRhc antigén hlavne ¢o sa tyka IgG odpovedi sér mysi nakazenych T. regenti.
Tieto vysledky boli obdobné s vysledkami Kolafovej a kol. (1994), kde zistili, ze T. szidati

antigén je pri testovani heterolognych sér viac atraktivny nez S. mansoni antigén.

Podrla Ishida a kol. (2003) tato skriZzend reaktivita vznikd najmi medzi fylogeneticky
pribuznymi druhmi helmintov, lebo zdielaji rovnaké antigénne zlozky. Imunoblotom by
preto bolo mozné ziskat’ lepSie vysledky, lebo tato metdda je citlivejSia ako ELISA z dovodu

rozpoznavania jednoltivych antigénov protilatkami.

Metodou Western blot sme chceli zistit', aké antigény st rozpoznavané protilatkami zo
sér infikovanych mysi v priebehu infekcie (od 10. d.p. prvej infekcie — 100. d.p. Stvrtej
reinfekcie). Testovali sme vazbu IgM a IgG protilatok zo séra infikovanych mysi na antigén
homogenatu cerkarii T. regenti (TRhc). Protilatky IgM a lgG vo vSetkych testovanych

homolognych sérach rozpoznavali antigény z TRhc voblasti 21 kDa a22 kDa , ato
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v rovnakom case po infekcii ako v ELISA. U niektorych sér boli tiez zaznamenané reakcie v

oblastiach 17, 32, 35, 46, 49 a 65 kDa.

Taktiez bola testovana vizba IgM a IgG protilatok zo séra infikovanych mysi na
antigén homogenatu cerkarii T. szidati (TShc). IgM protilatky u homologneho séra sa viazali
na antigén TShc v oblasti 32 kDa a 52 kDa, zatial’ ¢o IgG protilatky sa u tychto sér viazali na
antigény v oblasti 26 kDa. Dalsie rozpoznavané antigény IgG protilatkami boli 21, 35, 38, 56
a 90kDa, ktoré sa vyskytovali len ojedinele u niektorych sér. Nase vysledky nekoreSponduju s
vysledkami Lichtenbergovej a kol. (2008), ktori popisali reakciu IgG1 protilatok s TRhc zo
sér mysi reinfikovanych T. regenti v oblastiach 14,7; 17; 25; 28; 34 a 50 kDa. Jednou z
moznosi je, ze velkosti naSich rozpoznanych antigénov sa nezhoduju kvoéli pouzitiu 1D
elektroforézy za redukujicich podmienok, zatial €o u Lichtenbergovej a kol. (2008)

prebiehala 1D elektroforéza za neredukujicich podmienok.

Western blot metddou sme sa na zdklade skrizenych reakcii v ELISA snaZili
detegovat’ konkrétne skrizene reagujice antigény. Na antigén TShc sa protilatky IgG
heterolognych sér neviazali v rovnakej oblasti 26 kDa ako homoldgne séra. Protilatky IgG
U heterolognych sér sa viazali na antigén TRhc v rovnakej oblasti 21 kDa a 22 kDa ako
homologne séra. Skrizenu reakciu sme zaznamenali aj pri testovani vizby IgG
u heterolognych (T. regenti aT. szidati) a homolognych (S. mansoni) sér mys$i na SMhe
antigén. Vo vSetkych heterolognych aj homoldgnych sérach bol rozpoznévany rovnaky

antigén v oblasti 28 kDa. Podl'a Marikovského a kol. (1990) sa jedna o serinovu protedzu.

Vysledky z Western blotu ukazuji, na mozné vyuZzitie antigénu k medzidruhovému
odliSeniu 7. regenti a T. szidati. Protilatky IgG z heteroldgneho séra nerozpoznavali antigén

26 kDa z homogenatu cerkarii 7. szidati, ktory bol rozpoznany len homolognymi sérami.

Vzhladom na vysledky z Western blotu je mozné vyuzitie homogenatu cerkarii
k diagnostike vtacich schistosom. Séra z mysi infikovanych T. regenti nerozpoznavali antigén
26 kDa z homogenatu TShc. A taktiez homologne séra mysi nakazenych T. regenti aT.

szidati nerozpoznavali antigén 28 kDa.

Pouzitim 2D elektroforézy sme sa rozhodli identifikovat antigény, ktoré boli

rozpoznavané IgG protilatkami v sére infikovanych mysi. VSetky proteinové spoty z TRhc a
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TShe, ktoré boli rozpoznavané na imunoblote IgG homolognymi protilatkami sme vyhladali
na 2D gély a poslali na rozbor do Laboratoria hmotnostnej spektrometrie. Ziskané sekvencie
neznamych proteinov sme porovnavali s databazou BLASTp a zistovali sme podobnost’
naSich sekvencii so sekvenciami inych organizmov v databaze. Niektoré identifikované
proteiny sltizia ako diagnosticky vyznamné antigény u l'udskych schistosom. Spoty 26 kDa a
27 kDa boli identifikované ako trioso-fosfat-isomeraza (TPI), ktord sa podiel'a na glykolyze a
bola testovand ako DNA vakcina proti S. japonicum (SjCTPI) (Zhu a kol. 2006; Da’dara a
kol. 2008). Dalsimi spotmi boli proteiny 36 kDa a 60 kDa, ktoré boli analyzované ako
glyceraldehyd-3 fosfat dehydrogendza (GAPDH). GAPDH bola ozna¢ena ako mozny
kandidat na vakcinu proti S. japonicum (Waine a kol. 1997). Tallima a kol. (2003)
imunizovali mySi peptidom B GAPDH, a ich data ukazuju na siln humoralnu odpoved
spojent so snizenim produkcie vajicok paru S. mansoni. Je to d’alsi kandidat na vakcinu proti
S. mansoni a S. japonicum. Spoty 38 kDa a 60 kDa boli charakterizované ako frukt6za-1,6-
bisfosfat aldoldza (FBPA). Tento protein je nevyhnutny pre glykolyzu. Rekombinant FBPA S.
japonicum by mohol byt pouzity ako diagnosticky marker pre detekciu protilatok proti S.
japonicum (Peng a kol. 2008). Spot 22kDa bol identifikovany ako antigén Sm 21.7, ktory je
kandidatom na vakcinu (Ahmed a kol. 2006). Dal§im rozpozndvanym antigénom bol
peroxiredoxin 22 kDa, ktory je tiez kandidatom na vakcinu proti S. japonicum (Kumagai a
kol. 2009). Spot 27 kDa bol identifikovany ako protein fosfoglyceratmutaza, ktory sa podl'a
Zhang a kol. (2015) javi v rekombinantnej forme ako vhodny marker pre diagnostiku S.
japonicum. Ur¢ite by bolo vhodné tieto proteiny pripravit’ v rekombinantnej forme a otestovat’

ich spol'ahlivost’ v diagnostike vtac¢ich schistosom.
Molekularna analyza

Izolacia DNA z roznych biologickych materidlov a navdzujica PCR patria medzi
rutinné metody pouzivané v laboratoriach k identifikdcii patogéna. V naSom pripade zatial
nebol vyvinuty spolahlivy sposob izolacie DNA T. regenti aT. szidati z biologického
materidlu infikovanych kaciek (sérum, mozgomieSny mok) a mysi (sérum). Nasim cielom
bolo otestovat’ r6zne metddy izoldcie DNA zo séra a mozgomieSneho moku a ndjst’ vhodné
primery pre amplifikdciu DNA pouzitim PCR, nested PCR a semi-nested PCR. Zo vsetkych

skuSanych metod a komerénych kitov bola vybrand HotSHOT extrakéna metéda. Do6vodom
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bola jednoduchsia manipulacia, lebo cela reakcia prebicha v jednej mikroskumavke, a tym

mdzme redukovat’ kontaminéciu vzoriek sposobenych l'udskym faktorom.

Boli pouzité primery pre gény coxl, ITS1 a primery pretandemovo repetitivnej
sekvencie (ToSau3). Primery pre coxl boli vybrané pre schopnost’ odliSenia jednotlivych
druhov schistosom. Tieto primery boli pouzit¢é na diagnostiku niektorych helmintov,
napriklad na detekciu parazitirnej DNA z0 séra I'udi a mysi infikovanych S. mansoni, S.
japonicum, S. haematobium, S. mekongi a T. solium (Kato-Hayashi a kol. 2010;
Ramahefarisoa a kol. 2010). Nam sa vSak nepodarilo dosiahnut podobnych vysledkov.

Amplifikdcia parazitdrnej DNA zo séra a mozgomieSneho moku infikovanych kaciek sa

vwe

DNA T. regenti bola 10 pg.

Dalsie pouzité primery pre detekciu DNA trichobilharzii boli navrhnuté pre ITSI
oblast’. Téato ¢ast tDNA bola vybrand pre vysoky stupeii medzidruhovej variability. Podl'a
autorov Dvofdk a kol. (2002) by mohli tieto sekvencie sluzit' k navrhnutiu Specifického
markeru pre diagnostiku. Vonkajsie a vnlitorné univerzalne primery (sch ITS1v, sch ITSIn,
sch vonk) boli navrhnuté tak, aby velkosti jednotlivych amplikonov bolo mozné od¢itat
z gélu pod UV. Taktiez boli navrhnuté Specifické primery (TR specif, sch nested trtf, sch
nested ts, TR ITS specif) pre amplifikovanie iba jedného druhu trichobilharzii. VSetky novo
navrhnuté primery boli testované pomocou gradientove] PCR na urcenie optimdlnej teploty
nasadania primerov. Vsetky uvedené primery pre ITS1 mali optimalnu teplotu 55 °C.
Pomocou Specifickych primerov sa ndm nepodarilo amplifikovat’ ani parazitirnu DNA
z cerkarii T. regenti. V kazdej testovanej teplote dochadzalo k nespecifickej PCR reakcii so
vznikom “smearu®. Univerzalne primery mali detekény limit 100 fg DNA T. regenti, ¢o znaci
0tom, ze PCR tymito primermi je omnoho citlivejSia ako pomocou primerov coxl. Aj
napriek zachyteniu tak nizkej koncentracie DNA sme neboli schopni amplifikovat’ DNA zo
séra ani mozgomiesneho moku. Jednym z dovodov mdze byt az tak nizka koncentracia
parazitarnej] DNA v sére a likvore, Zze sme ju neboli schopni zachytit’ pomocou PCR s tymito
primermi. Pri pokusoch snested PCR sme nedocielili lepSich vysledkov z dévodov
opakovanej kontaminacie vzoriek aj napriek zachovaniu ¢o najCistejSich podmienok. Schets a
kol. (2010) sa pokuSali potvrdit pritomnost’ vtafich schistosom v prirodnych jazerach.

Pomocou PCR s primermi z oblasti ITS1 aITS2 sa im nepodarilo amplifikovat DNA
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trichobilharzii. Preto si myslime, Ze primery z ITS oblasti st vhodné na medzidruhové

odlisenie trichobilharzii, ale nie z materidlov obsahujucich nizku koncentraciu parazitarnej

DNA.

Dal§im zvolenym diagnostickym markerom boli primery T1323-1 odvodené z
tandemovo repetitivnej sekvencie T. regenti a T. szidati, ktora tvori 1,5 - 2 % genomu. Pre
primery z tejto sekvencie sme sa rozhodli, pretoze st uspesne pouzivané na PCR diagnostiku
inych parazitov. Napriklad u S. mansoni, S. haematobium a T.solium sluzi ako vhodny
diagnosticky marker pri zachyteni parazitarnej DNA zo séra alebo mozgomieSneho moku
infikovanych zvierat, alebo 'udi (Hamburgerom a kol. 2001; Michelet a kol. 2011). Hertel a
kol. (2002) bol schopny primermi T1323-1 zachytit’ 10 fg DNA T. szidati.

Nam sa vSak podarilo zachytit 1 fg DNA T. regenti a 10 fg T. szidati. Rozdiel
v senzitivite PCR s DNA jednotlivych trichobilharzii mohla byt spdsobend rozdielnym
zastupenim repetitivnej sekvencie v gendme. Tymito primermi nie je mozné¢ medzidruhové
odliSenie, pretoze sekvencie T. regenti a T. szidati st zhodné z 92 %. Pouzitim primerov
T1323-1 sme boli schopni amplifikovat’ DNA T. regenti a T. szidati zo séra a mozgomie$neho
moku infikovanych kaciek. Zo 111 pozitivnych testovanych vzoriek sa ndm podarilo zachytit’
parazitdarnu DNA len u 16 z nich. Ci bude DNA pomocou PCR amplifikovana nezavisi zrejme
od infekénej davky cerkarii (1000 — 5000 cerkarii), dni po infekcii (2 — 22 d.p.i.), ani od toho
akt dlhu dobu boli vzorky po odbere uskladnené v - 20 °C (2012 - 1015). Tato nizku
zachytnost’ parazitarnej DNA pomocou PCR mohla spdsobit’ nizka koncentracia parazitarnej
DNA v krvi amozgomiesnom moku, alebo malé mnozstvo vstupného objemu séra na

extrakciu DNA.

Taktiez sme vyskusali pomocou PCR amplifikovat DNA T. regenti a T. szidati
so séra infikovanych mysi. Z DNA vyizolovanej z mySich sér sa nam nepodarilo pomocou
PCR amplifikovat’ parazitarnu DNA. Mohlo to byt zapri¢inené aj tym, Ze v sére 10 dni po
infekcii sa uz nenachadzali ziadne Cervy ani ich fragmenty. Bolo by vhodné pokus zopakovat’
a to so sérami odobratymi par hodin, pripadne dni, po infekcii. Nami nastaveny pokus nam
nedovoloval vykonat odbery skor ako za 10 dni, lebo sa jednalo o odobratie velkého

mnozstva krvi (0,8 % z celkového objemu).
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Taktiez by bolo vhodné zamerat’ sa na teoreticky vypocet detekéného limitu. Zistit

kol'ko cerkarii by sa mohlo vyskytovat’ v nami odobratej krvi z infikovanych kaciek a mysi.

Na zaklade tychto vysledkov by bolo vhodné zvazit' iné metddy extrakcie DNA (z vacsieho

objemu materialu) alebo extrakéni metddu doplnit’ o nejaku koncentraénit metddu.

6 Zaver

Tato praca sa zaoberala sérologickou a molekuldrnou diagnostikou infekeii

sposobenych vtacimi schistosomami 7. regenti a T. szidati u definitivnych (kacky) a

nahodnych (mysi) hostitelov. Metodami ELISA, Western blot a PCR boli testované séra

infikovanych mysi. Séra a mozgomieSny mok infikovanych kaciek bol testovany metddou

PCR. Medzi najddleZitejSie poznatky patri:

a)

b)

Sledovanim $pecifickych protilatok IgM a IgG sme dokézali, ze hladina IgM a IgG
protilatok stiipa s kazdou d’alSou reinfekciou a bez d’alSej expozicie cerkariami hladina
postupne klesa. Hladina $pecifickych protilatok je aj 100 dni po Stvrtej reinfekcii stale

vy$Sia ako u negativnych sér.

Zistili sme, ze testovany antigén (homogenat cerkarii) nie je vhodny k diagnostike
pomocou ELISA z dovodu vyskytu medzidruhovych skrizenych reakci. Vysledky
z Western blotu ukazujti, na mozné vyuzitie antigénu k medzidruhovému odliseniu 7.
regenti a T. szidati. Protilatky IgG z heterologneho séra nerozpoznavali antigén 26

kDa z homogenatu cerkarii 7. szidati, ktory bol rozpoznany len homolognymi sérami.

Medzi najvyznamnejSie antigény rozpoznavané Specifickymi IgG protilatkami patrili
podla vysledkov z hmotnostnej spektrometrie fruktoza-1,6-bisfosfat aldoléza,
peroxiredoxin, glyceraldehyd-3- fosfat dehydrogenédza, trioso-fosfat izomerdza,
fosfoglyceratmutdza a Sm 21,7 (s membranou asociovany protein). Tieto antigény

mdzu posluzit’ ako vhodné markery k diferencidlnej diagnostike schistosom.
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d) S primermi T1323-1 pre tandemovo repetitivnu oblast’ 7. regenti sa pomocou PCR
podarilo amplifikovat’ parazitirnu DNA zo séra a mozgomieSneho moku infikovanych
kaciek. Primery T1323-1 su vhodné pri rodovej diagnostike, nie vSak k medzi-

druhove;j.

Vysledky tejto prace by mohli v buducnosti poslizit kvyvoju vhodného
diagnostického markera ato v serologickej ako aj v molekularnej diagnostike vtacich
schistosom u definitivnych aj ndhodnych hostitelov. Do budicna by bolo vhodné z vyssie
uvedenych proteinov pripravit’ rekombinantné proteiny a otestovat’ ich na pripadné skrizené
reakcie. Pre zvySenie zachytnosti parazitarnej DNA by bolo vhodné najst’ lepSiu metodu

izolacie DNA z biologického materialu.
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