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Abstrakt

Cystickd fibréza (CF), jakoZto autosomalné-recesivni dédicné onemocnéni
zpUsobené mutaci v CFTR genu, zpusobuje poruchu iontového kanalu, vlivem které
pacienti trpi mnozstvim zdravotnich problému. Nejzavaznéjsi jsou komplikace spojené
s respiracni soustavou. Hromadéni hustého hlenu a pozménénd glykosylace v plicich
vedou ke zvySené adherenci bakterialnich bunék, predevsim Pseudomonas aeruginosa
(PA) a Burkholderia cepacia komlex, k plicnim epitelidlnim burikam pacient( s CF.

Predkladana prace se zamérenim na jeden z virulentnich faktord PA, lektin PA-IIL,
studuje adherenci kontrolniho kmene PA (PAK; ST 1763) pod vlivem anti-PA-IIL slepicich
protilatek IgY a multivalentnich glykokonjugatd na bazi fukosy k plicnim epitelidlnim
burikdm odebranym od zdravé osoby (Nuli-1) a osoby s CF (CuFi-1).

Pfed samotnym studiem adherence byla ovérena pritomnost PA-IIL v pouZivané
kulture PAK pomoci metody ,Western Blotting” snaslednou imunodetekci.
Pro kvantitativni vyhodnoceni adherenc¢niho testu byly plicni epitelialni i bakteridlni
buriky nejprve fluorescencné oznaceny barvivy PKH. Vysledky spektrofluorimetrického
méreni po provedeni adherenc¢niho testu byly také porovnany s mikroskopickym
pozorovanim adherence PAK.

RGzné frakce slepicich anti-PA-IIL protilatek z vaje¢nych Zloutkd vykazovaly odlisny
vliv na miru adherence PAK k plicnim bunkam, coZ je plné v souladu s predchozimi
vysledky. Predimunizaéni kontrolni (1K1) a poimunizac¢ni specificka frakce (3S1)
snizovaly adherenci PAK, zatimco spojené frakce (3R1-8R1) ji zvySovaly.

Vysledky adherencnich testd s multivalentnimi glykoklastry LTS-18, LTS-38 a LTS-42
na bazi fukosy zamérenymi na lektin PA-IIL nebyly tak jednoznacné. PrestoZe byly
u bunécnych linii NuLi-1 i CuFi-1 pozorovany podobné trendy, ve tfech nezavislych
experimentech s kazdou z testovanych latek byly ziskany vysledky neprokazujici jejich
vyznamnou inhibici adherence PAK na plicni bunky. Pouze v pfipadé inhibitoru LTS-38
byl pfi nejvyssi koncentraci (500 uM) viditelny pokles adherence bakterii na bunky linii
NulLi-1 i CuFi-1.

Klicova slova: cysticka fibroza, plicni epitelidlni buriky, Pseudomonas aeruginosa, lektin

PA-IIL, slepici protilatky, glykoklastry, fluorescence



Abstract

Cystic fibrosis (CF), as autosomal-recessive inherited disease caused by mutation
in CFTR gene, induces an ion channel disorder which triggers big amount of CF patients’
health problems. The gravest are complications associated with the respiratory system.
Accumulation of thick mucus and altered glycosylation in lung lead to increased
adherence of bacterial cells, mainly Pseudomonas aeruginosa (PA) and Burkholderia
cepacia complex, to lung epithelial cells of CF patients.

The presented thesis, focusing on one of the virulence factors of PA, the PA-IIL lectin,
studies the adherence of the PA control strain (PAK; ST 1763) under the influence
of anti-PA-IIL chicken IgY antibodies and multivalent glycoconjugates based on fucose,
to lung epithelial cells collected from healthy person (NulLi-1) and CF patient (CuFi-1).

Before the adherence testing, the presence of PA-IIL in PAK culture was checked by
“Western Blotting” followed by immunodetection. For quantitative evaluation
of the adherence testing, both lung epithelial and bacterial cells were first fluorescently
labeled with PKH dyes. The results of spectrofluorimetric measurement after the
adherence testing were also compared to microscopic observation of PAK adherence.

Different fractions of chicken anti-PA-IIL antibodies from egg yolks showed different
effects on the adherence of PAK to lung cells, which is fully consistent with previous
results. The pre-immunization control (1K1) and post-immunization specific fraction
(3S1) decreased adherence of PAK, while the pooled fractions (3R1-8R1) increased it.

The results of adherence test with multivalent glycoclusters LTS-18, LTS-38 and
LTS-42, which are based on fucose and targeting the PA-IIL lectin were not
so unequivocal. Although similar trends observed for both (NuLi-1 and CuFi-1) cell lines,
three independent experiments with each of the tested substances showed
no significant inhibition of PAK adherence to lung cells. Just in the case of the inhibitor
LTS-38, at the highest concentration (500 uM), a decrease in bacterial adherence to cells

of the NuLi-1 and CuFi-1 lines was visible.

Key words: cystic fibrosis, lung epithelial cells, Pseudomonas aeruginosa, PA-IIL lectin,
chicken antibodies, glycoclusters, fluorescence
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Seznam zkratek

Azs0 absorbance pfi vinové délce 280 nm

ABC ,»ATP-binding cassette”, ATP vazajici

ASL »airway surface liquid“, povrchova plicni kapalina

APS ,ammonium persulfate”, peroxosiran amonny

ATP adenosintrifosfat

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat

BEGM ,Bronchial Epithelial Cell Growth Medium®, rlstové médium pro plicni

epitelové bunky

CF cysticka fibroza

CFTR »cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”, reguldtor
transmembranové vodivosti cystické fibrozy

DMSO dimethylsulfoxid

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

ENaC »epithelial sodium channel”, epitelovy sodikovy kanal
FBS ,fetal bovine serum®, fetalni bovinni sérum

Ig imunoglobulin

kb kilobaze, 1000 nukleotidll (bazi)

kDa kilodalton, jednotka molekulové hmotnosti

LB Luria-Bertani médium

LHC ,Laboratory of Human Carcinogenesis”, laborator lidské karcinogenese
M mol - dm3, jednotka koncentrace

MDa megadalton, jednotka molekulové hmotnosti

Mr relativni molekulova hmotnost

MB- ,mannan-binding lectin“, lektin vazajici manan

lektin

ML ,mucus layer”, hlenova vrstva

NC nitroceluléza

NK ynatural killer cells”, pfirozené zabijec¢ské bunky

burky

NVD ,hucleotide-binding domaine”, doména vazajici nukleotid



ODsoo
PA
PA-IL
PA-IIL
PAK
PBS
PCL
PS
PVDF
RPM
SDS
TEMED
TMD

Tris

optickd denzita pti vinové délce 600 nm

Pseudomonas aeruginosa

lektin | bakterie Pseudomonas aeruginosa

lektin Il bakterie Pseudomonas aeruginosa

kontrolni kmen Pseudomonas aeruginosa

»phosphate buffered saline”, roztok soli pufrovany fosfatem
ypericiliary liquid“, mezitasinkova kapalina

specialni médium pro Pseudomonas aeruginosa
polyvinylidenfluorid

»revolutions per minute”, pocet otacek za minutu
dodecylsiran sodny

tetramethylethylendiamin

,trans-membrane domain“, transmembranova doména

2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol



1 Uvod

1.1 Cysticka fibroza
1.1.1

Cysticka fibréza (CF),

Charakteristika onemocnéni

nazyvana také jako mukoviscidéza, je jednogenové
onemocnéni autosomalné-recesivniho charakteru, které se tidi Mendelovym Stépnym
pomérem (obr. 1.1, str. 10). Znamena to, Ze u potomstva, jehozZ oba rodice jsou zdravi
nositelé mutace, je 25% Sance vyskytu onemocnéni a 25% Sance, Ze se u néj neobjevi
zadnd mutace genu CFTR (z angl. ,cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator”) zpUsobujici CF. Existuje ale az 50% Sance, Ze dité nositelll mutace bude taky
jejim nositelem. Jina situace nastava, pokud je jeden rodi¢ zdravy nositel mutace a druhy
je pacient s CF. U takového paru se stépné poméry méni a je u néj 50% Sance narozeni

ditéte, které je nositelem mutace a 50% $ance, Ze dité bude taky trpét CF.

© (3 © «
|
| 'l ||
Nositel Nositel Pacient Nositel
I | I I I I I I
® ¢ @ e O ¢
| II
I : |
Pacient Nositel Nositel Zdravy Pacient Pacient Nositel Nositel
jedinec

Obr. 1.1: Schéma dédi¢nosti mutace CFTR genu. Obrazek byl pfevzat a upraven’.
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CF jako chronické dédi¢né onemocnéni zplsobené mutacemi genu CFTR postihuje
celosvétoveé priblizné 70 000 az 100 000 lidi, pficemz jedno z 2 500 az 4 000 narozenych
déti je pacientem s CF. V soucasné dobé Zije v Ceské republice pfes 700 pacientd
s nejbézné&jsi formou CF2. Nejéastéji postihuje CF jedince indoevropského plvodu.
Z dvodu mnohondasobné se zvysujiciho pramérného véku doZiti pacientd s CF se vsak
poclet téchto pacientt kazdym rokem zvy3uje3.

Mutace genu CFTR vede k poskozenému nebo dokonce nefunkénimu proteinu CFTR,
ktery ma v organismu mnoho funkci, a jeho poskozeni proto vede ke znacnému mnozstvi
zdravotnich komplikaci, pocinajicich primarné respiracnimi tézkostmi zplsobenymi
naru$enym transportem chloridovych a sodnych, ale i hydrogenuhli¢itanovych iont(%.
NejzasadnéjsSim duUsledkem mutace CFTR genu je nachylnost pacientd kinfekcim
zpUsobenym bakteriemi jako jsou Pseudomonas aeruginosa (PA) nebo Burkholderia
cepacia komplex, které ve vétsiné pripad( pro zdravé jedince nepredstavuji zdravotni

riziko, ale pro tyto pacienty jsou Zivot ohroZujici>®.

1.1.2 Gen pro CFTR protein

| kdyZ byla CF jako onemocnéni objevena a pojmenovana jiz v roce 1938 |ékarkou
Dorothy Hansine Andersen, kterd méla zdsadni vliv na studium a pochopeni této nemoci,
jeji pricina, kterou je mutace genu pro CFTR protein, byla objevena az vroce 1989
tymem, na jejimz Cele byly geneticky Batsheva Kerem a Johanna Rommens. V roce 1989
byla nalezena i nejéastéjsi mutace CFTR genu, F508del”°,

Gen pro CFTR protein se nachazi v oblasti 7931.2 na dlouhém raménku chromosomu
7. Jedna se o Usek delSi nez 230 kb, ze kterého se exprimuje glykoprotein sloZzeny z
1 480 aminokyselin, jehoZ soucasti je 27 exonl. Po expresi a Uplné glykosylaci dochazi
k pfenosu tohoto proteinu na apikdIni membrénu epitelidlnich bunék mnoha orgdnt®.

VysSe zminéna F508del mutace CFTR genu zplsobuje, Ze v pozici 508 v CFTR proteinu
chybi fenylalanin, protoZe v genu dojde k vynechdni 3 par( bazi®. Jedna se o nejéastéjsi
mutaci CFTR genu a jejim nositelem je pfiblizné 85 % pacientl indoevropského plivodu
trpicich CF. V dnesni dobé zname vice nez 2 100 variant tohoto genu, ale ne vSechny
varianty jsou pric¢inou vzniku CF. Z tohoto celkového poctu asi 2 100 mutaci CFTR genu

jen pfiblizné 380 zpUsobuje CF1%11,
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Mutace genu CFTR se rozdéluji do Sesti hlavnich tfid (obr. 1.2, str. 12), pficemz

nejzavazinéjsi jsou mutace ze trid I-lll; nékdy se pridava i tfida VIl zpUsobujici ztratu

funkce dalsich, nechloridovych iontovych kandlG*2:

Trida I: v dusledku predéasného STOP kodonu nedochazi ktranslaci celého
CFTR genu a nedochazi tedy k biosyntéze CFTR proteinu

Trida II: mutace vede k nespravnému sbaleni (abnormalni posttranslacni
glykosylaci) proteinu a nefunkéni protein je nasledné degradovan
v endoplasmatickém retikulu

Trida lll: CFTR protein je sice pfitomen na apikdlni membrané burky,
ale v dusledku slabé vazby ATP neni schopen plnit funkci chloridového kanalu
T¥ida IV: v disledku mutace nedochazi ke snizeni mnozstvi chloridovych kanald
na povrchu bunék, ale dochazi ke snizeni jejich vodivosti

Trida V: na rozdil od mutaci ze tfidy IV dochazi substituci aminokyseliny nebo
alternativnim sestfihem k redukované syntéze chloridovych kanall a nasledkem
toho ke snizeni jejich mnoiZstvi na povrchu bunék, ¢imZ dojde ke snizeni
intracelularniho transportu chloridovych iontt

T¥ida VI: mutace tfidy VI zpGsobuji nizsi stabilitu vzniklého proteinu, coz ¢asto

vede k jeho degradaci v lysosomech??

wt-CFTR

Obr. 1.2: Rozdéleni mutaci CFTR genu do tfid I-VI. Obrazek byl pievzat a upraven??.

Protein CFTR se fadi mezi transportéry ABC superrodiny (z angl. ,,ATP-binding cassette”,

ATP vdézajici). Jeho strukturu (obr. 1.3, str. 13) tvofi 2 komplexy spojené R-doménou,

pricemz oba jsou sloZzené ztransmembranové domény (TMD) a domény vazajici

nukleotid (NVD), takze celkové je slozen z5 domén. Obé TMD obsahuji

6 transmembranovych segmentl a tvofi kandl, kterého otevirani je regulovano

fosforylaci R-domény proteinkinasou A a vazbou ATP na NVD, coZ vede k dimerizaci NVD

domén??.
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Extraceluldrni
prostor

Membrina

Intraceluldrni
prostor

Regulaéni
doména

Obr. 1.3: Schéma proteinu CFTR. Protein CFTR je sloZen ze 2 komplex( spojenych R-doménou.
Oba komplexy jsou tvofené 2 NVD a 2 TMD sestavajicimi ze 6 transmembranovych helix(.
Obréazek byl pfevzat a upraven®,

Na zakladé strukturni analyzy genu pro CFTR protein z roku 1989 bylo zjisténo,
Ze tento protein funguje jako chloridovy kanal a soucasné byly predpovézeny jeho dalsi
funkce. To vedlo k zavéru, Ze pravé mutace genu pro CFTR protein je zodpovédna za CF
a doslo k prilomu ve studiu této nemoci a nové nadéji pro pacienty s CF°. V poslednich
desetiletich byly objevené mnohé funkce CFTR proteinu, coZ vysvétluje komplexnost
daného onemocnéni, pokud dojde k poskozeni nebo nefunkcénosti tohoto proteinu.
CFTR protein pIni nejenom roli chloridového kanalu, ale souvisi taky s transportem
dalsich iontd, jako je hydrogenuhli¢itanovy aniont (HCO3) nebo sodny kationt (Na*).
Tento protein se také dava do souvislosti s oxidacnim stresem, tedy s glutathionem
a thiokyanatovym aniontem, s metabolismem lipid(i, mukocilidrni clearance a imunitnim

systémem. Jeho funkce jsou vice diskutovany v kapitole 1.1.3%.

1.1.3 Patogenese plic

Povrchova plicni kapalina (z angl. ,,airway surface liquid“, ASL), pokryvajici buriky
plicniho epitelu, je sloZzena ze dvou vrstev. Pfimo nad plicnim epitelem se nachazi prvni
vrstva povrchové plicni kapaliny, kterou je mezirasinkova kapalina (z angl. , periciliary
liquid“, PCL) a nad ni je druh3d, hlenova vrstva (z angl. ,mucus layer”, ML). Obé vrstvy
povrchové plicni kapaliny jsou nezbytné pro spravnou funkci plic a pohyb fasinek
nachazejicich se v plicich. PCL musi mit na rozdil od ML konstantni sloZeni, konstantni

objem, a tedy i konstantni vysku odpovidajici délce fasinek (7-10 um). PCL je tvofena
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predevsim vodou a malou ¢ast tvori soli, lipidy, bilkoviny a hlen. PCL je mnohem fidsi nez
ML a fasinky jsou proto schopny se v ni pohybovat. Hlen je kromé vody a malého
mnozstvi soli, lipid( a protein( tvoren hlavné vysoce glykosylovanymi muciny. ML mlzZe
podle potieby zadrZovat kapalinu, a tedy hydratovat nebo dehydratovat PCL.
Tim udrzuje konstantni vysku PCL, ¢imzZ udrzuje i spravnou funkci fasinek. Obecné je viak
vyka ML vétsi nez vyska PCL, vétSinou se pohybuje kolem 10-50 pm?*41>16,

Nasledkem poruchy CFTR kandlu je i porucha sodikového kandlu ENaC zavislého
na CFTR kanalu. Za fyziologického stavu CFTR kanal reguluje sekreci chloridovych iontt
a tyto chloridové ionty pak zplsobi pohyb sodnych iontli, aby byla zachovana
elektroneutralita prostredi. Pokud vSak CFTR kanal nefunguje spravné, tak chloridové
ionty nejsou sekretovany, a tedy dochazi k inhibici ENaC kanalu. Sodné ionty nemusi byt
transportovany pro zachovani elektroneutralniho prostredi. Tento naruseny transport
iontl zplUsobuje osmotickou zménu prostredi, kvali které voda opousti ASL a dochazi
ke snizeni objemu a vysky PCL. Postupna dehydratace PCL mUzZe vést az k jeji vyCerpani,
¢ehoz disledkem muze byt omezeni nebo pfimo zabranéni pohybu rasinek nachazejicich
se v prilis hustém prostiedi hlenu. Pravé omezeny ¢i znemoznény pohyb fasinek je
zodpovédny za akumulaci hlenu v plicich?’.

Hlavnim problémem onemocnéni dychacich cest u pacientl s CF jsou necistoty
a patogeny zachycované hlenem, které diky jeho akumulaci v plicich ziskavaji vhodné
podminky pro své mnoZeni'®. Patogeny se nasledné chrani pfed hypoxii a burikami
imunitniho systému tvorbou algindtového biofilmu®®. Buriky imunitniho systému,
zejména neutrofily a jejich antimikrobialni latky tak nemaji problém jenom s prichodem
pfes husty, velice viskézni hlen, ale také s prichodem pFes algindtovy biofilm?%°.
Vysledkem je zanét, ktery se u pacientl s CF objevuje opakované a s vysokou cetnosti.
Vznikly zdnét ma u pacientl s CF znacnou souvislost s neadekvatnim mnoiZstvim
imunitnich bunék, zejména neutrofill, v jejich dychaci soustavé?®. Neutrofilni proteasy
(napf. neutrofilni elastasa), ve velké mife uvolfiované neutrofily pfi zanétu, pak naddle
ovliviiuji aktivitu sodikového kandlu, a tim i dehydrataci ASL vySe zminénym
mechanismem. Vedle toho muze vysoké mnozstvi neutrofilnich proteas zpisobovat také
znaéné poskozeni plic (viz. 1.1.6)?272%. Dlsledkem zvy$ené tvorby mucind, hlavni slozky
ASL, a dalSiho zahustovani hlenu je dale zhorsend mukocilidrni clearance, tedy

vykaslavani nebo polykani hlenu obsahujiciho nedistoty a patogenni mikroorganismy?*.
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S rostoucim mnozstvim akumulovaného hlenu sice klesa hladina kysliku, ale jak jiz bylo
komplex, které se rfadi mezi oportunni patogeny. Pro jejich preziti a mnozeni tedy
nepredstavuje problém ani snizené mnozstvi ¢i absence kysliku, protoze se anaerobnim
podminkam dokaZzou prizplsobit, a tudiZ mohou, na rozdil od mnoha jinych patogena,
zpUsobovat chronickou infekci i v nepfitomnosti kysliku®®.

Opakované zanéty pak mohou vést az k poskozeni plic nejen jiz zminénymi
proteasami, ale i reaktivnimi formami kysliku vznikajicimi v dlsledku obrovského
mnozZstvi zanétlivych bunék nebo nerovnovahou oxidantli a antioxidantg#2223.25,

Jak jiz bylo feceno, porucha CFTR kanalu sniZzuje kromé sekrece chloridovych iont(
i sekreci HCOs'. SniZzend sekrece HCO3 vede k nizSimu pH povrchové plicni kapaliny, které

ma za nasledek snizenou antimikrobidlni ochranu dychacich cest, zvySeni viskozity ASL

a soucasné i ovlivnéni aktivity enzymu (napf¥. sialyltransferas)?®?7.

1.1.3.1 OdliSna glykosylace mucind dychacich cest u osob s cystickou fibrézou

SloZzenim pestré prostiedi dychacich cest obsahuje jako jednu z hlavnich slozek hlen,
jehoz zdaklad tvofi muciny. Muciny jakoZzto velké glykoproteinové komplexy
s molekulovou hmotnosti pohybujici se vMDa mohou byt v plicich sekretovany
poharkovymi bufikami nebo podslizniénimi Zlazami?®?°.

Sekretované i membranové-vdzané muciny jsou nepostradatelné pro spravnou
funkci hlenu. Oba typy mucind maji podobnou strukturu tvofenou aminokyselinovym
fetézcem s opakujicimi se uUseky s vysokym obsahem serinu a threoninu, na které
se vétSinou prostifednictvim N-acetyl-D-galaktosaminového zbytku O-glykosidicky vazou
glykany, jako napf. fukosa, galaktosa nebo N-acetylglukosamin. Na konci glykanG byvaiji
pak je$té navazané sialové kyseliny nebo sulfatové skupiny3®3!. Mucinové monomery
se spojuji do dimerU a nasledné polymer disulfidovymi mUstky, které spolu s hydratacni
kapacitou a nekovalentnimi interakcemi udavaji viskoelastické vlastnosti hlenu3?.

Rozdily ve sloZeni hlenu jedinca trpicich CF byly pozorovany jiz pred témér 60 lety.
| pfesto, Ze pricina CF byla objevena aZz v roce 1989, tak na pokles sodnych a chloridovych
iontU v sekretech, respektive na jejich nartst v potu pacientd s CF, bylo poukazano jiz
v roce 1963. Tato zména v koncentraci iont( byla ve stejné praci spojovana se zanétem

a infekci, a stejné tak bylo naznaceno spojeni mezi nizkou koncentraci danych iontu
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v plicnich sekretech a jejich vysokou koncentraci v potu pacient(l. Tato prevratna prace
vedla dale k daleZitému poznani rozdill v glykosylaci mucinl u zdravych jedincl a také
u jedinct s CF. Jak bylo zminéno vyse, hlen zdravych osob je vici hlenu nemocnych s CF
mnohem fidsi, navic je tvofen mnohem mensim mnoZstvim DNA, lipidd, proteint
a glykan(, které vyraznym zpGsobem zvy3uiji viskozitu hlenu®33,

Rozdilnd glykosylace byla pozorovdna nejen mezi muciny zdravych osob
a nemocnych s CF, ale také mezi sekretovanymi a membranové-vazanymi muciny.
U obou typl mucinQ bylo pozorovdno celkové snizeni glykosylace3334. Sekretované
muciny, jako jsou MUC5AC a MUC5B, vykazuji vyssi sialylaci a nizsi sulfataci a fukosylaci
v porovnani se zdravymi jedinci, i kdyzZ glykany vykazuji nejen vyssi sialylaci, ale také vyssi
sulfataci®>36. Rozdilnou glykosylaci sekretovanych mucinl a mucini vazanych
na membranu dychacich cest pacientll s CF ziejmé zpuUsobuji rozdilné regulacni
mechanismy'®>. Rozdily spoéivaji predevsim v niz$i sialylaci a wvy3$i fukosylaci
glykoproteinl membranové-vazanych mucinl, ale také v nizsi fukosylaci glykolipid(
a vyssim mnozstvi asialovych glykolipidl, respektive znacné zvySeném poméru
asialoGM1 ku sialoGM1. Nizsi sialylace mucint, kterd je spojovana s nizsi aktivitou
sialyltransferas propojuje defekt CFTR proteinu s patogenesi plic u téchto pacient(>?’.
Pro rozdilnost v glykosylaci mucind vSak existuje nékolik moZznych hypotéz. Nékteré se
zaméruji na zménu pH trans-Golgiho sité a nasledné ovlivnéni aktivity
glykosyltransferas®’, jiné na plivod mucin( a jiné na souvislost se zanétem?*>3°,

Prevladajicim patogenem u pacientl s CF je PA. Jednim z dlivodu tohoto stavu je
zfejmé zvysena afinita PA k mucinlim s pozménénou glykosylaci, kterou umoznuji rGizné
bakteridlni proteiny vazajici glykany. Glykokonjugaty se sniZzenou sialylaci a zvySenou
fukosylaci se chovaiji jako adherencni receptory pro bakteridlni patogeny, jako je pravé
PA. PA se pak navaZe na receptory asialoGM1 a postupné se zacne proces tvorby

biofilmu a nasledného zanétu>"®.

1.1.4 Pfiznaky onemocnéni

| kdyzZ je CF genetické, velice zavazné a komplexni onemocnéni, nedochazi u kazdého
pacienta k projevim nemoci ihned po narozeni. V dnesni dobé se proto v Ceské

republice provadi novorozenecky ,,screening”, v ramci kterého se testuje i CF, a mél by
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tak byt zachycen i novorozenecky pacient bez priznakl tohoto onemocnéni.
Pti podezieni na CF dochazi k okamzité terapii. V€asné zachyceni a prevence je u CF
velice dulezité, protoZe pacienti s CF, s jejichZ |éCbou se nezacne dostatecné vcas,
se Casto doZivaji jen velice nizkého véku. Primérny vék pacientd s CF se diky moderni
mediciné kazdym rokem zvySuje a kvalita jejich Zivota je z dlivodu vyrazného tlumeni
ptiznakl mnohem vy3si, nez byla v minulosti*.

Komplexnost CF dokazuji velice rlznorodé priznaky. CF postihuje predevsim
respiracni trakt, gastrointestinalni trakt a reprodukéni soustavu, ale nelze opomenout
ani potni zlazy. VSechny tyto patologické projevy jsou nasledkem nefunkéniho nebo
poskozeného genu, na zakladé ného? je exprimovan CFTR protein®.

Typickymi vnéjsSimi projevy CF jsou palickovité prsty a soudkovity hrudnik.
Hromadéni hlenu v plicich, zachytavani patogend, jejich mnozeni a nasledné opakované
akutni i chronické infekce a zanéty vedou k mnoiZstvi obtizi spojenych s dychaci
soustavou. Husty hlen a ztizeny nebo znemoznény pohyb rasinek zpUsobuje, jak jiz bylo
zminéno vyse, nedostatecné vykaslavani hlenu a pacienti maji proto neustalou potiebu
zbavit se tohoto nahromadéného hlenu. To ma za nasledek chronicky kasel, ktery muze
Casem vést aZz k hemoptyze, tedy k vykaslavani krve. Pacienti s CF nezfidka trpi, ziejmé
i zddvodu nepohyblivosti rasinek, nosnimi polypy, coz zpUsobuje ztizené dychani
a dusnost. Pacienti s nosnimi polypy musi kvili omezenému dychani nosem cCasto dychat
Usty a neustale pooteviené Usta pak vedou k vétSimu vdechovani patogend a dalSim
infekcim, &imZ se kolob&h progrese nemoci uzavira*.

U zdravych jedincd se na konci jicnu nachazi dolni jicnovy svérac, ktery se pevné
sevie a nedovoli ndvrat pfijaté potravy do Ustni dutiny. V dlsledku silného kasle vsak
u znacného procenta pacientd s CF dochazi ke zvySeni nitrobfisniho tlaku a nasledné
ke gastroezofagealnimu refluxu. Znamena to, Ze dolni jicnovy svérac¢ neni dostatecné
sevieny a v dusledku toho muzZe dochazet k navraceni potravy nebo Zaludeénich stav
ze Zaludku zpatky do jicnu nebo Ustni dutiny. Pti Castém navraceni potravy nebo kyselych
Zaludecnich s$tav do jicnu mlzZe dojit az k poSkozeni stény jicnu. U pacientd s CF
se nezfidka objevuji bolesti bricha souvisejici nejen s refluxem. Husty hlen objevujici
se nejen v plicich zpGsobuje nedostatek travicich enzym( ve stfevé. | pokud neni
narusena syntéza téchto enzymu v pankreatu, enzymy nejsou schopny kvali hustému

hlenu projit z pankreatu do stfeva a nedochazi proto k dostateénému natraveni potravy.
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Pokud se uz enzymy do stfeva dostanou, objevuje se problém s jejich nedostate¢nou
funkci, coZ je nasledkem nespravné sekrece HCOs iont(. Nestravena potrava zpUsobuje
nedostatecné vstfebdvani zivin a hnilobné a kvasné procesy rozkladajici nestrdvenou
potravu nadymani a zvétSené bricho. Nejvétsi problém u pacientl s CF je traveni tuka,
protoze stfevni sliznice neni schopna produkovat enzymy rozkladajici tuky na rozdil
od enzymu Stépicich bilkoviny a sacharidy. Rozklad bilkovin a sacharidd timto zplsoben
sice nedokaze plné nahradit spravnou funkci traviciho traktu, hlavné pankreatickych
enzymu, ale diky nim nejsou nasledky pankreatické insuficience v souvislosti s proteiny
a sacharidy tak zavainé, jako je tomu v pripadé tuka.

Nedokonalé traveni bilkovin se projevuje nedostatecnym mnoZstvim majoritniho
krevniho proteinu, albuminu, a tedy otoky souvisejicimi s nespravnou regulaci objemu
vody v krevnim ftecisti zminénym albuminem. Nedokonalé traveni sacharidl se
projevuje hlavné obtézujicim nadymanim.

Problémy s travenim tukl maji vSak mnohem dalekosahlejsi nasledky. Lipidy jsou
z organismu vylucovany v témér nezménéné formé a dochazi tak k problému s resorpci
vitaminQ rozpustnych v tucich vedoucich k hypovitamindze az avitamindze. Vyloucené
lipidy jsou pozorovatelné ve formé mastnych kapicek na objemné stolici, jejiz husty a
mastny obsah muiZe pred vylou¢enim dokonce ucpat stfevo pacienta. Mekoniovy ileus u
novorozence je proto prvni znamkou CF. Pri vyluCovani tak obrovského mnozstvi lipidd
se z organismu soucasné ztraci energie, ktera by méla byt pouZzita pro rlst a pribyvani
na vaze. Pokud déti s CF nepfijimaji potravni doplriky, objevuje se u nich ¢asto nizky
vzrlst a celkové neprospivaji. Hlavné u pacient(, které netrapi pankreaticka insuficience
se opakované objevuji pankreatitidy. V nékterych pripadech nedochazi u pacientl s CF
jen k zahusténi hlenu, ale také Zluci a tvofi se ZluCové kameny, pfipadné dochazi i
k poruse jater, ktera mize vést a7 k cirhdze jater. Cim jsou nemocni s CF starsi, tim je
vySSi pravdépodobnost, Ze se u nich objevi cukrovka vazana na CF souvisejici
s poSkozenim slinivky btisni, konkrétné B-bunék, které za normalnich okolnosti
syntetizuji inzulin®.

Reprodukéni soustava muzskych pacientt je cystickou fibrézou zasazena mnohem
vice nez je tomu u Zen. U muzl neni problém ani se sexualni potenci, ani s tvorbou

a pohyblivosti spermii. U98 % muz( vsak dochazi k neplodnosti, protoZe spermie

ve vétSiné pripadl nejsou schopny dostat se do ejakulatu. Vétsina muzd s CF neni
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schopna pfirozenou cestou oplodnit Zenska vajicka. Ale po umélém odebrani spermii
a oplodnéni vajicka nebyva s otéhotnénim problém. U Zen s CF je neplodnost Casto
zpusobena hlavné viskoznim hlenem, pres ktery spermie nejsou schopny proniknout
a oplodnit vaji¢ko. K problémUim s neplodnosti u Zenskych pacientek dochazi mnohem
méné nez u muzl s CF, ale objevuiji se u nich cysty na déloznim &ipku nebo vajeénicich*.

Nemocni s CF potem casto ztraci velké mnoizstvi soli. Pokud se pacient sCF
nadmérné poti, naptiklad pfi vysokych vnéjSich teplotach, ztraci velké mnozstvi soli
a mlze tak upadnout do Soku zplsobeného hyponatremii. Dlvody ztraty soli a pripadné
hyponatretmie byly popsany v pfedchozi kapitole (1.1.3)%.

Vyjimkou u pacientl s CF nejsou ani problémy spojené s opornou soustavou, jako
jsou osteopordza a artritida. Ve vétsiné pripadl souvisi s nedostatkem v tucich

rozpustného vitaminu D*.

1.1.5 Diagnostika

Pokud se CF objevila v blizké nebo Sirsi rodiné, muize téhotna pacientka podstoupit
prenatalni diagnostiku. CF je ale vétSinou diagnostikovana aZ po porodu, a to predevsim
v ramci novorozeneckého ,screeningu”. Po narozeni ditéte se CF mlzZe diagnostikovat
také na zakladé klinickych priznakd uvedenych v kapitole 1.1.4 nebo tzv. , kiss your baby“
testem, pfi kterém si matka ditéte pfi jeho polibeni uvédomi extrémni slanost potu
miminka. PFfi podezfeni na CF se jesté molekuldrné-genetickym vySetfenim zjistuje
pritomnost mutace CFTR genu pro potvrzeni nebo vyvraceni nemoci.

Pokud je téhotna pacientka ¢i jeji partner nositelem mutace CFTR genu, primo trpi
CF nebo se CF vyskytuje v jejich rodiné, je vhodné podstoupit prenatalni diagnostiku
spocivajici v hledani mutace CFTR genu molekuldrné-genetickym vysetienim. Na rozdil
od postnatalniho molekularné-genetického vysetreni se misto DNA z leukocytl analyzuji
burniky plodu ziskané biopsii choria od 13. tydne téhotenstvi nebo amniocentézou
z plodové vody od 17. tydne téhotenstvi. Na CF mulzZe poukazovat také zvySena
echogenita v bfisni dutiné plodu mezi 17.-20. tydnem téhotenstvi, ktera je zndmkou
abnormalné vazkého mekonia. Pfi potvrzeni CF nebo pfi podezfeni na tuto nemoc maji
rodice jesté nékolik tydnd na rozhodnuti prerusit téhotenstvi. Tento zakrok Ize provést

aZ do 24. tydne té€hotenstvi*'.
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Z divodu narustajiciho poctu pacientll s CF a nutné vcasné diagnostiky se toto

onemocnéni uz i v Ceské republice testuje v rdmci tzv. novorozeneckého ,screeningu®.

Po 48-72 hodinach se novorozenci z paticky odebere kapilarni krev a otestuje se

na 18 nemoci. Otestovani CF, kterd je jednou ztéchto 18 onemocnéni spociva

ve stanoveni koncentrace imunoreaktivniho trypsinogenu ze suché kapky krve

na filtracnim papirku. Imunoreaktivni trypsinogen je produktem pankreatu a jeho

zvysena koncentrace s velkou pravdépodobnosti znamend prokazani CF. Pfi pozitivnim

vysledku tohoto testu dochazi k okamzitému zahajeni preventivni péce o miminko

a k provedeni potniho testu nebo molekuldrné-genetického vysetieni*2.

Laboratorni vysetfeni je zaloZeno na potnim testu, jiz zminéném molekularné-

genetickém vysetreni nebo na urceni transepitelidlniho rozdilu potenciald.

Potni test je kratké a bezbolestni ambulantni vySetreni, které by nemélo byt
provadéno v prvnich dvou dnech po narozeni ditéte*>. Toto vySetieni, které
poprvé zavedli Gibson a Cooke vroce 1959 je provadéno postupné ve tfech
fazich. Nejdfive dochdzi k stimulaci poceni pilokarpinovou iontoforézou,
nasledné je pot sbirdn na filtra¢ni papir, a nakonec analyzovan pomoci
coulometrické titrace a chloridometru®*. Alternativni metodou pro sbér potu je
systém Macroduct vyvinuty v roce 1983, ktery nesbira pot na filtracni papir, ale
do kapilary. Pro uspésnou analyzu koncentrace chloridi v potu je nutné pfi
pouziti filtracniho papirku sesbirani minimalné 75 miligram( potu a pfi pouZiti
kapilary minimalné 15 mililitrQ potu. Interpretace vysledku se v literature mirné
liSi, ale obecné je koncentrace chloridli v potu mensi nez 30 mmol/l potu
povaZzovana za normalni koncentraci znacici nepravdépodobnost vyskytu CF.
Naopak, pokud koncentrace chloridi presdahne 60 mmol/l, je vyskyt CF
pravdépodobny a potvrzeni diagndézy vyZzaduje provedeni molekularné-
genetického vysSetreni. Rozmezi koncentraci 30-60 mmol/l je povaZovano
za hranicni. Pti hrani¢ni koncentraci chlorid( neni mozné potvrzeni ani vyvraceni
CF a je proto nutné bud zopakovat potni test nebo provést molekularné-
genetické vysetreni stejné, jako pfi vysoké koncentraci chlorid(, protozZe hrani¢ni
koncentrace se pomérné ¢asto vyskytuji u atypickych forem CF*.

Molekularné-genetické vysetieni se neprovadi jenom pfii potiebé potvrzeni

nebo vyvraceni daného onemocnéni po provedeni potniho testu s hranicni
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¢i vysokou koncentraci chloridd nebo pfi objevu klinickych priznak, ale provadi
se také u pomérné Siroké skupiny rodinnych prislusnikl potencialniho pacienta
s CF. Provedeni molekularné-genetického vysSetfeni je Casté i u dospélych
pacientd s CF, ktefi se svymi partnefi planuji téhotenstvi. Na zakladé vysledkl
vySetieni je mozné podstoupit umélé oplodnéni jen s bunikami bez mutace CFTR
genu, diky cemuz by nemélo dojit k prenosu mutace daného genu na budouciho
potomka. Pokud nebylo toto vySetfeni provedeno pred planovanym
téhotenstvim, je moZné ho podstoupit vramci vySe zminéné prenatalni
diagnostiky. Pokud se nejednd o prenatdlni diagnostiku, tak je metodou
polymerasové retézové reakce analyzovana DNA leukocytt po jejich izolaci z krve
odebrané ze zZily pacienta. Analyzou dané DNA se hledaji alely CFTR genu. Pokud
neni nalezena Zadna mutovand alela tohoto genu, stale neni mozné CF uplné
vyloudit, protoze mulze byt zplsobena néjakou vzacnéjsi mutaci genu.
Pfi nalezeni jedné mutované alely a objevu klinickych pfiznak( je onemocnéni
vysoce pravdépodobné. Pfi ndlezu obou mutovanych alel daného genu
se vySetfeni povazuje za pozitivni a pacient trpi CF*L.

Transepitelialni rozdil potencialG mezi méfici a referencni elektrodou se méri
po podani amiloridu a isopreterenolu. Méfici elektroda se vétSinou nachazi
na nosni nebo rektalni sliznici a referencni elektroda byva umisténa v podkozi
paze. Vysledkem naruseného aktivniho transportu chloridovych a sodnych iont(
u pacientl s CF je pokles hodnoty rozdilu potencialt oproti zdravym jedincam.

Tato metoda je zndma jiz nékolik desitek let, ale stale neni Sifeji pouzivana.

1.1.6 Lécba

V soucasné dobé existuje nékolik moznosti pro [é¢bu CF. Momentdlné je jako jedina

pouzivana symptomaticka lécba nebo lé¢ba pomoci modulatord proteinu CFTR. Dalsi

potencialni variantou do budoucna je profylaktickd |écba branici kolonizaci organismu

pacienta bakteriemi PA i Burkholderia cepacia komplex, na kterou je zamérena i tato

bakalarska prace, nebo vakcinace. Treti, do budoucna velice perspektivni variantou, je

genova terapie, kterd by jako jedind méla byt schopnd odstranit nejen priznaky, ale

i pri¢inu nemoci opravenim poskozeného genu pro CFTR protein. Posledni moznosti je

21



transplantace plic, ke které dochazi az v kone¢ném stadiu onemocnéni, kdy jiz pacientovi
nezbyva zadna dalsi varianta pro zlepseni jeho zdravotniho stavu a zbyva mu jen nékolik

mésicll Zivota®.

1.1.6.1 Symptomaticka IéCba cystické fibrozy

Symptomaticka |écba je velice komplexni, dlouhodobd a soustfeduje se na nékolik
hlavnich problém( CF pacientd. Zaméfuje se nejen na nejproblematictéjsi dychaci
a travici obtiZe, ale i na problémy zplsobené nadmérnym pocenim, a tedy ztratou soli.

Hlavnim nastrojem pro boj s bakteriemi PA nebo Burkholderia cepacia komplex
u pacientl s CF je stale antibioticka IéCba. PfestoZze mame proti témto bakteriim nékolik
ucinnych antibiotik, je nutné hledat a aplikovat i jiné formy IéCby. Hlavnim divodem je
rostouci rezistence na rtizné typy antibiotik a s tim souvisejici opakované zanéty u téchto
pacientd®®.

Pokud vSak pacient s CF aktualné netrpi bakteridlni nebo virovou infekci, hlavnim
cilem symptomatické |écby je zbaveni se hustého hlenu zpUsobujiciho mnoZeni bakterii
a zanétlivé procesy. Pacienti s CF pravidelné podstupuji fyzioterapii a pro uvolnéni
hustého hlenu z plic pouZivaji také vibraéni vestu®’. Inhalace hypertonického roztoku soli
je pro pacienty sCF dulezitd hned zdvojiho ddvodu. NejenZe dopliiuje sodné
a chloridové ionty, které pacient ztraci nadmérnym vylu¢ovanim potu, ale také rozpousti
husty hlen v plicich®.

Mezi modulatory CFTR proteinu se radi tzv. korektory a potenciatory. Prvni skupina,
korektory, jsou latky, které pfimo interaguji s danym proteinem a maji vliv na jeho
spravné slozeni a presun na membranu. Jako prvni byl pouzit lumacaftor, ktery se zacal
aplikovat v kombinaci s potenciatorem ivacaftorem, pricemzZ ulohou potenciatort je
ovlivnéni priitoku iontd iontovymi kandaly**°°. Tyto dvé latky Uspé$né odstartovaly rozvoj
modulatord CFTR proteinu, diky ¢emuZ byly objeveny dalsi latky a jejich Uspésné

dvojkombinace nebo tfikombinace, které v |écbé CF predstavuji velky posun vpred.

1.1.6.2 Profylakticka lé¢ba
Syntetické glykokonjugaty:
V poslednich letech se vyznamné posunul vyvoj latek oznacovanych jako syntetické

glykokonjugaty. Do této skupiny latek se fadi rGzné glykosylované struktury, napfr.
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glykoklastry nebo glykodendrimery. Schematické znazornéni jejich struktur je
na obr. 1.4 (str. 23). Pouziti téchto latek v terapii bakteridlnich nemoci je do budoucna
velice perspektivni, protoZe jejich synteticky plvod umoziuje pfipravu riznych variant
potifebné slouceniny a jejich ziskani neni zavislé na Zivych organismech (jako je tomu
napr. u slepicich protilatek) a jejich individualnim imunitnim systému. Predpoklada se,
Ze by v pripadé lécby CF bylo moZno pomoci glykoklastri zamezit navazani bakterii PA
nebo Burkholderia cepacia komplex na plicni bunky s pozménénou glykosylaci.
V soucasné dobé se fada laboratofi zaméruje na syntézu multivalentnich glykoklastrd,
coz jsou slouceniny obsahujici ve své struktufe nékolik identickych vaznych mist.
Multivalenci téchto sloucenin Ize totiz dosahnout znacné zvyseni afinity sacharidovych
struktur glykoklastrd k bakteridlnim lektindm a také zvyseni selektivity®>2.

Jako centralni molekula glykoklastri muaze byt pouZita napriklad rozvétvena
aromaticka nebo alifatickd sloucenina, kalixaren ¢i porfyrin. Tento zakladni skelet
neobsahuje opakujici se jednotky a pomoci ramen jsou na néj navazany sacharidové
jednotky®3. V této préci jsou pro ovlivnéni adherence bakteridlnich bunék na plicni
epitelialni bunky pouzity trivalentni glykoklastry, které maji na ramenech pripojené

molekuly fukosy.

R,\‘. Y ﬂ X

L J « N
Glykoklastr Glykodendrimer

Obr. 1.4: Schematické znazornéni struktury multivalentnich glykokonjugatti — glykoklastru a
glykodendrimeru. Obrézek byl pfevzat a upraven*.
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Slepici protilatky:

Pouziti slepicich protilatek neboli vakcinace pro boj shlavnimi bakteridlnimi
patogeny CF pacientl je do budoucna jednou z nejperspektivnéjsich alternativ 1écby CF.
Aktivni nebo pasivni imunizace by v budoucnu mohla zachranit mnozstvi pacient(
trpicich CF. Je obecné zndamo, Ze rezistence na antibiotika se stava porad vétSim
celosvétovym problémem a pro pacienty s CF je tato rezistence pfimo Zivot ohrozujici.

Nahrada savcich protilatek slepic¢imi IgY by mohla pfinést mnozstvi vyhod. Jedna se
sice o strukturni analog savcich 1gG, ale jejich zisk je mnohem jednodussi a ¢asové
i finanéné mnohem méné narocny. Savci protilatky je nutné ziskdvat odbérem krve
zvifete, cozZ je znacné invazivni technika, kterd je pro dané zvite velice stresujici. Slepici
protilatky jsou vsak uvoliovany do vajecnych Zloutkl v pomérné velkém mnozstvi
a k jejich zisku tedy staci sesbirat vejce imunizovanych slepic, coZ je mozné délat velice
pravidelné a v pomérné kratkém casovém useku tak lze ziskat velka kvanta téchto
protilatek>>>®. Dalsim, velice dlleZitym faktem je, Ze slepi¢i imunoglobuliny neaktivuji
komplementovy systém a nespousti tedy zanétlivou reakci lidského organismu®’.

V poslednich letech se na studium profylaktického Gcinku slepicich IgY kladl pomérné

velky didiraz. Uspéch jiz zaznamenaly nejen laboratorni, ale také klinické zkousky®®.

1.1.6.3 Genova terapie

Genova terapie je brzdéna mnoizstvim problém(, véetné problém etickych, kvdali
kterym je jeji vyuZiti prozatim znacné omezené. Jak jiz bylo zminéno, CF je genové
podminéné onemocnéni, a proto je genova terapie jedinou moznosti, jak vylécit pricinu
tohoto velice komplexniho onemocnéni, mutaci v genu pro CFTR protein. Pro opravu
mutovaného genu je nutné zmeénit genetickou informaci zapsanou v genomu bunky
nebo vpravit do buriky novou genetickou informaci, at jiz ve formé DNA nebo mRNA.

S prepisem genetické informace se poji znacné etické problémy, ponévadz tuto
zménu by bylo nutné délat jiz v zarodecné burnce. | presto dnes zname nékolik zplsobu
prepisu genetické informace. Aktualné nejzndméjsi a dobre aplikovatelnd je metoda
CRISPR-Cas9, za kterou byla vroce 2020 udélena Nobelova cena dvéma védkynim,
Jennifer Anne Doudna a Emmanuelle Marie Charpentier. Jejich spoluprace vedla
od objevu nové bakterialni molekuly zvané tracrRNA, ktery uskutecnila v roce 2011

Emmanuelle Charpentier az k vyvoji podobného systému nukleas, které jsou schopny
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$tépit na presné definovaném misté, ve kterém je nutné pozménit konkrétni gen>%0,
Dalsi variantou je pouziti metody ZNF-HDR (z angl. zinc-finger nuklease homology
directed repair”) nebo TALEN (z angl. transcription activator-like effector nuclease)®%62,

DNA je mozné do bunky vpravit pomoci virového nebo nevirového vektoru. Jako
virovy vektor lze pouZit napf. adenoviry nebo adenoasociované viry®3%%, Nejvétsim
problémem pfi pouZiti virovych vektor( je imunitni odpovéd organismu na pfitomnost
viru a mozny zanét. Jako nevirovy vektor lze pouZit napf. liposomy®. PFi pouZiti
nevirovych vektorl neni imunitni odpovéd tak béina, ale efektivita transfekce je
mnohem nizsi. Pfi vpraveni mRNA do bunky nejsou vedlejsi ucinky tak vyrazné a neni
treba dopravit mRNA aZ do jadra, ponévadzZ translace probiha v cytoplasmé. Hlavni

nevyhodou je ale nutnost opakovaného vpraveni mRNA do buriky®®¢7.

1.2 Imunitni systém

V prabéhu evoluce se vyvinuly dva imunitni systémy. Prvnim z nich je vrozeny neboli
neadaptivni imunitni systém. Pozdéji se zacala vyvijet ziskana neboli adaptivni imunita.
Oba systémy jsou sice tvoreny bunécnou i humoralni slozkou, ale mezi sebou se znacné

liSi. Pro ochranu organismu jsou vSak oba nesmirné dullezité.

1.2.1 Vrozeny imunitni systém

Vrozend imunita je nespecificka vici antigenu a nema imunologickou pamét. Fyzické
bariéry, jako napr. epitel kiize nebo hlen se s patogenem setkavaji jako prvni. Az kdyz
patogen prekona fyzickou bariéru, zacina celit bariéram chemickym, jako je nizké pH
v nékterych ¢astech organismu nebo pritomnost lysosymu. Pro boj s patogenem jsou
nesmirné duleZité také aktivni antimikrobidlni mechanismy organismu®®,

Po prekonani vSech vyse zminénych bariér zacinaji s patogenem bojovat aktivni
obranné mechanismy tvorené humoralni a bunécnou slozkou vrozeného imunitniho
systému. Humordlni slozku tvori systém komplementu, lektin( a interferond, které se
radi mezi cytokiny. Bunécnou slozku tvori hned nékolik typl bunék. Patri tam prirozené
zabijeCské (NK, z angl. ,natural killer”) bunky a fagocytujici makrofagy, monocyty

a granulocyty. Monocyty se mohou dal diferencovat na makrofagy nebo dendritické

25



buriky. Mezi granulocyty se rfadi neutrofily a buriky uvolfujici zanétlivé mediatory jako
jsou bazofily, eosinofily a Zirné buriky®®.

Proteiny plasmy tvori systém komplementu, k jehoZ aktivaci mlze dojit klasickou,
alternativni nebo MB-lektinovou (z angl. ,mannan-binding-lectin) cestou, ktera nas
v souvislosti s CF zajima nejvic. V pripadé MB-lektinové aktivace dochazi k navazani
MB-lektinu na sacharidové, konkrétné na manosové zbytky mikrobidlniho povrchu.
At uz aktivace probiha kterymkoliv z uvedenych tfi zpGsob, vysledkem je kaskada reakci
vedouci k opsonizaci, tedy jakémusi oznaceni patogenu protilatkami pro naslednou
fagocytdzu, chemotaxi nebo pfimé zabiti patogenu osmolyzou®°.

NK buriky se diky svym neobvyklym vlastnostem nékdy fadi do obou imunitnich
systému. Ackoliv jsou vétSinou zarazeny k bunkdm vrozeného imunitniho systému,
na rozdil od ostatnich bunék neadaptivni imunity disponuji imunologickou paméti.
K propojeni vrozené a adaptivni imunity dochazi také u fagocytujicich bunék, které jsou
kromé své primarni funkce, samotné fagocytdzy, schopné tvofit i antimikrobialni latky

a cytokiny ovliviiujici lymfocyty®8.

1.2.2 Systém ziskané imunity

Ziskany neboli adaptivni imunitni systém je mnohem pomalejsi, ale také vyrazné
specifi¢téjsi nez vrozeny imunitni systém. Je schopen tvofit pamétové bunky, ¢ehoz,
jak jiz bylo zminéno vyse, bunky vrozeného imunitniho systému (kromé NK bunék)
nejsou schopny. Humoralni slozku ziskaného imunitniho systému tvofi B lymfocyty a jimi
produkované protilatky. Bunéénou slozkou jsou T lymfocyty®®.

Protilatky, nazyvané téz imunoglobuliny, jsou glykoproteiny specificky rozeznavajici
a vazici se na epitop antigenu. Protilatky mohou byt membranové vazané nebo
sekretované. V obou pfipadech se vSak jedna o homodimerni strukturu (obr. 1.5, str. 27)
ve tvaru pismene Y tvofenou cCtyfmi fetézci (dvéma lehkymi a dvéma tézkymi)
propojenymi disulfidovymi mUstky. Lehké fetézce maji dvé formy (k a A). Protilatky se
na zakladé péti forem tézkych retézcua (a, v, 6, €, n) déli do tfid, a to IgA, 1gG, IgD, IgE
a IgM. Kazda z téchto tfid ma pfi styku s cizorodou latkou jinou funkci, ale vzajemné
spolupracuji. Protilatky jsou tvofeny konstantni a variabilni oblasti. Variabilni oblast

je tvoFena pfiblizné 110 aminokyselinami od N-konce Fetézce a vaZi se na ni antigeny®°.
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Hypervariabilni oblasti

lehkého fetézce

!:S Lehky Fetézec
’ : \/:: Tézky Fetézec
Hypervariabiln{
Cl_ | yp
i oblasti tézkého
fetézce

Interfetézcové
disulfidové

vazby

Intrafetézcové
disulfidové

vazby
V_ a Vy: variabilni oblasti

C_ a Cy: konstantni oblasti

Obr. 1.5: Struktura protilatky. Homodimerni struktura protilatek je tvofena dvéma lehkymi
a dvéma tézkymi retézci propojenymi disulfidovymi mustky. Obrazek byl prevzat a upraven.

1.2.3 Imunitni systém pacientl s CF

U pacient s CF neni narusen ani jeden z téchto systému, ale v disledku mutace
CFTR genu pozmeénuijici vlastnosti hlenu a dalSich mechanismU souvisejicich s CF, jako je
napriklad mukocilidrni clearance, dochazi ke zménam zpUsobujicim nedostatecné
odstraniovani patogen(. To vede ke zvySené bakterialni kolonizaci v plicich a nasledné
infekci, se kterou imunitni systém téchto pacientd nedokaZe dostatecné bojovat.
Hromadéni fagocytujicich bunék v misté zanétu zplsobuje uvolfiovani DNA rozpadlych
bunék, coz dal zvysuje viskozitu hlenu, a jesté vic znemoznuje pohyb tfasinek. Nasledné
se opét zvysi bakteridlni adherence a tvorba biofilmu. Zanétlivé bunky také uvoliuji latky
(hlavné proteasy a rustové faktory) poskozujici okolni tkan. Tento kruhovy déj neustale

poskozuje plice pacientli s CF, a proto tito pacienti ¢asto potfebuiji transplantaci plic’Y72.
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1.3 Pseudomonas aeruginosa

Bakterie PA je bakterie zrodu Pseudomonas. Jednd se o gramnegativni,
nesporulujici, vétSinou obligdtné aerobni mikroorganismy (jako konecny akceptor
elektronl proto vyuziva kyslik) tycinkovitého tvaru, které jsou velmi rozsirené hlavné
v plidé, na rostlinach a ve vodnich zdrojich. Jejich velikost se pohybuje od 1-5 um
do délky a 0,5-1,0 um do Sirky. Je dualeZité zminit, Ze ne vSechny kmeny rodu
Pseudomonas jsou pohyblivé’3. Bakterie rodu Pseudomonas lze rozdélit do dvou skupin,
a to na fluorescentni a nefluorescentni. PA se fadi do prvni skupiny, pficemzZ ve vodé
produkuje Zlutozeleny pigment pyoverdin a pyocyanin s modrozelenou barvou.

Problémem u této bakterie je, Ze se snadno mnozi na vihkém misté, a to i ve sterilnim
prostiedi. PA se tedy casto vyskytuje i v nemocnicich, snadno se Sifi mezi organismy
a kolonizuje lidsky organismus — jedna se predevsim o kolonizaci sliznic, respiracniho
a gastrointestinalniho traktu. Tento mikroorganismus sice neni nebezpecny pro lidi
bez zdravotnich obtiZi, ale rozhodné predstavuje zdravotni riziko pro lidi svazinym
onemocnénim, jako je nap¥. CF”3.

PA nejlépe roste pfi teploté v rozmezi 37-42 °C a tvofi nékolik typa kolonii. Prvnim
typem jsou velké a hladké kolonie s plochymi okraji. Dalsim typem jsou malé, hrubé
a vypuklé kolonie s drsnymi okraji, a poslednim typem jsou mukoidni kolonie podilejici
se na tvorbé alginatu. Mukoidni kolonie se ziskavaji ze sekret(i pacientl napadenych PA,

ktefi trpi hlavné respiracnimi problémy. Tato forma je proto typicka pro pacienty s CF’>.

1.3.1 Virulentni faktory Pseudomonas aeruginosa

PA obsahuje a produkuje mnoZstvi virulentnich faktord, mezi které patfi biciky, pili,
lipopolysacharidy, alginat, siderofory a dalsi.

Flagella, fimbrie a pili jsou pritomny u vétSiny bakterii z rodu Pseudomonas. PA ma
jeden polarni bicik, ale ne vSechny kmeny této bakterie maji stejny typ biciku. Prvni typ
bic¢iku, casto oznacCovany a, byva glykosylovan a druhy typ, ktery se oznacuje jako b,
se na rozdil od prvniho typu obvykle vyznacuje fosforylaci tyrosinovych zbytkua. Pili typu
IV slouZi pfedevsim k bakteridlni adherenci, a tim i ke kolonizaci povrcha sliznic’®77.

Lipopolysacharid slouzi primarné jako ochrana bakteridlni buriky pred imunitnim

systémem hostitele, ale také se ¢ast lipopolysacharidu vaze na CFTR receptor hostitele,
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aby tak zajistil vstup bakterie do eukaryotické buriky a nasledné az do plic’’.

Jeden z nejdulezZitéjsich virulentnich faktorl je alginat souvisejici s jiz nékolikrat
zminénou tvorbou biofilmu. Alginat tedy chrani bakterii jak prfed imunitnim systémem
hostitele, tak i pfed antibiotiky’”’.

Siderofory jsou extrémné dulezité pro preziti bakterie v podminkach s malym
obsahem iont( Zeleza nebo v podminkach, kde se Zelezo nachazi v nerozpustné formé.
Mezi komplexni siderofory patfi napfiklad barvivo pyoverdin, které je potiebné pro
sekreci dvou virulentnich faktorl, a to exotoxinu A a proteasy PrpL. | kdyZ dalsi barvivo
produkované PA, pyocyanin, nepatfi mezi siderofory, radi se taky mezi virulentni faktory
PA, protoZe zvy$uje uvolfiovani interleukinu a tim i vnitrobunéény oxidacni stres’”.

Kromé vyse zminénych virulentnich faktord se nesmi zapominat ani na extracelularni
virulentni faktory. U PA byly zatim identifikovany tfi proteasy, konkrétné elastasa,
proteasa LasA a alkalicka proteasa. Tyto proteasy narusuji integritu hostitelskych bunék
degradaci strukturnich proteint extracelularniho matrixu a maji vliv i na imunoglobuliny
a sérové proteiny.

Mezi virulentni faktory PA patfi i rlzné exotoxiny a exoenzymy. Exotoxin A,
disulfidovymi mustky. Katalyzuje ADP-ribosylaci, coZ se projevi na inhibici syntézy
bunéénych proteinl hostitele. Exoenzym S a exoenzym T jsou extrabunécné toxiny
sekretované az po interakci bakterie s hostitelskou burikou. Exoenzym S také katalyzuje
ADP-ribosylaci, ale projevi se to misto inhibice syntézy protein( na stimulaci proliferace
lymfocyta’”.

Schopnost PA nicit tkdné ma na svédomi také komplex dvou fosfolipas C, jedné
esterasy vazané na vnéjSi membranu a jedné sekretované lipasy. Naruseni
mezibunécnych spojl zase zplsobuji rhamnolipidy.

Mezi dalsi vyznamné virulentni faktory PA patfi lektiny (viz. kapitola 1.3.2).

1.3.2 Lektiny PA

Lektiny patti mezi nejvyznamnéjsi virulentni faktory PA. Jsou to proteiny schopné
specificky rozpoznavat a vazat sacharidy. Jsou také schopné aglutinovat erytrocyty,

a kromé vlivu na patogenitu maji i cytotoxicky uginek na epitelové buriky plic’®. Lektiny

29



tedy maji hned nékolik klicovych funkci. Lektin PA-IIL (viz. niZze) primarné
zprostiedkovava adherenci bakterie na vysokofukosylované glykoproteiny hostitelskych
bunék, pricemz kvali rozdilné glykosylaci je hostitelem ¢asto pacient s CF. Sekundarni
funkci lektint je inhibice pohybu rasinek a tim i imobilizace hlenu. To nasledné vede k jiz
zminéné kolonizaci plic bakteriemi a tvorbé biofilmu. Bylo potvrzeno, Ze lektiny
se nachazi v cytoplasmé, periplasmé, na cytoplasmatické membrané i vnéjsi membrané
bakterialnich bunék’s-81,

U PA byly zatim popsany dva typy lektin(i — PA-IL (Pseudomonas aeruginosa lektin 1)
nazyvany téz LecA a PA-lIL (Pseudomonas aeruginosa lektin 1) nazyvany téZ LecB.
Oba lektiny maiji stejnou terciarni strukturu. Jednd se o proteiny slozené ze Ctyr
podjednotek. Obsahuji vazné misto pro sacharid a v ném zachyceny védpenaty iont. Jejich
primdrni struktura, velikost a specifita vii&i sacharidu je viak odli3nd®2. PA-IL je sloZen
ze 121 aminokyselin na podjednotku a jedna podjednotka ma priblizné 12,75 kDa. Cely
protein pak ma velikost 51 kDa. Vaze D-galaktosu a jeji derivaty srdznou afinitou.
Nejsilngji vaze o-D-galaktosu, slabéji B-D-galaktosu a nejslabéji vazie
D-N-acetylgalaktosamin®. PA-IIL je sloZen ze 114 aminokyselin na podjednotku a jedna
podjednotka ma priblizné 11,75 kDa. Cela bilkovina pak ma velikost 47 kDa. Vaze hlavné
L-fukosu a D-manosu, a v mensi mife vaze i dal3i sacharidy, napf. L-galaktosu®*. PA-IIL
ma na rozdil od PA-IL ve své struktufe aZ dva vapenaté ionty?2.

MnoZstvi obou lektinl se v pribéhu rlstu bakterialni kultury méni a zavisi nejen
na sloZzeni kultivatniho média, ale i na fazi rGstu bakterii®. P¥itomnost soli
a kvasinkového extraktu v ristovém médiu podporuje expresi PA-IL, zatimco pritomnost
peptonu a hovéziho extraktu podporuje expresi PA-IIL. Naopak, exprese obou lektinl je
potlacena pfitomnosti antibiotik v rdstovém médiu. Pro tuto bakalarskou praci je
pfitomnost lektinG v bakteridlni kulture dualeZitd, a proto je kultivace ukonéena az

ve staciondarni fazi, kdy jsou uz oba lektiny exprimovany?®e.
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2 Cil prace

Hlavnim cilem této bakalarské prace je otestovani vlivu trivalentnich inhibitor(
zalozenych na fukose na adherenci bakteridlniho kmene PAK (ST 1763)
na imortalizované bunky plicniho epitelu ziskané od zdravého jedince (NulLi-1) a od
pacienta s CF (CuFi-1). Pro dosaZeni tohoto hlavniho cile prace je nutné splnit nasledujici
dil¢i ukoly:

e Proméfit rastovou krivku PAK a porovnat ji sristovou kfivkou z predchozi

diplomové prace zamérené na tuto problematiku
e Ovérit expresi lektinu PA-IIL rGznymi kmeny bakterie PA
e Reprodukovat a pripadné optimalizovat barveni plicnich epitelidlnich
a bakterialnich bunék pomoci sloucenin PKH67 a PKH26

e Reprodukovat vysledky adherencnich testl se slepi¢imi anti-PA-IIL protilatkami
(1K1, 351, spojené frakce 3R1-8R1) uvedené v predchozich pracich

e Otestovat efekt trivalentnich inhibitor( na baze fukosy (LTS-18, LTS-38 a LTS-42)

na adherenci PAK na plicni epitelialni buriky
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3 Material a metody

3.1 Pouzité pristroje a material

3.1.1

Analytické vdahy DV215CD

Pristroje

Aparat pro horizontdlni pfenos Fast Blot B43

Autoklav Varioklav®

Centrifuga 5418 s rotorem FA-45-18-11
Centrifuga HERMLE Z 383 K s rotorem 220.86

Centrifuga Hettich Universal 320 R s rotorem #1324 a
adapterem #1483A
CO; inkubator MCO-170AICUV

Elektroforeticka aparatura Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Hlubokomrazici box Thorbi Primus TPU5086DCC
Inkubator I1B-01E

Inkubator s funkci tfepdni Multitron Pro

Inkubator s funkci tfepani ES-60

Laminarni box BIO 126

Laminarni box MB 120

Magneticka michacka KMO 2 basic

Mikroskop Motic AE31

Mikroskop Nikon Eclipse TE2002-U s programem NIS-
Elements AR 3.00

Mikrovinny autokldv Microjet

Mini centrifuga Spectrafuge™
Orbitalni tfepacka SHO-2D

pH metr HI-2211

Pipetovaci nastavec Pipetus

Predvazky 440-35A
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Ohaus, Svycarsko
Biometra, Némecko

H+P Labortechnik GmbH,
Némecko

Eppendorf, USA
HERMLE LaborTechnik, Némecko

Hettich Zentrifugen, Némecko

Panasonic Healthcare Co.,
Japonsko

Bio-Rad, USA

National Lab GmbH, Némecko
Jeio Tech, Korea

Infors HT, Svycarsko
MIUlab, Cina

Labox, CR

Labox, CR

IKA, Cina

Motic, Némecko

Nikon, Japonsko

The Rodwell Autoclave Company,
UK
Labnet, USA

Witeg, Némecko
Hanna Instruments, UK
Hirschmann, Némecko

KERN, Némecko



Sonikator Sonopuls HD 3100 Bandelin, Némecko

Spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro s Tecan, Svycarsko

programem i-control

Spektrofotometr Metash V-5000 Shangai Metash Instruments Co.,
LTD., Cina

Spektrofotometr Spektromom 195D Magyar Optical Miivek, Madarsko

Termoblok MINIB-100 Mini Dry Bath MIUlab, Cina

Vodni lazenn WNE 10 Memmert, Némecko

Vortex genius 3 IKA, Cina

Vykyvna tfepacka MR-1 Biosan Ltd., Lotyssko

Zdroj pro elektroforézu Bio-Rad, USA
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3.1.2 Material

2-merkaptoethanol

Akrylamid, bisakrylamid

Krali¢ci  protildtka (znaCena alkalickou
fosfatasou) proti slepi¢im IgG

BCIP/NBT Color Development Substrate

BEGM™ Bronchial Epithelial Cell Growth
Medium BulletKit™

Borax

Bromfenolova modf

BSA frakce V

Bunééné linie CuFi-1 a NuLi-1

Citrat

Coomassie Brilliant Blue R-250

Kolagen typu IV z lidské placenty

Desticky CellBind® 96 jamek

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dodecylsiran sodny (SDS)

dsGreen for Real-Time PCR (100x
koncentrovany)

D-Tube™ Dialyzer Mini-Maxi (6-8 kDa a 12—
14 kDa) dialyzac¢ni tuby

EDTA

Ethanol

Fetalni bovinni sérum (FBS)

Glycerol

Glycin

HCI

Injekéni stfikacka 1-20 ml

Isopropylalkohol

Jednorazové plastové sterilni pipety 1-25 ml

Kryozkumavky

Kultivaéni lahve 25125 cm?

Fluka, Svycarsko
Sigma, USA
Sigma, USA

Promega™, USA

Lonza, Svycarsko

Lachema, CR
Sigma, USA

Merck, Némecko
ATCC®, USA
Lach:Ner, CR

Sigma, USA

Sigma, USA
Corning, USA
Aplichem, Némecko
Sigma, USA

Lumiprobe, Némecko

Novagen®, USA

Lach:Ner, CR
Lach:Ner, CR
Lonza, Svycarsko
Lach:Ner, CR
Sigma, USA
Lach:Ner, CR

B. Braun, Némecko
PENTA, CR
Corning, USA
Corning, USA

TPP, Svycarsko;
VWR International, CR
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Kvasinkovy extrakt
Kyselina octova

LHC-9 medium

Methanol

Mikrozkumavky 0,2—2,0 ml
MgCl,

Multivalentni glykokonjugaty

NaCl

NaH;POs4 - 2 H,0

Na;HPO,4 - 12 H,0

NaOH

Nitrocelulosovd membrdéna (0,2 um)

Parafilm

PBS tablety (1 do 500 ml dH,0; pH 7,45)

Peha-Soft nitrilové rukavice bez pudru

Peroxodisiran amonny (APS)

PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Midi Kit
for General Cell Membrane labeling

PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Midi Kit
for general Cell Membrane Labeling

Plastové zkumavky 15 ml a 50 ml

Ponceau red

Precision Plus Protein Dual Color Standards

PVDF membréana Immobilon®-P5% (0,2 um)

Rekombinantni PA-IIL

Sterilni mikrofiltry 0,22 um

SuSené odtuénéné mléko

SYBR™ Green Il RNA Gel Stain (10,000x
koncentrovany roztok v DMSO)

Spicky

Thermo Scientific™ Oxoid™, UK

Lachema, CR

Gibco™ Invitrogen, UK

Lach:Ner, CR

Eppendorf, USA

Lach:Ner, CR

Mgr. Lenka Malinovska, Ph.D.; Narodni
centrum pro vyzkum biomolekul, PFF MU,
Brno, CR

Lach:Ner, CR

Lach:Ner, CR

Lach:Ner, CR

Lach:Ner, CR

Bio-Rad, USA

Bemis, USA

Gibco™ Invitrogen, UK

Hartmann, CR

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

TPP, Svycarsko

Loba Chemie, Rakousko

Sigma, USA

Merck, Némecko

Mgr. Lenka Malinovska, Ph.D.; Narodni
centrum pro vyzkum biomolekul, PFF MU,
Brno, CR

Merck Millipore, Némecko

Bio-Rad, USA

Invitrogen™, USA

Biohit, UK
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Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma, USA

Tris-base Sigma, USA

Tris-HCl Sigma, USA

Triton X-100 Sigma, USA

Trypanova modf 0,4% Sigma, USA

Trypsin-EDTA Solution 0,25% Sigma, USA

Trypton Thermo Scientific™ Oxoid™, UK Fluka,
Némecko

Whatman filtraéni papiry (Grade 3) Thermo Fisher Nalgene®, USA

Zmrazovaci kontejner Nalgene® Cryo 1 °C Sigma, USA
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3.2 Prace s tkanovymi kulturami

Adherence PA, nemukoidniho kontrolniho kmene PAK (ST 1763) byla studovana
ex vivo pomoci adherenénich bunéénych linii NuLi-1 (ATCC® CRL-4011™) a CuFi-1 (ATCC®
CRL-4013™), Jednd se o imortalizované buriky plicniho epitelu. Linie NuLi-1 pochézela
od zdravého darce, zatimco CuFi-1 byly izolovany z epitelu plic pacienta s CF nesouciho
nejrozsirené;jsi mutaci, F508del, na obou alelach CFTR genu.

S obéma bunécénymi liniemi se pracovalo v laminarnim boxu MB 120 v tkanové
laboratofi za dodrzeni ptisné aseptickych podminek. Jako protokol pro praci s danymi

tkdfovymi kulturami slouZily produktové listy®”:28,

3.2.1 Priprava kultivacnich nadob

Obé bunécéné linie byly péstovany v lahvich potazenych kolagenem typu IV z lidské
placenty. Rozpusténim lyofilizatu v 0,25 % kyseliné octové (narfedéné deionizovanou
vodou) pfi 4 °C byl ve sterilni sklenéné nadobé za obcasného promichani pfipraven
zasobni roztok kolagenu o koncentraci 0,9 mg/ml. Po jeho ¢astecném rozpusténi (asi po
4 hodinach) byl roztok zfedén deionizovanou vodou na vyslednou koncentraci kolagenu
60 pg/ml. Takto pripraveny roztok byl filtrovan pres 0,22 um filtr a nasledné nandasen
do kultivacnich lahvi tak, aby pokryl cely jejich povrch, tj. 1-2 ml roztoku kolagenu
na kazdych 25 cm? kultivaéniho povrchu. Takto pfipravené lahve byly inkubovény
v zapnutém lamindrnim boxu MB 120 alespon 18 hodin. Nasledné byl kolagen odstranén
a nadoby byly s pootevienym vickem otoceny dnem vzh(ru. V zapnutém laminarnim
boxu se susily 1-2 dny. Po vysuseni byly lahve 2—3x promyty ekvivalentnim mnozstvim
roztoku soli pufrovaného fosfatem (PBS) a dlkladné vysuseny (1-2 dny). Po vysuseni
bylo vicko zatdhnuto a zajisténo parafilmem. Pripravené nadoby byly skladovany

v uzavieném sacku pfi 4 °C a tésné pred pouzitim byl povrch opét promyt PBS.

3.2.2 Rozmrazeni bunécnych kultur

Kryovialky se zamrazenou bunéénou suspenzi a roztokem DMSO (kryoprotektivni
medium) byly den pred rozmrazenim presunuty z kapalného dusiku do boxu Thorbi

Primus TPU5086DCC s teplotou -80 °C v zmrazovacim boxu naplnéném isopropanolem.
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Na druhy den bylo nejdfiv pripraveno rdstové médium (LHC-9 nebo BEGM), které
bylo hned po pfipravé temperovano ve vodni lazni o teploté 37 °C. Nasledné, ihned
po vyjmuti z hlubokomraziciho boxu, byla bunécnd suspenze ve vialkach velmi rychle
(10 sekund az 2 minuty — vialky bylo nutné neustale kontrolovat, protoze DMSO je
pfi dlouhodobéjsi expozici pro buriky toxicky) rozmrazovana ve vodni lazni o teploté
37 °C. Takto rozmrazena bunécnd suspenze o objemu 1-2 ml byla prenesena do sterilni
plastové mikrozkumavky s objemem 15 ml a postupné k ni byl pridavan vzristajici objem

ristového média (podle tab. 1, str. 38) o stejné teploté.

Tab. 1: Postupné fedéni bunécné suspenze

Objem bunécné Pfidavek temperovaného média po minutach [ml]
suspenze [ml] 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 0,10 | 0,12 | 0,15 | 0,19 | 0,26 | 0,36 | 0,52 | 0,86 | 1,69 | 4,75
2 0,20 | 0,24 0,30 (0,38|0,52|0,72 | 1,04 | 1,72 | 3,38 | 9,50

Po pridani posledniho objemu byla bunéc¢na suspenze centrifugovana pri 1000 RPM
po dobu 5 minut (centrifuga Hettich Universal 320 R). Po oddéleni supernatantu byla
peleta resuspendovana v 1 ml média. Po resuspendaci byl odebran alikvot pro stanoveni
poctu a viability bunék. Ktomuto stanoveni byla pouZita trypanovd modf a postup
popsany v kapitole 3.2.5. Stanovenim poctu a viability bunék bylo potfebné ovérit
minimalni pocet bunék potiebny k nasazeni do kultiva¢ni lahve potazené kolagenem
typu IV s povrchem o velikosti 25 cm?. Minimalni podet bunék nasazovany do lahve se
u buné&énych linii NuLi-1 a CuFi-1 lii. U linie CuFi-1 odpovidd 1-3 - 10° bunék/cm?,
tj. 2575 - 10° bunék do lahve s povrchem o velikosti 25 cm? a u linie NuLi-1 odpovida
1,5-2 - 10* bunék/cm?, tj. 37,5-50 - 10* bunék do lahve o stejné velikosti. Po ovéFeni
minimalniho mnoZstvi bunék byly kultivaéni lahve o velikosti povrchu 25 cm? potazené
kolagenem typu IV naplnény 5 ml temperovaného média. Pro bunky je proces
rozmrazovani velmi naro¢ny a mnozstvi bunék tento proces nepreZije. Z tohoto dlivodu
bylo do kultivacnich lahvi nasazované vyssi nez minimalni mnozstvi bunék. V nasem
pripadé byl do kultivacni lahve prenesen cely zbytek bunééné suspenze a takto

pripravené buriky byly pak kontrolovany kazdy den.
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3.2.3 Kultivace bunécnych linii

Bunécné linie CuFi-1 i NulLi-1 byly kultivovany v CO; inkubdtoru MCO-170AICUV
pfi 37 °C a 5 % CO,. Obé linie byly péstovany v kultivacnich nddobach potaZenych
kolagenem typu IV zlidské placenty, které byly pfipraveny postupem popsanym
v kapitole 3.2.1. Pfiblizné po 4-5 subkultivacich (viz. kapitola 3.2.4) od rozmrazeni byly
buné&éné linie pfeneseny z kultivaéni lahve o velikosti povrchu 25 cm? do lahve o velikosti
povrchu 75 cm?, pozd&ji i do 150 cm?. Tyto lahve byly naplnény rGstovym médiem,
kterého objem odpovidal velikosti povrchu lahve, tj. 5 ml na kazdych 25 cm? kultivaéniho
povrchu. Pro dané bunécéné linie byly pouZivany 2 druhy rdstového média (LHC-9 nebo

BEGM) a rGstové médium bylo v lahvich ménéno kazdé 2-3 dny.

3.2.4 Subkultivace bunécnych linii

Subkultivace nazyvand také pasaz bunécénych linii byla provadéna, kdyz bunky
pokryvaly vétsSinu kultivacniho povrchu lahve, ale jesté nebyla vytvorena konfluentni
vrstva. Kuvolnéni bunék z kultivaéniho povrchu byl pouzivan roztok trypsin-EDTA
(0,25% trypsin/0,53 mM EDTA) temperovany na laboratorni teplotu.

Rastové médium inhibuje uUcinek pouzZivaného trypsin-EDTA, a proto k jeho
odstranéni z kultiva¢ni lahve byly buriky nejdfive promyty 2 ml PBS na kazdych 25 cm?
kultivacniho povrchu. Nasledné byl do kultiva¢ni lahve nanesen 1 ml temperovaného
trypsin-EDTA na kazdych 25 cm? kultivaéniho povrchu. Kultivaéni nddoba s bunéénou
linii @ danym objemem trypsin-EDTA byla inkubovdna po dobu 8 minut pfi 37 °C.
Po tomto ¢ase bylo uvolnéni bunék z kultivacniho povrchu zkontrolovano na mikroskopu
Motic AE31 a nasledné byla aktivita trypsin-EDTA zastavena 1% roztokem fetalniho
bovinniho séra (FBS) v PBS temperovanym na laboratorni teplotu. Pouzité mnozZstvi
1% roztoku FBS bylo ekvivalentni pouzitému mnozstvi trypsin-EDTA. Aby bylo dosazeno
oddéleni zbylych bunék od povrchu, byl povrch lahve nékolikrat oplachnut bunéénou
suspenzi. Pak byla celd bunécnd suspenze prevedena do centrifugacni zkumavky
a centrifugovdna 5-10 minut pfi 1000 RPM na centrifuze Hettich Universal 320 R.
Po odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovéna v 1-2 ml ristového média
temperovaného na 37 °C ve vodni lazni. Z takto pfipravené suspenze byl odebran alikvot

na stanoveni poctu a viability bunék podle postupu uvedeném v kapitole 3.2.5.
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Ze ziskaného poctu bunék bylo vypocteno, kolik bunécné suspenze je nutné prevést
do nové kultivacni lahve, aby tento pocet v pfipadé bunécné linie NuLi-1 odpovidal
mnozZstvi 1,5-2 - 10* viabilnich bunék na 1 cm? kultivaéniho povrchu a v pfipadé bunééné
linie CuFi-1 mnoZstvi 1-3 - 10° viabilnich bunék na 1 cm? kultivaéniho povrchu. Do novych
kultivacnich lahvi potazenych kolagenem typu IV zlidské placenty proplachnutych
pomoci PBS byl pfidan potfebny objem temperovaného média, ktery byl uveden
v kapitole 3.2.3. Do takto pripraveného média byl nanesen vypocteny objem bunécné

suspenze.

3.2.5 Stanoveni poctu a viability bunék

Do plastové mikrozkumavky o objemu 0,5 ml bylo preneseno 16 ul pouzivaného
rastového média a k tomu byly pridany 4 pl bunécné suspenze ziskané resuspendovanim
pelety v 1-2 ml rlistového média. Do této zkumavky bylo nasledné pridano 20 pl barviva
trypanovd modf, aby bylo dosazeno 10-nasobného zifedéni bunécné suspenze, a aby
bylo pod mikroskopem mozné rozeznat mrtvé bunky od Zivych (mrtvé buriky byly pod
mikroskopem vidét modfe, zatimco Zivé byly nenabarvené).

Po opatrném promichani bunécné suspenze bylo do Birkerovy komurky
(hemocytometr) preneseno 10 pl suspenze a bunky byly spocitany pod mikroskopem.
Bunky se pocitaly uprostred tfech ¢tvercl po uhlopficce a vidy na dvou hranach daného
¢tverce. Nasledné byl pocet bunék zprimérovan a vynasoben 10°, &imZ byl zjistén

vysledny pocet bunék v celé bunécéné suspenzi (1-2 ml).

3.2.6 Zamrazeni buné&cnych linii

Z bunécné suspenze pripravené postupem uvedenym v kapitole 3.2.4 byl odebran
alikvot na stanoveni pocCtu a viability bunék (viz. kapitola 3.2.5). Zbytek bunécné
suspenze byl centrifugovan 5—-10 min pfi 1000 RPM (Hettich Universal 320 R) a vznikl3a
peleta byla resuspendovana v kryoprotekénim médiu, které bylo pfipraveno z ristového
média LHC-9 nebo BEGM, dimethylsulfoxidu (DMSQ) a 100% FBS ve vysledném poméru
6 :1: 3. PouZity objem kryoprotekéniho média byl vypocitan tak, aby koncentrace bunék

odpovidala 1-5 - 10° viabilnich bunék na 1 ml. Takto pfipravena bunééna suspenze byla
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prenesena do vychlazenych kryozkumavek po 1-1,5 ml. Kryozkumavky byly nasledné
umistény ve vychlazeném zmrazovacim boxu naplnéném isopropanolem do -80 °C
na 24-48 hodin, aby dosSlo k postupnému zmrazovani vzork(. Po tomto Case byly
kryozkumavky uloZeny do kapalného dusiku, aby nedoslo ke ztraté jejich viability. Takto
skladované bunécné linie neztraci viabilitu i nékolik let, na rozdil od skladovani pfi
teploté -80 °C, kdy jiz po nékolika malo tydnech dochazi ke ztraté viability obou typ(

bunécnych linii.

3.3 Prace s Pseudomonas aeruginosa

Bakteridlni adherence byla studovana pomoci sbirkového (kontrolniho) kmene
bakterii PA oznacovaného PAK (ST 1763), ktery byl dlouhodobé uchovavan
v hlubokomrazicim boxu Thorbi Primus TPU5086DCC pri teploté -80 °C. Veskerd prace
s PA probihala v mikrobiologické laboratofi pfi dodrzovani aseptickych podminek,

primarné v laminarnim boxu BIO 126.

3.3.1 Kultivace PAK

Bakterialni kultura kmene PAK z hlubokomraziciho boxu Thorbi Primus TPU5086DCC
s-80 °C byla rozmrazena pfi laboratorni teploté. Do sterilni 100 ml Erlenmayerove bariky
bylo pfes 0,22 um filtr prefiltrovano 10 ml rlstového média. Pro kultivaci PAK bylo
pouzivano LB (Luria-Bertani) nebo ,,PS“ médium. Slozeni médii bylo nasledovné:

e PS médium: 1,6% (w/v) pepton, 1% (w/v) enzymaticky kaseinovy hydrolyzat,

0,5% (v/v) glycerol, 57 mM K;SOs, 15 mM MgCly; médium bylo pfipraveno
Ing. H. Bartofiovou z UZFG, AV CR

e [B médium: 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasinkovy extrakt, 171 mM NaCl

Do prefiltrovaného média bylo pridano 20 ul rozmrazené bakterialni suspenze PAK.
Takto pripravena Erlenmayerova banka byla uzaviena alobalem a bakterie byly
kultivovany 14 hodin pfi 37 °C za konstantniho tfepani (150 RPM, Infors HT Multitron
Pro nebo ES-60 MIUlab).
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3.3.2 Zamrazeni PAK

Bakteridlni kultura PAK kultivovdana postupem uvedenym v kapitole 3.3.1 byla
alikvotovédna po 200 pl. Ke kazdému alikvotu bylo pfiddno 200 ul kryoprotektivniho
média (40% (w/v) glycerol v PBS) prefiltrovaného pres 0,22 um filtr. Pfipravené alikvoty
o objemu 400 pl byly rychle zamrazeny v kapalném dusiku a nasledné skladovany

v hlubokomrazicim boxu Thorbi Primus TPU5086DCC s -80 °C.

3.3.3 Fotometricka kvantifikace bakterii

Bakterie byly kvantifikovany pomoci méreni optické denzity (zdkalu) vzorku
pfi vinové délce 600 nm (ODeoo) na spektrofotometru Metash V-5000. Koncentrace
bakterii ve vzorku byla zjisténa prepoctem ODegoo podle vztahu, na zakladé kterého

ODgoo = 1,000 odpovida 6 - 102 bakterii v 1 ml vzorku®.

3.3.4 Proméreni rastove kfivky PAK

Po rozmraZeni bakteridlniho kmene PAK byl sledovan rist této kultury v PS médiu
pfi 37 °C za konstantniho tfepani (150 RPM, Infors HT Multitron Pro) po dobu 17 hodin.
Pravidelné, vidy po uplynuti urcitého casového intervalu byl odebran alikvot
bakterialni kultury a na spektrofotometru METASH V-5000 byla promérena jeho opticka
denzita pri 600 nm. Jako slepy vzorek slouZilo dané rlistové médium s nulovou
koncentraci bakterii. Vysledna rlstova krivka byla znazornéna jako graf zavislosti

log(ODeoo) na Case.

3.3.5 Elektroforesa

Roztok pouzity pro pFipravu vzorku:
e Vzorkovy pufr: 0,25 M Tris/HCl; 8% (w/v) SDS; 20% (v/v) 2-merkaptoethanol;
0,004% (w/v) bromfenolova modf; 40% (v/v) glycerol; pH 6,8
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Postup pripravy vzorkt pro elektroforesu:

Bakterialni kultura byla kultivovana (podle postupu z kapitoly 3.3.1) za konstantniho
trepani (150 RPM, Infors HT Multitron Pro) 14 hodin pfi 37 °C. Po ukonceni kultivace byla
centrifugovana 5 min (5 000 RPM, HERMLE Z 383 K). Peleta byla 3x centrifugacné
promyta 5 ml destilované vody (vZdy 5 min, 5 000 RPM, HERMLE Z 383 K). Po poslednim
promyti byla spektrofotometricky stanovena koncentrace bakterii v kulture (viz. kapitola
3.3.3). Pfi pripravé vzork( nékolika kmend PA byl z bakteridlnich suspenzi odebran do
centrifugacnich zkumavek vidy stejny objem suspenze PA o koncentraci 6 - 102 PA/ml,
aby bylo dosazeno uniformniho mnozstvi bakterii ve vzorcich. Nadobky s jednotnym
mnozZstvim bakterii byly opét centrifugovany (10 min, 5 000 RPM, HERMLE Z 383 K).
Peleta byla resuspendovana v destilované vodé (1 ml destilované vody na 7,8 - 10° PA).
Vzorky byly povareny 10 min pti 100 °C (termoblok MINIB-100 Mini Dry Bath) a nasledné
sonikovany (amplituda 50 %, 2 min, 15s pulsy, sonikator Bandelin sonopuls, sonda
MS 73). Po sonikaci byly vzorky opét povareny 10 min pti 100 °C (termoblok MINIB-100
Mini Dry Bath), centrifugovany 5 min pfi 10 000 RPM (Eppendorf 5418) a supernatant
byl alikvotovan po 150 pl. Alikvoty byly uchovany pfi-20 °C.

Tésné pred elektroforesou byl alikvot rozmrazen a bylo k nému pfidano 50 pl
4x koncentrovaného vzorkového pufru. Takto pfipraveny vzorek byl opét povaren 10 min
pfi 100 °C (termoblok MINIB-100 Mini Dry Bath), pro odstfedéni kondenzované vody
z vitka byl kratce centrifugovan (mini centrifuga Spectrafuge™) a nasledné vortexovan
(vortex genius 3). Do gelu byl nanasen v objemu 15 pl/jamka.

Jako standard pro elektroforesu a nasledny ,Western Blotting” byl pouZit
rekombinantni PA-IIL poskytnuty Mgr. Lenkou Malinovskou, Ph.D. (Narodni centrum pro
vyzkum biomolekul, PFF MU, Brno). Ke 20 ul roztoku PA-IIL o koncentraci 1 mg/ml bylo
pridano 55 ul deionizované vody a tento roztok byl nasledné fedén 4x koncentrovanym
vzorkovym pufrem, povaren pfi 100 °C 10 min (MINIB-100 Mini Dry Bath), centrifugovan

(Spectrafuge™), vortexovan a nanasen do jamek gelu v mnozstvi 3 pg/jamka.

Elektroforesa:
Elektroforesa v polyakrylamidovém gelu jakozto elektromigraéni metoda probihajici
v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS) se pouZiva k rozdéleni smési protein(i podle

jejich molekulové hmotnosti. Jednotlivé proteiny putuji (separuji se) v gelu rychlosti
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pfimo umérnou jejich zapornému naboji, ktery odpovidda molekulové hmotnosti

konkrétniho proteinu. Zdporny ndboj proteiny ziskavaji pravé diky SDS®.

Gely a pouzité roztoky:

15% separacni gel: 5,0 ml pufr A; 5,0 ml polymeracni roztok A; 100 pl roztok APS;
10 pl TEMED

4% zaostrovaci gel: 3,5 ml pufr B; 533 ul polymeracni roztok B; 80 ul roztok APS;
4 pl TEMED

Pufr A: 0,375 M Tris/HCl; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,8

Polymeracni roztok A: 30% (w/v) akrylamid; 0,8% (w/v) BIS v pufru A

Pufr B: 0,125 M Tris/HCI; 0,1% (w/v) SDS; pH 6,8

Polymeracni roztok B: 30% (w/v) akrylamid; 0,8% (w/v) BIS v pufru B

Roztok APS: 10% (w/v) peroxosiran amonny v destilované vodé

Elektrodovy pufr: 0,192 M glycin; 0,025 M Tris/HCI; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3
Prenosovy pufr: 0,025 M TRIS/HCI; 0,192 M glycin; 10% (v/v) methanol; pH 8,3
Barvici roztok: 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250; 9,2% CH3;COOH;
46% (v/v) ethanol

Barvici roztok Ponceau red: 0,5% (w/v) Ponceau red; 1% (v/v) CH3COOH
v destilované vodé

Odbarvovaci roztok: 10% (v/v) CH3COOH; 25% (v/v) ethanol; destilovana voda

Postup:

Skla pro pfipravu gell o sile 1 mm byla ddkladné vycisténa a odmasténa ethanolem.

Po slozeni elektroforetické aparatury byl pfipraven roztok pro 15% separacni gel. Mezi

skla bylo nalito pfiblizné 5 ml tohoto roztoku, ktery byl pfevrstven destilovanou vodou.

Naslednd polymerace probihala priblizné 40 minut. Po skonceni polymerace a ptipravé

4% zaostfovaciho gelu byla destilovana voda odstranéna a mezi skla byly pridany

priblizné 2 ml roztoku pro zaostrovaci gel, do kterého byl okamzité vlioZzen 15-jamkovy

hieben o sile 1 mm. Polymerace zaostfovaciho gelu probihala pfiblizné 30 minut. Po

jejim ukonceni byla skla s gelem vloZzena do aparatury s elektrodami a ze zaostfovaciho

gelu byl opatrné vytazen hifeben. Mezi skla a do vany elektroforetické aparatury byl nalit
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elektrodovy pufr. Do jamek gelu byl nanesen marker molekulové hmotnosti (Precision
Plus Protein Dual Color Standards; Bio-Rad) o objemu 5 pl/jamka, standard PA-IIL
v mnozstvi 3 pg/jamka a pripraveny vzorek smési proteint PA (popsano v sekci postup
pripravy vzork(l pro elektroforesu) o objemu 15 pl/jamka. Po pfipojeni aparatury
ke zdroji napéti probihala elektroforesa pti 150 V 90-120 minut. Po jejim ukonceni byl
elektrodovy pufr z vany wylit, skla byla po odstranéni z aparatury oddélena od sebe
a zaostiovaci gel byl utiznuty od separacniho gelu. Separacni gel byl oznacen nafiznutim,
kratce promyt nepouzitym elektrodovym pufrem, destilovanou vodou a 3x 5-10 minut
prenosovym pufrem na orbitalni tfepaéce Witeg SHO-2D (55 RPM). Po promyti byl

proveden ,,Western Blotting” s ndslednou imunodetekci.

3.3.6 ,Western Blotting" s naslednou imunodetekci

Pouzité roztoky:
e PBS Triton X-100: 0,134 M NaCl; 1,8 mM Na;HPQ4:12 H,0; 1 mM NaH,P04-2 H,0;
0,3% (v/v) Triton X-100; pH 7,2

e Blokovaci roztok: 5% (w/v) roztok odtuénéného mléka v PBS Triton X-100

Postup:

Po proméreni velikosti gelu byly vysttizeny platky filtracniho papiru Whatman 3 a
nitrocelulézova (NC) nebo PVDF membrana o stejné velikosti. NC membrana, stejné jako
filtracni papirky, byla pred elektroprenosem jen smocena v pfenosovém pufru. PVDF
membranu je na rozdil od NC nutné aktivovat smocenim v methanolu po dobu 30 vtefin
a nasledné ji promyt pfenosovym pufrem 3x 10 min za tfepani (55 RPM, Witeg SHO-2D).

Na anodu aparatury pro horizontalni prenos (Biometra Fastblot B43) byl umistén
»,sandwich“ sloZzeny z jednotlivych vrstev namocenych v pfenosovém pufru. Na 3 filtraéni
papirky byla polozena NC/PVDF membrana, na ni byl poloZzen promyty gel a na néj byly
opét polozeny 3 filtracni papirky. Kazda vrstva byla pro odstranéni bublin vidy jemné
uvalend valeckem. Po vytvoreni ,,sandwich” byla aparatura uzaviena priklopenim katody
a zatizend. Na zdroji byl nastaven proud [mA] odpovidajici plose gelu [cm?] vyndsobené
hodnotou 0,8. Pfi téchto parametrech probihal elektroprenos prvnich 10 minut. DalSich

45 minut probihal elektroprenos za konstantniho proudu [mA] odpovidajicim ploSe gelu
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[cm?] vyndsobené hodnotou 2,0. Po ukonéeni elektropfenosu byly gel i membrana
promyty destilovanou vodou. Gel byl nasledné vlozen do barviciho roztoku pftiblizné
na 1 hod a nasledné byl odbarvovan. Membrana byla obarvena roztokem Ponceau red
pro vizualizaci proteinovych zén. Po jejim nasledném promyti destilovanou vodou byla
membrana jeSté 3x promyta roztokem PBS Triton X-100. Po promyti byla
za konstantniho trepani (55 RPM, Witeg SHO-2D) inkubovadna 1 hod s blokovacim
roztokem pfi laboratorni teploté nebo pres noc pti 4 °C. Nasledné byla membrana
za konstantniho tfepani (55 RPM, Witeg SHO-2D) inkubovana s roztokem primarni
(specifické nebo kontrolni) protilatky v blokovacim roztoku 2 hod pfti laboratorni teploté.
Koncentrace protilatky vdaném roztoku byla 0,03 mg/ml. Po inkubaci s primarni
protilatkou byla membrdna 3x promyta 10 ml blokovaciho roztoku a nasledné byla
za konstantniho trepani (55 RPM, Witeg SHO-2D) inkubovédna 1 hod sroztokem
sekundarni protilatky v blokovacim roztoku, ktery byl ptipraven z 2,5 ul krali¢i protilatky
(znacené alkalickou fosfatasou) proti slepi¢im IgG a z 10 ml blokovaciho roztoku. Po této
inkubaci byla membrana 3x promyta 10 ml blokovaciho roztoku a 3x roztokem
PBS Triton X-100. Po promyti byla membrana inkubovédna s vyvoldavacim roztokem
pripravenym z AP pufru o pH 9 (5,0 ml), BCIP (16,5 ul) a NBT (33,0 ul). Pro zastaveni
reakce byla membrana prenesena zvyvoladvaciho roztoku do destilované vody.

Po vysuseni mezi filtracnimi papirky byla membrana zdokumentovana digitalizaci.

3.4 Fluorescencni znaceni bunék

Pro znaceni plicnich a bakteridlnich bunék byla pouzita fluorescencni barviva PKH.
Jednd se o barviva rozpustna v Diluentu C, kterd se trvale inkorporuji do bunécné
membrany. Inkorporaci do membrany bunék jim umoziuiji jejich alifatické fetézce.

Adherenci bakteridlnich bunék na plicni epitelidini burnky lze pozorovat diky
fluorescenciv rliznych ¢astech spektra. Plicni bunky byly zna¢eny pomoci barviva PKH67,
zatimco na oznaceni bunék PAK bylo pouZito barvivo PKH26. Tato barviva se lisi
excitatnim i emisnim maximem. Barvivo PKH67 fluoreskuje v zelené ¢asti spektra
a vyrobce udava excitacni maximum pfi vinové délce 490 nm a emisni pti 502 nm,
zatimco PKH26 fluoreskuje v Zluto-oranzové cCasti spektra a podle vyrobce je jeho

excitaéni maximum 551 nm a emisni maximum 567 nm.
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Fluorescencni znaceni obou typd bunék bylo provadéno na zakladé produktovych

listd barviv PKH67 a PKH26 a diplomové prace Mgr. Libu$e Noskové®=23,

3.4.1 Fluorescencni znacCeni plicnich epitelialnich bunék

pomoci slouceniny PKHG67

Pred fluorescen¢nim znacenim bunécnych linii byly bunky prevedeny do bunécné
suspenze subkultivaci (viz. kapitola 3.2.4). Po odebrani mnoizstvi bunék potfebného
na barveni byly tyto buriky centrifugovany 5—-10 min pfi 1000 RPM na centrifuze Hettich
Universal 320 R a nasledné byly centrifugacné promyty 5 ml PBS (5—10 min, 1000 RPM,
Hettich Universal 320 R). Po promyti byla peleta obsahujici pfiblizné 4,8 - 10° bunék
resuspendovana ve 250 pl Diluentu C a k takto pfipravené bunécné suspenzi byl pridan
stejny objem 8 uM roztoku barviva PKH67 v Diluentu C, ktery byl pfipraven tésné pred
pridanim k bunécéné suspenzi. Po peclivém promichdani pipetou probihala inkubace
5 minut za tmy (pod alobalem) v CO; inkubatoru MCO-170AICUV pfi 37 °Ca 5 % COa.

Po inkubaci bylo barveni plicnich bunék zastaveno pridavkem ekvivalentniho
objemu 1 % FBS. Po promichani byla suspenze centrifugovana (10 min, 1000 RPM,
Hettich Universal 320 R). Po odstranéni supernatantu byla peleta opét centrifugacné
promyta (5 min, 1000 RPM, Hettich Universal 320 R) nejdfive 5 ml ristového média
BEGM nebo LHC-9 a nésledné jesté 2x po 1 ml. Po zavérec¢ném centrifugacnim promyti
byla peleta resuspendovana v 1-2 ml ristového média a z takto pfipravené bunécné
suspenze byl odebran alikvot na pocitani nabarvenych bunék (viz. kapitola 3.2.5).

Fluorescence nabarvenych bunék byla proméfena za pouziti cerné desticky
s prihlednym dnem (Corning 96 CellBind® Black Polystyrol (COS96fb)) na pfistroji Tecan
Infinite M200 Pro za poufziti programu i-control. Pro méreni relativni fluorescence byla
nastavena optimalizovana excitacni vinova délka 470 nm a emisni vinova délka 505 nm.
Parametr ,gain“ byl nastaven na hodnotu 140. Fluorescence v jamkach desticky byla
promérena vicenasobné (vyplnény ¢tverec 3x3) se zaznamem zespodu. Nasledné byla
fluorescence zkontrolovana i na mikroskopu Nikon Eclipse (filtr 31001 FITC C87701)
TE2002-U za pouziti programu NIS-Elements AR 3.00.
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3.4.2 Fluorescencni znaceni bunék bakterii Pseudomonas

aeruginosa
Bakterialni kultura PAK byla po 14 hodinach kultivace v PS/LB médiu centrifugovana
5 min pfi 12 000 RPM (Eppendorf 5418). Vzniklé pelety byly resuspendovany v PBS
a na pristroji Metash V-5000 byla promérena opticka denzita pti 600 nm (ODsgo),
na jejimz zakladé byla stanovena koncentrace bakterii ve vzorku. Z bakterialni suspenze
o koncentraci 6 - 108 PA/ml (ODsoo = 1,000) bylo odebrdno mnoZstvi bakterii potfebné

pro barveni a toto mnozstvi bylo centrifugovano (5 min, 12 000 RPM, Eppendorf 5418).

Optimalizace barveni:
Nejdrive byly bakteridlni bunky PAK barveny zplUsobem popsanym v diplomové
praci®® a nasledné byly testovany riizné podminky barveni:
e Sonikace barviva PKH26°
e Vy33i/ nizsi teplota centrifugace®
e Nahrada Diluentu C 50% DMSO
e Poutziti 2 rGznych rdstovych médii pro kultivaci PAK: PS médium / LB médium
e Zména podminek kultivace:
o Kultivace bakteridlni kultury PAK pfi 180 RPM bez pfistupu vzduchu
o Kultivace bakteridlni kultury PAK odebrané z roztéru PAK na agarové
plotné priblizné po 24 hodinach inkubace pfi 37 °C
e Zaména PBS za Tris-HCl / Tris-HCI s EDTA / citrat-boraxovy pufr o rizném pH
a slozeni:
o Tris-HCl pufr (pH 7,4): 20 mM Tris baze; voda; HCl (na upravu pH)
o Pufr Tris-HCl s EDTA (pH 7,4): 10 mM EDTA; Tris-HCI pufr (pH 7,4)
o Citrdt-boraxovy pufr (pH 5; 7; 9): 50 mM citrat; 50 mM borax; destilovana
voda; HCl nebo NaOH (na upravu pH)
e Kultivace bakteridlni kultury PAK s ristovym médiem v pfitomnosti 1 mM EDTA®®
e Nihrada slouéeniny PKH26 za SYBR Green 11° a Diluentu C za destilovanou vodou
(pouzity roztok byl pfipraven narfedénim 10 000x koncentrované slouceniny

SYBR Green Il destilovanou vodou)
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e Néahrada slou¢eniny PKH26 za dsGreen®’
e Pouziti 10-ndasobného mnoiZstvi barviva PKH26 aj Diluentu C (v porovnani
s pfedchozi préaci®) / 10-ndsobné koncentrace barviva PKH26 v Diluentu C*®
Barveni PAK pod vlivem rliznych podminek bylo vidy porovnano s obarvenim PAK
provedenym podle postupu uvedeného v diplomové praci®® a zkontrolovédno

na fluorescenénim mikroskopu.

Postup fluorescenéniho znaceni bunék PAK pomoci slouceniny PKH26:

Po optimalizaci barveni byly bakterialni buniky PAK fluorescen¢né znaceny barvivem
PKH26 tak, Ze nejdfive byla vznikla peleta po odstranéni supernatantu resuspendovana
v Diluentu C (25 pl Diluentu C na 6 - 108 PA). Po diikladném promichani pres $picku pipety
bylo k této bakteridIni suspenzi pfidano ekvivalentni mnoZstvi (25 pl na 6 - 10% PA)
Cerstvé pripraveného roztoku barviva PKH26 v Diluentu C, ktery byl pfipraven smisenim
4 ul zasobniho roztoku PKH26 a 21 pl Diluentu C. Po pfidani roztoku barviva v Diluentu
C k bakteridlni suspenzi byla vzniklda smés dikladné promichana Spickou pipety
a inkubovana 30 minut za tmy (pod alobalem) pti 37 °C v inkubatoru IB-01E. Po inkubaci
bylo barveni bakteriadlnich bunék zastaveno pridavkem ekvivalentniho mnozstvi 1% FBS
v PBS. Po promichani byla smés centrifugovana 10 min pfi 13 000 RPM (Eppendorf 5418)
a peleta byla resuspendovana v 1 ml PBS. Centrifugacni promyti bakteridlnich bunék
bylo zopakovano jesté 4x (nejdiive 10 min pfi 13 000 RPM a pak 3x 5 min pti 12 000
RPM). Po posledni centrifugaci byly pelety resuspendovany v 1-2 ml PBS. Opét bylo
promeéreno ODeoo, ¢imZ byla zkontrolovana koncentrace bakterii v suspenzi. Pokud
koncentrace neodpovidala (tj. ODsoo byla vétsi nez 1,000), ke smési byl pfidan potrebny
objem PBS tak, aby optickd denzita pti 600 nm byla rovna jedné.

Vysledna fluorescence byla promérena na pfistroji Tecan Infinite M200 Pro pfi
optimalizované vinové délce excitace 522 nm a emise 569 nm. Pro vrchni vicendsobné
méreni v 96-jamkové cCerné desticce s prihlednym dnem (Corning 96 CellBind® Black
Polystyrol (COS96fb)) byl nastaven parametr ,gain“ 160, pozice Z 17 000 a vyplnény
¢tverec 3x3. Fluorescence byla zhodnocena také vizualné na mikroskopu Nikon Eclipse

(filtr 31002 Rdil C87702) za poutziti programu NIS-Elements AR 3.00.
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3.5 Adherencni test

Po fluorescen¢nim oznaceni (viz. kapitola 3.4.1) a spocitani bunéénych linii CuFi-1
a NulLi-1 (viz. kapitola 3.2.5) byly bunécné suspenze naredény rlistovym médiem BEGM
nebo LHC-9 temperovanym na 37 °C na koncentraci 5,6 - 10> bunék/ml a z takto
naredéné suspenze bylo do jamek 96-jamkové Cerné desticky s prihlednym dnem
(Corning 96 CellBind® Black Polystyrol (COS96fb)) aplikovano po 150 ul, aby vysledné
mnozZstvi bunék odpovidalo 8,4 - 10* bunék/jamka. Analogicky byly pro kontrolu barveni
do nékolika jamek pridany i fluorescencné neoznacené buriky. Burniky byly ponechany
k inkubaci za tmy (pod alobalem) v CO; inkubatoru MCO-170AICUV pfi 37 °Ca 5 % CO;
po dobu 42-45 hodin, aby doslo k regeneraci bunék (jejich povrchovych struktur)
po fluorescen¢nim znaceni a jejich adherenci na povrch jamky.

Adherencni test byl provadén s protilatkami nebo glykoklastrami. Pfi pouziti
protilatek bylo nutné nejdrive zjistit koncentraci zasobniho roztoku protilatky a provést
dialyzu nasledovnym postupem. Protilatka byla 5 min centrifugovana pti 10 000 RPM
(Eppendorf 5418). Ze supernatantu bylo odebrano mnozstvi nafedéné podle potreby
tak, aby promérena absorbance (280 nm, Spektromom 195D) byla mensi nez 1,000.
Z vysledné hodnoty absorbance a koeficientu 1,094 byla pak vypocitana koncentrace
zasobniho roztoku protilatky podle vztahu ¢ [mg/ml] = Azso - fedéni - 1,094. Zasobni
roztok protilatky byl nafedén na 1-2 ml roztoku o koncentraci 3-4 mg/ml pomoci
dialyzacniho pufru (PBS), ktery byl pfipraven z 10 | destilované vody; 78,5 g NaCl; 6,5 g
NazHPO4 - 12H,0 a 1,5 g NaH;PO4 - 2H,0. Takto ptipraveny roztok protilatky v dialyzaéni
nadobce byl dialyzovan proti 10 litrdm PBS za konstantniho michani na magnetické
michacce pres noc pfi 4 °C. Na druhy den byla opétovné promérena absorbance
dialyzovaného roztoku protilatky a koncentrace byla upravena na 2,5 mg/ml.

Nasledujici den po aplikaci plicnich bunék do jamek desticky byla kultura PAK
skladovana pfi -80 °C rozmrazena pfi laboratorni teploté. Po naockovani 20 ul kultury do
10 ml PS nebo LB média (pfi zaplnéni 10 % Erlenmayerovy bariky) byla takto pfipravena
bakteridlni suspenze ponechana ke kultivaci (podle kapitoly 3.3.1) za konstantniho
trepani. Kultivace probihala pfi 37 °C a 150 RPM 14 hodin (Infors HT Multitron Pro).

Po ukonceni kultivace byly bakterie kvantifikovany (viz. 3.3.3), fluorescencné

oznaceny (viz. kapitola 3.4.2) a pouZity pro pfipravu zasobnich suspenzi pro experiment.
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Byly ptipraveny 2 typy zasobnich suspenzi — suspenze bez multivalentniho inhibitoru
(neosetrené buriky) a suspenze s multivalentnim inhibitorem (oSetfené bunky). Pouzité
objemy jednotlivych suspenzi odpovidaly vyslednému objemu (poctu) jamek, do kterych
byla dana suspenze aplikovana v mnozstvi 50 pl suspenze/jamka. Objemy jednotlivych
sloZzek suspenze byly propoéitany tak, aby mnoZstvi PAK odpovidalo 8,4 - 10° PAK/jamka,
vyslednd koncentrace glykoklastru v suspenzi se pohybovala v rozmezi 0-500 uM, a tedy
pouzity objem glykoklastru byl zavisly na koncentraci zasobniho roztoku glykoklastru, na
vysledné koncentraci glykoklastru a vysledném objemu (poctu) jamek, do kterych byla
tato suspenze aplikovana. Kazdd suspenze byla do vysledného objemu doplnéna PBS.

Pfipravené zasobni suspenze byly inkubovany 30 minut za tmy (pod alobalem) pfi
laboratorni teploté. BEhem inkubace bylo z jamek desticky z prvniho dne odsato rlistové
médium a bunky adherované na povrch jamek byly 3x promyty PBS (nejdfive 1x 150 pl
a pak 2x 100 pl). Po 30-minutové inkubaci byly zasobni suspenze PAK aplikovany
do jamek desticky v objemu 50 pl/jamka a jamky se suspenzi byly inkubovany 2 hodiny
za tmy (pod alobalem) pfti laboratorni teploté. Po inkubaci byly nenavazané bakterie
odstranény promytim PBS (1x 150 pl a 2x 100 pl). Po poslednim promyti byly bunécné
linie s navazanymi bakteriemi prevrstveny 100 ul PBS, aby nedoslo k jejich vysuseni.
Pro kontrolu barveni byly do nékolika jamek bez epitelidlnich plicnich bunék aplikovany
fluorescenéné oznacené bakteriadlni buriky a do nékolika jamek bez epitelialnich plicnich
bunék oznagené bakteridlni buriky ve stejném mnozstvi, tj. 8,6 - 106 PAK/jamka a objem
v jamce byl doplnén pomoci PBS do 100 pl.

Ihned po promyti a prevrstveni bunék vjamkach byla mérena fluorescence
na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro za pouziti programu i-Control. Vzdy byla
mérena nejdrive fluorescence bakterii (PKH26), pak fluorescence bunék (PKH67)
a z jejich vzajemného poméru byla nakonec ziskana relativni fluorescence. Pro méreni
byly pouzity nasledujici parametry:

e PKH67: Ex/Em = 470/505 nm, spodni Cteni desticky, vicendasobné c¢teni jamky

(vyplnény ctverec 3x3 pro 96-jamkovou desticku), ,gain“ nastaven na hodnotu
140

e PKH26: Ex/Em = 522/569 nm, vrchni c¢teni desticky (pozice Z = 17 000),

vicendsobné cteni jamky (vyplnény c¢tverec 3x3 pro 96-jamkovou desticku),

»8ain“ byl nastaven na hodnotu 160
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Preparaty plicnich bunécénych linii s adherovanymi PAK byly na zavér zkontrolovany
za pouziti programu NIS-Elements AR 3.00 a mikroskopu Nikon Eclipse. Pro bakterialni
a plicni epitelidIni bunky byly pouzity odlisné filtry:

e Bakteridlni buriky (PKH26): 31002 Rdil C87702

e Plicni epitelialni buriky (PKH67): 31001 FITC C87701q
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4 Vysledky
4.1 Rustova krivka PAK

Pro sledovani rlstu bakteridlni kultury PAK kultivované v PS médiu byly kazdou
hodinu béhem 17 hodin odebirany alikvoty této kultury a proméreny ODggo. RUstova

kfivka je znazornéna jako zavislost log(ODeoo) na Case (obr. 4.1, str. 53).
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-0,5

log(ODgqo)

-1,5

-2

Cas [h]

Obr. 4.1: Rastova kfivka PAK. Byl studovan rlst bakteridlni kultury PAK v PS médiu a vysledna
kfivka byla zndzornéna jako zavislost log(ODsoo) na Case.

4.2 Elektroforesa a ,Western Blotting®

Dale bylo dllezité zjistit, zda a za jakych podminek (médium, bakteridlni kmen)
bakterie produkuji PA-IIL, ktery je jednim z rozhodujicich faktord pro jejich adherenci
na epitelidlni bunky. Proteiny obsaZzené v bakteridlnim lyzatu rdznych kmenG PA
kultivovanych v PS nebo LB médiu 14 hodin byly separovany pomoci SDS-elektroforesy.
Po nasledném prenosu protein( z gelu na membranu byla provedena imunodetekce

exprimovaného lektinu PA-IIL. Vyvoland membréna je zobrazena na obr. 4.2 (str. 54).
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Obr. 4.2: NC membrana po imunodetekci lektinu PA-IIL. Byla studovana exprese PA-IIL v kultufe
raznych kmend PA s vyuZitim primdrni (slepici protilatka — frakce ziskana po imunizaci (S8)
o koncentraci 30 pg/ml) a sekundarni protilatky (krali¢i protilatka (znadena alkalickou
fosfatasou) proti slepic¢im IgG fedéna v poméru 1 : 4000). Bakterie byly kultivovany v LB (sloupec
A aZ E) nebo PS (sloupec F) médiu v Erlenmayerové barce pfi 37 °C za konstantniho tfepani
(150 RPM, Infors HT Multitron Pro) po dobu 14 hodin. Jako standard slouZil rekombinantni
PA-IIL. Na membrané se vzorky nachdzi v poradi: A = standard PA-IIL; B = PAK (kultivovdno
v LB médiu); C = PAK (kultivovdno v PS médiu); D = RH813; E = PACF; F = PA1022. K detekci byla
pouzita protilatkova frakce po imunizaci — S8.

4.3 Barveni bunék Pseudomonas aeruginosa

Z dvodu neuspésnosti barveni bunék PAK zplsobem popsanym v diplomové praci
Mgr. Michaely Vaskové®® bylo pFistoupeno k testovdni rliznych podminek barveni.
Obarveni PAK bylo vZdy zkontrolovano na fluorescenénim mikroskopu. Reprezentativni
mikroskopické snimky znazorfujici barveni PAK jsou zobrazeny na obr. 4.3 (str. 55).

Na zakladé méreni fluorescence nebo mikroskopického pozorovani lze fict, ze
na barveni PAK neméla vliv sonikace, teplota centrifugace, zména rdstového média,
kultivace bakterialni kultury PAK odebrané po inkubaci na agarové plotné, ndhrada PBS
za Tris nebo citrat-boraxovy pufr ani barveni pomoci dsGreen.

Na obarveni PAK mélo mirny vliv pouziti 50% DMSO jako rozpoustédla pro barvivo
PKH26, kultivace pfi 180 RPM bez pfistupu vzduchu a pouziti EDTA (at uz ve formé Tris-
EDTA pufru jakoZzto nahrady za PBS nebo jeji pritomnost v rlistovém médiu pfi kultivaci

PAK za béZznych podminek (viz. kapitola 3.3.1)).
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Uspé$né se podafilo buriky PAK nabarvit pomoci 100x koncentrované slouceniny
SYBR Green I, ale barvivo se postupné z bakteridlnich bunék uvolnovalo a znacilo i plicni
bunky pouzité v adherencnim testu. Bylo proto pro ucely této prace vyhodnoceno jako
nevhodné. Nejvétsi uspéch byl zaznamendn pfi pouziti 10x vyssSiho mnozstvi barviva
PKH26 vi&i mnozstvi uvedenému v diplomové praci®. PFi pouZiti 10x vy3$i koncentrace
barviva PKH26 v roztoku a 10x vy$siho mnoZstvi barviva PKH26 a i Diluentu C na stejny
pocet bakteridlnich bunék byl vysledek barveni porovnatelny, a proto bylo pro dalsi

postup zvoleno barveni pomoci 10-nasobné koncentrace barviva PKH26 v Diluentu C.

Obr. 4.3: Reprezentativni mikroskopicky snimek znazoriujici fluorescencni znaceni PAK.
NeUspésné fluorescenéni znaceni PAK pfi pouZiti Tris pufru (A), zvySeni efektivity znaceni PAK
pfi pouZiti 50% DMSO (B), uspésné fluorescencni znaceni PAK pfi pouZiti 10x vyssi koncentrace
barviva PKH26 (C). Na obrazku je znazornén prekryv nativnich snimk( a fluorescence PAK
(filtr 31002 Rdil C87702). Snimky byly pofizeny na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U pomoci
programu NIS-Elements AR 3.00 a zvétSeni 40x. Snimky byly kolorovany v programu Image).

4.4 Adherencni testy

Nejprve byla ovéfena mira adherence bakteridlnich bunék (PAK) na plicni epitelidlni
buriky (NuLi-1 ¢i CuFi-1) v pfitomnosti anti-PA-IIL slepicich protilatek a nasledné pak byl
studovan vliv multivalentnich inhibitord zalozenych na fukose. Jako kontrola slouzily
neoSetrené bakterialni buriky (PAK navdzané na plicni epitelidIni buriky v nepfitomnosti
anti-PA-IIL slepicich protilatek nebo multivalentnich inhibitort).

Pfed provedenim adherencniho testu byly plicni epitelidlni buriky (NuLi-1 a CuFi-1)
fluorescenéné oznaceny barvivem PKH67 a bakterialni buriky (PAK) slou¢eninou PKH26.
Po proméfeni fluorescence byla mira adherence zhodnocena jako relativni fluorescence

PAK/NulLi-1 nebo PAK/CuFi-1.
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4.4.1 Adherencni testy se slepiCimi protilatkami

V téchto testech byl zjistovan vliv rlznych frakci slepiéich protilatek na adherenci
bakteriadlnich bunék (PAK) k plicnim epitelidlnim bunkam (NuLi-1 a CuFi-1). Cilem bylo
porovnani trendd v mife adherence s pfedchozi diplomovou praci®. Vysledky graficky
znazornujici adherenci PAK na NulLi-1 jsou uvedeny na obr. 4.4 (str. 56) a adherenci PAK

na CuFi-1 na obr. 4.5 (str. 57).
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Obr. 4.4: Adherence bakteridlnich bunék PAK na plicni epitelidini buiky NuLi-1. Vynesené
hodnoty jsou poméry relativni fluorescence PAK (PKH26: Ex/Em: 522/569 nm, vrchni ¢teni
desticky (Z = 17 000), vicenasobné ¢teni jamky (vyplnény ¢tverec 3x3), ,gain” 160) vici relativni
fluorescenci NuLi-1 (PKH67: Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné éteni jamky
(vyplnény ctverec 3x3), ,gain® 140). Vysledné relativni fluorescence vynesené do grafu jsou
poméry pramérnych hodnot fluorescence ze 3 jamek a chybové Usecky jsou jejich smérodatné
odchylky. Byly pouZity slepici protilatky: frakce 1K1 (kontrolni), 3S1 (specificka) a spojené frakce
SF (frakce 3R1-8R1) o vysledné koncentraci 1 mg/ml. Jako kontrola slouZily neosetfené buriky.
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Obr. 4.5: Adherence bakterialnich bunék PAK na plicni epitelidlni buriky CuFi-1. Vynesené
hodnoty jsou poméry relativni fluorescence PAK (PKH26: Ex/Em: 522/569 nm, vrchni ¢teni
desticky (Z = 17 000), vicenasobné ¢teni jamky (vyplnény ¢tverec 3x3), ,,gain” 160) vicdi relativni
fluorescenci CuFi-1 (PKH67: Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné éteni jamky
(vyplnény ctverec 3x3), ,gain® 140). Vysledné relativni fluorescence vynesené do grafu jsou
poméry pramérnych hodnot fluorescence ze 3 jamek a chybové Usecky jsou jejich smérodatné
odchylky. Byly pouZity slepici protilatky: frakce 1K1 (kontrolni), 351 (specificka) a spojené frakce
SF (frakce 3R1-8R1) o vysledné koncentraci 1 mg/ml. Jako kontrola slouZily neosetfené buriky.

4.4.2 Adherencni testy s multivalentnimi inhibitory

Na obou liniich plicnich bunék byly 3x nezavisle na sobé testovany 3 rtizné trivalentni
inhibitory s navazanymi molekulami fukosy na konci ramen jednotlivych molekul. Byly
testovany latky s oznacenim LTS-18, LTS-38 a LTS-42, pticemzZ posledni z nich ma ke své
zakladni molekule pfipojeno antibiotikum ciprofloxacin. VSechny latky byly testovany
v rozsahu koncentraci 0-500 uM. Vysledné efekty jednotlivych latek na miru adherence
PAK na plicni bunky jsou zndzornény na obr. 4.8, 4.10, 4.12, 4.14, 4.16 a 4.18 (str. 59 az
64) jako pramér pomérl relativnich fluorescenci PAK na fluorescenci plicnich bunék
vztazenych na relativni fluorescenci neosetfenych bunék povazovanou za 100 %.

Mira adherence PAK na plicni bunky byla po proméreni fluorescence zkontrolovana
na mikroskopu. Cernobilé snimky byly poéitacové kolorovany v programu Imagel.
Prekryvy reprezentativnich snimk({ PAK a plicnich bunék znazornujici miru adherence

jsou vyobrazeny na obr. 4.6, 4.7, 4.9,4.11, 4.13, 4.15,4.17 a 4.19 (str. 58 az 64).
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Obr. 4.6: Pfekryv mikroskopickych snimkl fluorescence NuLi-1 a PAK bez oSetfeni
multivalentnim inhibitorem. Snimky byly pofizeny na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U
pomoci programu NIS-Elements AR 3.00 a zvétSeni 40x. Pro plicni epitelidIni bufiky NuLi-1 byl
pouzit filtr 31001 FITC C87701 a pro buriky PAK filtr 31002 Rdil C87702. Snimky byly kolorovany
v programu ImageJ.

Obr. 4.7: Pifekryv mikroskopickych snimki fluorescence CuFi-1 a PAK bez oSetfeni
multivalentnim inhibitorem. Snimky byly pofizeny na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U
pomoci programu NIS-Elements AR 3.00 a zvétSeni 40x. Pro plicni epitelidlni buriky CuFi-1 byl
pouzit filtr 31001 FITC C87701 a pro buriky PAK filtr 31002 Rdil C87702. Snimky byly kolorovany
v programu ImageJ.
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Obr. 4.8: Vliv multivalentniho inhibitoru LTS-18 na relativni adherenci bunék PAK na plicni
epitelialni buriky NulLi-1. Vynesené hodnoty jsou priimérem pomeérl relativni fluorescence PAK
(PKH26: Ex/Em: 522/569 nm, vrchni ¢teni desti¢ky (Z = 17 000), vicenasobné c¢teni jamky
(vyplnény c¢tverec 3x3), ,gain“ 160) v0Ci relativni fluorescenci Nuli-1 (PKH67:
Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicendsobné ¢éteni jamky (vyplnény ¢tverec 3x3),
,gain“ 140) ze 3 nezdavislych méreni. BEhem experimentu byly otestovany 3 rlizné koncentrace
inhibitoru LTS-18 (31 uM, 125 uM a 500 uM) a jako kontrola slouzily neoSetfené burky (bez
pridavku inhibitoru).

Obr. 4.9: Mikroskopické snimky NuLi-1 a PAK po oSetifeni multivalentnim inhibitorem LTS-18
o koncentraci 31 pM (A), 125 uM (B), 500 uM (C). Prekryv snimkl fluorescence NulLi-1
(filtr 31001 FITC C87701) a fluorescence PAK (filtr 31002 Rdil C87702) potizenych na mikroskopu
Nikon Eclipse TE2002-U pomoci programu NIS-Elements AR 3.00 a zvétSeni 40x. Snimky byly

kolorovany v programu Imagel.
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Obr. 4.10: Vliv multivalentniho inhibitoru LTS-18 na relativni adherenci bunék PAK na plicni
epitelialni buriky CuFi-1. Vynesené hodnoty jsou primérem poméra relativni fluorescence PAK
(PKH26: Ex/Em: 522/569 nm, vrchni ¢teni desti¢ky (Z = 17 000), vicenasobné c¢teni jamky
(vyplnény c¢tverec 3x3), ,gain”“ 160) vacéi relativni  fluorescenci CuFi-1 (PKH67:
Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicendsobné ¢éteni jamky (vyplnény ¢tverec 3x3),
,gain“ 140) ze 3 nezdvislych méreni. BEhem experimentu byly otestovany 3 rizné koncentrace
inhibitoru LTS-18 (31 uM, 125 uM a 500 uM) a jako kontrola slouZily neosetfené buriky (bez
pridavku inhibitoru).

Obr. 4.11: Mikroskopické snimky CuFi-1 a PAK po osetfeni multivalentnim inhibitorem LTS-18
o koncentraci 31 uM (A), 125 uM (B), 500 uM (C). Prekryv snimkl fluorescence CuFi-1
(filtr 31001 FITC C87701) a fluorescence PAK (filtr 31002 Rdil C87702) potizenych na mikroskopu
Nikon Eclipse TE2002-U pomoci programu NIS-Elements AR 3.00 a zvétSeni 40x. Snimky byly

kolorovany v programu Imagel.
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Obr. 4.12: Vliv multivalentniho inhibitoru LTS-38 na relativni adherenci bunék PAK na plicni
epitelialni buriky NulLi-1. Vynesené hodnoty jsou priimérem pomeér( relativni fluorescence PAK
(PKH26: Ex/Em: 522/569 nm, vrchni ¢teni desti¢ky (Z = 17 000), vicenasobné c¢teni jamky
(vyplnény c¢tverec 3x3), ,gain“ 160) v0Ci relativni fluorescenci Nuli-1 (PKH67:
Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicendsobné ¢éteni jamky (vyplnény ¢tverec 3x3),
,gain“ 140) ze 3 nezdavislych méreni. BEhem experimentu byly otestovany 3 rlizné koncentrace
inhibitoru LTS-38 (31 uM, 125 uM a 500 uM) a jako kontrola slouzily neoSetfené buriky (bez
pridavku inhibitoru).

Obr. 4.13: Mikroskopické snimky NuLi-1 a PAK po oSetfeni multivalentnim inhibitorem LTS-38
o koncentraci 31 pM (A), 125 uM (B), 500 uM (C). Prekryv snimkl fluorescence NulLi-1
(filtr 31001 FITC C87701) a fluorescence PAK (filtr 31002 Rdil C87702) potizenych na mikroskopu
Nikon Eclipse TE2002-U pomoci programu NIS-Elements AR 3.00 a zvétSeni 40x. Snimky byly

kolorovany v programu Imagel.
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Obr. 4.14: Vliv multivalentniho inhibitoru LTS-38 na relativni adherenci bunék PAK na plicni
epitelialni buriky CuFi-1. Vynesené hodnoty jsou primérem poméra relativni fluorescence PAK
(PKH26: Ex/Em: 522/569 nm, vrchni ¢teni desti¢ky (Z = 17 000), vicenasobné c¢teni jamky
(vyplnény c¢tverec 3x3), ,gain”“ 160) vacéi relativni  fluorescenci CuFi-1 (PKH67:
Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicendsobné ¢éteni jamky (vyplnény ¢tverec 3x3),
,gain“ 140) ze 3 nezavislych méreni. BEhem experimentu byly otestovany 3 rlizné koncentrace
inhibitoru LTS-38 (31 uM, 125 uM a 500 uM) a jako kontrola slouZily neosetfené buriky (bez
pridavku inhibitoru).

Obr. 4.15: Mikroskopické snimky CuFi-1 a PAK po osetieni multivalentnim inhibitorem LTS-38
o koncentraci 31 uM (A), 125 uM (B), 500 uM (C). Prekryv snimkl fluorescence CuFi-1
(filtr 31001 FITC C87701) a fluorescence PAK (filtr 31002 Rdil C87702) potizenych na mikroskopu
Nikon Eclipse TE2002-U pomoci programu NIS-Elements AR 3.00 a zvétSeni 40x. Snimky byly

kolorovany v programu Imagel.
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Obr. 4.16: Vliv multivalentniho inhibitoru LTS-42 na relativni adherenci bunék PAK na plicni
epitelialni buriky NulLi-1. Vynesené hodnoty jsou priimérem pomeér( relativni fluorescence PAK
(PKH26: Ex/Em: 522/569 nm, vrchni ¢teni desti¢ky (Z = 17 000), vicenasobné c¢teni jamky
(vyplnény c¢tverec 3x3), ,gain“ 160) v0Ci relativni fluorescenci Nuli-1 (PKH67:
Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicendsobné ¢éteni jamky (vyplnény ¢tverec 3x3),
,gain“ 140) ze 3 nezdavislych méreni. BEhem experimentu byly otestovany 3 rlizné koncentrace
inhibitoru LTS-42 (31 uM, 125 uM a 500 uM) a jako kontrola slouzily neoSetfené burky (bez
pridavku inhibitoru).

Obr. 4.17: Mikroskopické snimky NuLi-1 a PAK po oSetfeni multivalentnim inhibitorem LTS-42
o koncentraci 31 pM (A), 125 uM (B), 500 uM (C). Prekryv snimkl fluorescence NulLi-1
(filtr 31001 FITC C87701) a fluorescence PAK (filtr 31002 Rdil C87702) potizenych na mikroskopu
Nikon Eclipse TE2002-U pomoci programu NIS-Elements AR 3.00 a zvétSeni 40x. Snimky byly

kolorovany v programu Imagel.

63



2,25

1,75

1,5
1,25
1
0,75
0,5
0,25
0
0 31 125 500

Koncentrace inhibitoru LTS-42 [uM]

Relativni fluorescence PAK/CuFi-1

Obr. 4.18: Vliv multivalentniho inhibitoru LTS-42 na relativni adherenci bunék PAK na plicni
epitelialni buriky CuFi-1. Vynesené hodnoty jsou primérem poméra relativni fluorescence PAK
(PKH26: Ex/Em: 522/569 nm, vrchni ¢teni desti¢ky (Z = 17 000), vicenasobné c¢teni jamky
(vyplnény c¢tverec 3x3), ,gain”“ 160) vacéi relativni  fluorescenci CuFi-1 (PKH67:
Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicendsobné ¢éteni jamky (vyplnény ¢tverec 3x3),
»gain“ 140) ze 3 nezavislych méreni. BEhem experimentu byly otestovany 3 rlizné koncentrace
inhibitoru LTS-42 (31 uM, 125 uM a 500 uM) a jako kontrola slouZily neosetfené buriky (bez
pridavku inhibitoru).

Obr. 4.19: Mikroskopické snimky CuFi-1 a PAK po osetieni multivalentnim inhibitorem LTS-42
o koncentraci 31 uM (A), 125 uM (B), 500 uM (C). Prekryv snimkid fluorescence CuFi-1
(filtr 31001 FITC C87701) a fluorescence PAK (filtr 31002 Rdil C87702) pofizenych na mikroskopu
Nikon Eclipse TE2002-U pomoci programu NIS-Elements AR 3.00 a zvétSeni 40x. Snimky byly

kolorovany v programu Imagel.
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5 Diskuze

CF jakoZto jednogenové onemocnéni je zpUsobené mutaci genu pro CFTR protein.
Tento protein plni roli chloridového kanalu a jeho porucha nebo nefunkénost vede k celé
fadé zdravotnich komplikaci. Pro pacienty s timto velice komplexnim onemocnénim jsou
nejzavainéjsi infekce respiracniho traktu zplsobené bakteriemi PA a Burkholderia
cepacia komplex*=®. Tyto patogeny se u pacientl s CF objevuji v mnohem vétsi mife, ne
je tomu u zdravych osob. DUvodem je primarné zahustény hlen a pozménéna
glykosylace v plicich®33. Jednim z virulentnich faktorG PA, ktery pFispiva k jeji zvy$ené
adherenci na buriky plicniho epitelu pacient( s CF a tvorbé biofilmu je lektin PA-11L5381,
Cilem této bakalarské prace bylo studium vlivu vybranych anti-PA-IIL slepicich protilatek
a multivalentnich inhibitord na adherenci PA na plicni epitelidlni bunky od zdravych
jedincl (Nuli-1) a jedincl trpicich CF (CuFi-1). K tomu bylo nejdfive nutné otestovat
expresi PA-IIL jednotlivymi kmeny PA a optimalizovat barveni bakteridlnich bunék PA
pomoci barviva PKH26.

Prvnim Ukolem této bakalarské prace bylo proméreni rdstové krivky PAK
a vyhodnoceni délky kultivace vhodné pro rlst bakterii PA a expresi PA-IIL. Ziskana
rastova krivka byla srovnatelnd s kfivkou uvedenou v diplomové praci Mgr. Michaely
Vaskové®. Lze proto predpokladat, Ze doba kultivace (14 hodin) stanovend v dané préci
je optimalni, a proto byla dale vyuzivana.

Nasledné byla testovana exprese PA-IIL rlznymi bakteridlnimi kmeny PA. Vzorky
bakterialnich kultur byly odebirany po 14 hodinach od zacatku kultivace, kdy by PA-IIL

mél byt jiz v dostate¢né mife pFitomen v bakteridlni kulture®. Literaturat®

popisuje
kultivaci PA v rlaznych rlstovych médiich, pficemz kromé LB média patfi mezi
nejpouzivanéjsi také minimalni média oznacované jako ,MOPS“ nebo ,, M9, se kterymi
se béhem provadéni experimentd popisovanych v této praci nemanipulovalo. Naopak,
specidlni médium s oznacenim ,,PS“ neni v literature bézné uvadéné, a proto ani nebylo
mozné porovnat vysledky analyzy exprese lektinu PA-IIL rGznymi kmeny PAK, pripadné
v rlznych rdstovych médiich ziskané metodou , Western Blotting”. Zde popisované
vysledky ,Western Blotting” s imunodetekci ukazuji, Ze PA-IIL je rGznymi kmeny
exprimovan v odlisné mire, avSak kontrolni kmen PA (PAK; ST 1763) jej exprimuje pfi

rastu v LB médiu a PS médiu v podobné mire. Tyto vysledky ale také ukazuji, Ze dalsi
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kmene PA (hlavné RH813) exprimuji PA-IIL o néco vic nez PAK. Aby mohly byt vysledky
daldich testll porovnany s pfedchozi praci®®'!, byl navzdory vysledkim ,Western
Blotting” k dalSim testim pouzivan kmen PAK.

V dnesni dobé je jiz znamo mnoho sloucenin pouzitelnych pro fluorescencni
oznaceni bunék bakterii. Mezi nejzndméjsi a nejSifre pouzivané reagencie patfi napr.
jaderna barviva 4,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) nebo akridinovd oranz. PouZiti obou
téchto barviv je popsané v mnoha pracich a ke znaceni mnoha druhd bakterii. K barveni
PA je pouZil napt. kolektiv autort prace z roku 2010%2, O 7 let pozdé&ji jsou v jiné praci
pouZita na fluorescenéni znaceni gramnegativni bakterie Agrobacterium tumefaciens®.
Fluorescencni znaceni gramnegativnich bakterii, jako je E. coli, pomoci PKH26 bylo
rovnéZ popsano jiz pfed vice neZ 10 lety'%. PA je také gramnegativni bakterie a Ize proto
predpokladat, Ze by barveni mélo fungovat podobné, jako ve zminénych pracich. Tato
hypotéza se vsak nepotvrdila a podminky fluorescen¢niho znaceni barvivem PKH26 bylo
nutné znacné optimalizovat. Pfi prvnich pokusech o nabarveni bunék PA pomoci této
slouéeniny rozpustné v Diluentu C postupem uvedenym v diplomové praci®® byly na
spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro zaznamenany velmi nizké hodnoty
fluorescence, které byly potvrzeny i mikroskopicky (Nikon Eclipse TE2002-U). Barveni
bakterialnich bunék bylo proto provedeno za riznych podminek. Vétsina vyzkousenych
podminek nevedla ke zvySeni namérenych hodnot fluorescence / ke zménam viditelnym
na fluorescenc¢nim mikroskopu. Ve vétsiné pripadl bylo mnoZstvi nabarvenych bunék
PAK zanedbatelné vici celkovému poctu pritomnych bakterii a fluorescence nebyla
dostatecné odliSitelna od pozadi. Nékteré zmény podminek se ukazaly jako vhodné pro
barveni, ale jejich vliv na celkové mnozZstvi nabarvenych bunék nebyl tak vyrazny, aby
prevazil rizika spojena s jejich pouzitim. Plati to napf. pro pfitomnost EDTA v pufru nebo
riGstovém médiu pro PA, kterd vedla k mirnému narlstu celkového mnoZstvi
nabarvenych PA. V pfedchozi praci®® bylo potvrzeno, Ze EDTA ovliviiuje mnoZstvi
alginatového biofilmu produkovaného PA, ktery by mohl byt jednou z pficin
problematického barveni téchto bunék. Tato kyselina je ale také chelator iont(, které se
mimo jiné nachazi ve vaznych mistech lektinG PA-IL aj PA-IIL. Pfipadné zmény vaznych
mist téchto virulentnich faktor PA by proto mohly zasadnim zplUsobem ovliviiovat
vysledky adherencnich testl. Podobny mirny vliv mélo pouZiti 50% DMSO jakoZto

rozpoustédla pro barvivo PKH26. Pfi dlouhodobéjsi expozici (jiz nékolik minut) je vsak
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DMSO pro buriky toxicky. Pro nase poutziti jsou zasadni povrchové struktury bakterii,
které by mohly byt pouzitim DMSO ovlivnény. Kultivace pfi 180 RPM (Infors HT Multitron
Pro) v uzaviené Erlenmayeroveé barice vedla ve findle k vy$$Sim hodnotdm fluorescence,
avSak pfri mikroskopickém pozorovani bylo zjisténo, Ze doslo spiS k nabarveni
alginatového biofilmu nez samotnych bakterii. To pravdépodobné souvisi s mnozstvim
kysliku pfitomného v bance béhem kultivace. Vyzkumné prace ukazuiji, Ze PA je obligatné
aerobni mikroorganismus, ktery pri nedostatku kysliku produkuje vétsi mnoZstvi
biofilmu’3. Barvivo PKH26 se pravdépodobné neni schopno pfes alginatovy biofilm
dostat do bakteridlnich bunék v takové mire, jako kdyz jsou bakterie kultivovany za
béznych podminek a dochazi proto k nabarveni samotného biofilmu. Po promyti bakterii
bylo barvivo PKH26 také ¢astecné uvolnovano z biofilmu a nebylo mozné urcit, jaka
fluorescence odpovidd nabarvenym bakteriim a jakd bakteridlnimu biofilmu. Navic
béhem fluorescencniho znaceni PAK a nasledného adherencéniho testu nedochazi jen
k promyvani samotné bakteridlni suspenze, ale také k promyvani bakterii v jednotlivych
jamkach a mnozstvi barviva uvolnéného z biofilmu pfitomného v jamkach neni stejné,
a proto by nebylo mozné porovnavat miru adherence mezi jednotlivymi jamkami ani
mezi experimenty. Jako opakované Uspésné se ukazalo barveni's 10x vySSim mnozstvim
barviva PKH26 neZ je doporucovdno vyrobcem®?. To plati jak pro pouZiti 10x vys$si
koncentrace PKH26, tak pro pouziti 10x vyssiho mnozstvi sloucenin PKH26 aj Diluentu C.
Predpoklada se proto, Ze pro miru barveni je dllezZité samotné barvivo PKH26, a nikoliv
jeho rozpoustédlo (Diluent C), jehoZz slozeni neni verejné dostupné. Pro dalsi
experimenty byla proto k barveni PA zvolena 10-nasobna koncentrace PKH26 a inkubace
30 minut pti 37 °C, protoZe vyssi teplota pfi inkubaci se opakované ukazala jako dllezity
faktor ovliviiujici miru nabarveni bakterii. Pouziti 10x vyssi koncentrace PKH26, nez je
uvedend v praci®®, odpovida koncentraci této slouéeniny pouzivané v bakalé¥ské praci®.
Pouziti vyssi koncentrace PKH26 je také mozné najit v literatufe popisujici optimalizaci
barveni bunék pomoci této slouceniny?®. Koncentrace pouZitd v této bakaldFské pracije
sice jesté vétsSi neZ ta, kterd je popisovana v literature, ale tenhle fakt by mohlo byt
mozné pfisoudit danym typdm a velikosti bunék, pro které je barveni optimalizovano.
Jednou z mozZnych pficin rozdilG v barveni bakteridlnich bunék je pouziti novéjsiho
baleni barviva PKH26 a Diluentu C. Nelze vyloudit, Ze postupem casu dochazi

ke zvySovani koncentrace zasobniho roztoku barviva. Mensi mnozstvi barviva
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potfebného pro nabarveni stejného mnoizstvi bakteridlnich bunék v pfedchozich
pracich®10! |ze proto vysvétlit pouZitim star$iho otevfeného baleni barviva PKH26,
respektive Diluentu C. Tato hypotéza je v souladu s bakalaiskou praci Mgr. Libuse
Noskové?® zavadéjici na katedfe barveni bakteridlnich bunék PA pomoci PKH26.

Po optimalizaci barveni bakteridlnich bunék byla nejdfive adherencnim testem
ex vivo studovdna mira adherence PAK na imortalizované plicni epitelidlni buriky
(NuLi-1 a CuFi-1) v ptitomnosti anti-PA-IIL slepicich protilatek a nasledné v pfitomnosti
multivalentnich inhibitor(.

Z divodu potfeby porovnani jednotlivych vysledkd navzajem bylo nutné jejich
zpracovani ve formé relativni fluorescence. Adherentni plicni bunécné linie NulLi-1
aj CuFi-1 byly proto barveny slouceninou PKH67 rozpustnou v Diluentu C. Je
pravdépodobné, ze béhem barveni téchto bunék dochazi k poskozeni jejich povrchovych
struktur dalezZitych pro potreby adherencniho testu. Z tohoto ddvodu jsou plicni buriky
ponechany k inkubaci, béhem které by mélo dojit nejen k jejich adherenci na povrch
jamek desticky, ale také k regeneraci danych struktur na povrchu bunék. Po kultivaci
bakteridlnich bunék PAK byly tyto bunky zna¢eny pomoci slouc¢eniny PKH26. Aby bylo
mozné porovnavat miru adherence bakteridlnich bunék na plicni epitelidlni buriky,
muselo dojit k odstranéni nenavazanych bakterii z jednotlivych jamek. Ktomu bylo
nejdfive nutné ponechat desticku s adherovanymi epitelidinimi burikami a bakterialni
suspenzi (s nebo bez multivalentniho inhibitoru ¢&i slepi¢i protilatky) kinkubaci.
Po ukonceni inkubace a promyti jamek desticky byla promérena fluorescence obou typl
bunék, kterd byla také zkontrolovana na fluorescenénim mikroskopu, aby bylo mozné
digitdlni znazornéni situace vjamkach a pripadné vylouceni technickych problému
spojené s mérenim fluorescence.

Vysledky adherencéniho testu se slepi¢imi protilatkami ukazuji shodu s predchozimi
pracemi®® 10l Je patrné, Ze frakce protilatky pfed imunizaci (kontrolni frakce 1K1) snizuje
adherenci PAK na plicni epitelidlni buriky, frakce po imunizaci (specificka 351) adherenci
PAK na NulLi-1 a CuFi-1 sniZuje jeSté vyznamnéji, zatimco frakce jiné slepice (,,pool“ frakci
3R1-8R1) vyrazné zvysSuje adherenci PAK na pouzivané bunky plicniho epitelu. Je mozné,
Ze se dana slepice, od které byla ziskdna protilatka 1K1 s bakterii PA, respektive
s lektinem PA-IIL jiz setkala a jeji imunitni systém si proti vic¢i tomuto virulentnimu

faktoru vytvofil protilatky. Jeji efekt na miru adherence proto neni az tak prekvapivy.
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Vysledky adherencnich testl s multivalentnimi inhibitory jsou naopak ponékud
neocekdvané. | pres podobné trendy v grafech pro bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1 tykajici
se jednotlivych inhibitorl neni jednoznacné, zda testované multivalentni inhibitory
LTS-18, LTS-38 a LTS-42 spisSe snizuji nebo zvysuji adherenci PAK na pouzité bunécné
linie. Ve trech nezavislych experimentech s kazdou ze zminénych latek mély tyto
slouceniny vidy ponékud odlisSny efekt. Vysledky v grafech jsou proto uvedeny jako
pramér relativnich fluorescenci PAK/NuLi-1 ¢i PAK/CuFi-1 ze vSech 3 nezavislych
experimentl. DUsledkem tohoto zpracovani dat jsou velké smérodatné odchylky.
Na grafech primérovanych hodnot se vétsina multivalentnich sloucenin jevi jako
nefunkéni, respektive adherenci neovliviujici.

Z porovnani grafického a mikroskopického znazornéni vysledk( s jednotlivymi
inhibitory je zrfejmé, Ze se znacné odliSuji. Snimky pofizené na fluorescencnim
mikroskopu ukazuji ve vétsiné pripadl sniZzeni adherence bakterialnich bunék na plicni
epitelidlni bunky v rizné mire, coZ z grafi neni patrné. Divodem muzZe byt pritomnost
shlukl barviva PKH26, které mohou interferovat s mérenim fluorescence na pfristroji
Tecan Infinite M200 Pro.

Pfi dalSim zkoumani bude treba vysvétlit urcité obtize s reprodukovatelnosti
vysledkll s jednotlivymi trivalentnimi fukosidovymi inhibitory a rozdily meazi
mikroskopickym pozorovédnim adherence PAK na plicni epitelidlni buriky a mérenim
fluorescence. Vhodné bude nejdfive pomoci vhodného testu prozkoumat schopnost

sloucenin LTS-18, LTS-38 a LTS-42 aglutinovat bakterialni buriky.
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6 Souhrn

e Podafrilo se reprodukovat predchozi vysledky ohledné ristu kultury PAK a ovérit
optimalni délku kultivace (14 hodin).

e Pomoci imunodetekce byla prokdzana pfitomnost lektinu PA-IIL v bakteridlnich
kulturach rdznych kment PA (PAK, RH813, PACF).

e Zkousenim rGznych podminek barveni PA bylo optimalizovano fluorescencni
znaceni bakteridlnich bunék PAK s vyuzitim 10x zvySené koncentrace barviva
PKH26.

e Adherence PAK na plicni epitelidIni bunky NuLi-1 a CuFi-1 ovlivnéna pfitomnosti
slepicich protilatek byla v souladu s predchozimi vysledky jinych védeckych
pracovnikd.

e Trivalentni glykoklastry na bazi fukosy vyznamné neinhibovaly adherenci PAK
na epitelidlni buriky plic NuLi-1 a CuFi-1, coZ neni v souladu s mikroskopickym

pozorovanim.
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