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Abstrakt

Cystickd fibroza je autozomalné recesivni onemocnéni, které patii k nejcastéjSim
dédi¢nym poruchadm. Tato nemoc je zpiisobena mutaci v genu CFTR kodujicim chloridovy
kanal, ¢imZz dochazi k poruSe transportu iontli a vyraznému zvySeni viskozity hlent.
Nejvice postizen je respiracni systém. ZvySeni obsahu soli a pfitomnost hustého hlenu
v plicich potlacuji antibakteridlni G¢inky imunitniho systému. Bakteridlni infekce jsou
nejCastéjSi pri¢inou smrti pacientl s CF, zejména infekce Pseudomonas aeruginosa.
Nejcastéji je pro terapii infekce timto patogenem pouzivana lécba antibiotiky, kterd je
komplikovéna Castym vznikem rezistenci. Jsou proto hleddny nové moznosti terapie.
Nadéjnou by mohla byt pasivni imunizace pacientli pomoci Zloutkovych protilatek IgY.

Pro sledovani vlivu téchto protilatek in vivo byl zvolen modelovy systém bunck
plicniho epitelu zdravého pacienta (NuLi-1), pacienta trpiciho CF (CuFi-1) a 3 kment
bakterii Pseudomonas aeruginosa. Byly porovnavany protilatky proti lektinu
Pseudomonas aeruginosa PA-IIL, ktery je vyznamnou adhezivni strukturou této bakterie,
pochazejici od 2 rGznych imunizovanych zvitat. K vizualizaci a vyhodnoceni adheze
bakterii na plicni buiiky v pfitomnosti protilatek bylo pouzivano barveni fluorescencnimi
slouc¢eninami PKH a nésledné spektrofluorimetrické vyhodnoceni. Také bylo porovnavano
vyhodnoceni pomoci luminiscence bakterii, kterd umoznuje detekci bez barveni
fluorescen¢nimi barvivy.

V tomto uspofadani bylo zjisténo, Ze protilatky pochéazejici od riznych zvirat vykazuji
obdobnou schopnost vyrazné branit adhezi PA na buiiky plicni tkang, u linie NuLi-1 byl
pokles 65-75 %, v ptipadé linie CuFi-1 az 86 % oproti bunkdm bez pfidané protilatky.
Kontrolni protilatka naopak vazbu bakterii zvySuje. Tento efekt byl pozorovan u vSech
pouzitych kment. Pii pouziti luminiscence bakterii se tento rozdil mezi specifickou a

kontrolni protilatkou neobjevil, coz pravdépodobné souvisi s viabilitou bakterii.

Klicova slova: Pseudomonas aeruginosa, zloutkové protilatky, virulen¢ni faktory, bunééné

linie



Abstract

Cystic fibrosis is an autosomal recessive disease that is one of the most common hereditary
disorders. The disease is caused by the mutation in the gene encoding CFTR chloride
channel which leads to the failure of ion transport and a significant increase in viscosity of
mucus, affecting especially the respiratory system. The increase of salt and the presence of
thick mucus in the lungs suppress the antibacterial effects of the immune system. Bacterial
infections are the most common cause of death in patients with CF, especially the
Pseudomonas aeruginosa infection. Antibiotics are used for treatment of the infection by
this pathogen, but the treatment is frequently complicated by developing resistance. Due to
this fact, new ways of treatment have been searched for. The method of passive
immunization of patients with yolk IgY antibodies seems to be promising.

To examine the effect of these antibodies in in vivo model system, lung epithelial cells
of a healthy subject (NuLi-1) and of a CF patient (CuFi-1) were exposed to 3 strains of
Pseudomonas aeruginosa. Antibodies against the lectin of Pseudomonas aeruginosa PA-
IIL, which is an important adhesion structure of this bacterium, prepared from two
immunized animals were compared. To visualize and evaluate the adhesion of bacteria to
lung cells in the presence of antibodies, the cells were stained with fluorescent dye and a
subsequently quantified by means of spectrofluorimetry. Luminescent bacteria were also
used to allow their detection without their staining.

Antibodies derived from two animals have a similar ability to significantly reduce the
adhesion of PA to lung cell lines. For line NuLi-1, the decrease was 65-75 %, and in the
case of line CuFi-1 the decrease was up to 86 % compared to cells without the antibody
added. The control antibody (pre-immune), on the contrary, increases PA binding. This
effect was observed with all PA strains. When using the luminescent bacteria, the
difference between the specific and the control antibody was not significant. This
observation may be related to the differences in viability of the bacteria when using these

two approaches.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, yolk antibody, virulence factors, cell lines
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1 UVOD

1.1 Cysticka fibroza

1.1.1 Obecna charakteristika onemocnéni

Cysticka fibroza (CF), diive nazyvana téz muskoviscidoza, je autozomalné recesivni
onemocnéni postihujici zhruba 1 z 2500 - 4500 novorozencti [1]. Je to jedno z nejcastejSich
vrozenych dédi¢nych onemocnéni, kazdy rok se v Ceské Republice narodi 32 — 46 déti
s CF a zhruba kazdy 26. jedinec je nositelem genu pro CF. Tato nemoc je stile jeste
nevylécitelna, ale je mozZno IéCit jednotlivé symptomy [2].

Pokud jsou oba rodice heterozygoty nesoucimi mutaci genu pro CF, pak je zde 25%
Sance narozeni zdravého ditéte, 25% Sance narozeni nemocného ditéte a 50% Sance, ze dité
bude heterozygotnim nosi¢em mutace jako jeho rodice. Podstatou tohoto onemocnéni je
mutace genu CFTR (cystic fibrosis transmembrane-conductance regulator), ktery koduje

stejnojmenny protein.

CFTR

CFTR protein patii do ABC rodiny transportérti (ATP vazajici, z ang. ATP-binding
cassette), coz jsou vétSinou ATP-dependentni pumpy. Tyto pumpy mohou transportovat
substraty do nebo ven z bunky.

Protein, ktery je kddovan CFTR genem, se nachazi na apikalni membrané exokrinnich
epitelidlnich bunek a mé funkci chloridového kanalu [3]. CFTR protein mé vyznamné
postaveni v transportu elektrolytd a transepitelidlni tekutiny. Ve stfevnim epitelu,
pankreatu a dychacich cestach ¥idi sekreci CI' a HCO® iontti a v epitelu potnich Zlaz
zajistuje zpétnou absorpci soli. Z tohoto je zfejmé, Ze poruchou CFTR kandlu je postizena
cela fada télnich systému [4].

Gen CFTR, ktery je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 7, obsahuje 27
koédujicich exoni v rozpéti pres 250 kb. Funkéni nebo strukturni porucha tohoto proteinu
ma za nasledek zménu transportu soli bunéénou membranou. To se nejcastéji projevi
dvéma zplsoby: Zaprvé dojde ke zvySeni absorpce sodiku, ktery s sebou do bunck vnasi

vodu, a tim dochézi k tbytku tekutiny v hlenu, tedy jeho zahusténi, a k poruSe mukociliarni



clearance. Zadruhé je defektni transport CI ionti, jejich koncentrace v hlenu roste a hlen
pfestane byt hypotonicky, diky ¢emuz nedochéazi k aktivaci antimikrobidlnich peptidi
(defenzintl). To vede poté k poskozeni plicnich obrannych mechanismt a rozvoji zdnétu a
infekce [5].

Bylo popséano vice nez 1900 mutaci tohoto genu, které jsou rozdéleny do tfid podle
svého tcinku na syntézu a/nebo funkci proteinu CFTR:
ttida — poSkozeny, nefunkéni protein CFTR
ttida — nespravné slozeny protein CFTR
ttida — CFTR protein je v bunééné membrang, ale je naruSena jeho regulace

ttida — je snizena vodivost kanalu

A o

ttida - CFTR proteiny maji spravnou funkci, ale je vyznamné sniZeny jejich pocet

Vice nez 80 % pacientli mé alesponl jednu mutaci ze tiidy 2. F508del pattici do této
ttidy je vlibec nejcastéjsi mutaci u pacienti s CF. Zastoupeni jednotlivych mutaci se velmi
1i81 v rdmci raznych populaci a nadrodnosti. Mutace F508del zpisobuje deleci fenylalaninu
vpozici 508 [6]. Pacienti s mutacemi ttidy 1 - 3 maji vétSinou zévazny prubch
onemocnéni, které se projevuje napiiklad vysokou koncentraci soli v potu, pankreatickou
insuficienci a muzskou neplodnosti. Tyto tfidy jsou také spojeny s mens$i variabilitou
klinického prib¢hu na rozdil od mutaci tidy 4, 5 a dalSi nezafazenych mutaci, které jsou

atypické ¢i monosymptomatické [1].

1.1.2 Pfiznaky onemocnéni

Klinické ptiznaky onemocnéni a jejich zavaznost se velmi 1i§i v rdmci jednotlivych
pacientl. Prakticky u vSech nemocnych cystickou fibrézou je postizeno dychaci ustroji,
coz se projevuje hlavné opakovanymi infekcemi. Postizeni dychaciho Ustroji se mitize
projevit kdykoli béhem zivota. Zhruba 80 — 85 % nemocnych trpi poruchami traveni
zpiisobenymi nedostatecnou produkci enzyml ze slinivky bfiSni. Tato pankreaticka
nedostate¢nost nemusi byt pfitomna od narozeni, ale miize se rozvinout az ve vys§im véku.
U 10 % novorozencti je CF diagnostikovana ihned po porodu na zdkladé¢ mekoniového
ileu, tedy ucpani stfev hustym hlenem. Témét vSichni pacienti maji nadmérny obsah soli

vpotu a 98 % muzii je neplodnych. Potize traviciho a dychaciho tstroji jsou uzce



provazany a navzajem se ovliviiuji. Nemocny s respiracnimi problémy trpi nechutenstvim,
potravu Spatn€ zpracovava a ubyva na vaze. Zaroven podvyziveny pacient se mnohem hiie
vyrovnava s infekcemi. Tedy dostate¢na vyziva i hygiena dychacich cest jsou nezbytné pro

spravné prospivani [7]. Souhrn postiZeni jednotlivych télnich systémi je uveden v tab. 1.1.

Tab. 1.1 Ptehled ptiznakii a onemocnéni souvisejicich s cystickou fibroézou [1, 8]

Dychaci astroji

Obecné ptiznaky: e kaSel: drazdivy nebo s vykaslavanim hlenu
e zrychlené, ztizené dychani, dusnost
e zastfeny hlas, ucpany nos

¢ soudkovity hrudnik, pali¢kovité prsty

Onemocnéni: e polypy v nosnich dutinach
e opakujici se zanéty vedlejSich nosnich dutin
e opakované, ale i chronické bronchitidy (zanéty

pradusek), opakované pneumonie (zanéty plic)

Travici ustroji
Obecné ptiznaky: e Spatné prospivani (nemusi byt snizena chut’ k jidlu)
o tenké koncetiny a velké bficho
e objemné pachnouci stolice, plynatost
e otoky z hypoalbuminemie
e pfiipostizeni jater Zluté zabarveni kiize a bélma o¢i
Onemocnéni strev: e mekoniovy ileus u novorozencii
e prolaps rekta (vyhiez kone¢niku)
e distalni intestindlni obstruk¢éni syndrom
Onemocnéni slinivky e poruchy zevni sekrece, zanéty
btisni:
e cukrovka
Onemocnéni jater a e postizeni jater az cirhdza
Zluéniku:

e Zluénikové kameny

L. . e muZi: neplodni, Zeny: sniZené plodnost
Reprodukéni ustroji

— e vyrazn¢ slany pot, vysoky obsah soli
Potni zlazy

e metabolicky Sok pfi vySSich ztratach soli potem




1.1.3 Diagnostika

Diagnostika CF se provadi na zdkladé klinického podezieni, tedy vyskytu
charakteristickych obtizi. Nedilnou souc¢asti jsou laboratorni vySetfeni. V souc¢asnosti jsou
pouzivany hlavné tifi metody: 1) potni test, 2) molekularn€ genetické vySetteni, 3)
transepitelialni rozdil potenciala.

Pro casnou diagnostiku je pouzivan novorozenecky screening, kde se vysSetiuje
imunoreaktivni trypsin (IRT) ze suché kapky krve z pati¢ky novorozence. Pti jeho zvySené
hodnoté¢ nésleduje genetické vySetieni. Toto vysetieni je provadéno novorozenciim 48 — 72
hodin po narozeni. Spolecn¢ s CF se testuje 12 dalSich metabolickych poruch [9].
Nejjednodussi metodou je vsak tzv. ,kiss your baby test”, kde miize matka z neptirozené
slaného potu ditéte sama pojmout podezieni na onemocnéni.

Diagnosticka kritéria jsou zalozena na hodnoceni pfitomnosti jednoho nebo vice
typickych klinickych pfiznakl, rodinné anamnéze s podezifenim na CF, pozitivnim
novorozeneckém screeningu a laboratornim prikazu abnormalni funkce CFTR proteinu,
kterd je dokumentovana pfitomnosti 2 patogennich mutaci v CFTR genu, vysokou
koncentraci chloridii v potu nebo in vivo prokdzanou poruchou transportu elektrolytd

v nosnim epitelu [1].

1.1.4 Lécba

Cysticka fibréza je nemoci dosud nevylécitelnou a 1écba je proto jen symptomaticka. Je
nutné k ni pfistupovat jako k onemocnéni celého organismu, proto 1écba byva slozita,
dlouhodobé a casto velmi agresivni. Agresivni 1é€bou je minéno, Ze je pouzito velkého
mnozstvi 1€kl ¢asto ve velmi vysokych davkach.

Cilem lécby je udrzet pacienta v dobré kondici, zajistit dobrou kvalitu Zivota a Zivot co
nejvice prodlouzit. Nejvétsi diiraz je kladen na zabranéni infekcim plic a zachovéni vyzivy
pacienta. Dulezita je také podpora rodiny a okoli.
cestach probihd pomoci antibiotik. U nemocnych CF se 1écba antibiotiky zacind dfive,

podavaji se vyssi davky a lécba trva déle nez u zdravych jedinci. Antibiotika se podéavaji



kdykoli jsou ze sekretu dychacich cest kultivovany patogenni bakterie nebo se objevi
sebemensi pfiznaky plicni infekce. V ptipad¢ infekce Pseudomonas aeruginosa je nutné
ihned zah4jit antibiotickou 1écbu inhala¢nimi antibiotiky trvajici az 3 mésice a soucasné
podavat antibiotika v tabletach. Pokud tato 1é€ba neni uc¢inna, je nutné zahdjit intraven6zni
lécbu. K 1écbé zanétu dychacich cest, ktery muze zpisobit nevratné poskozeni, se
pouzivaji kortikoidy. Ke zfedéni hlenu se pouzivd inhalovani hypertonické soli, které
napomaha transportovat vodu do dychacich cest a tim zlepsi vykaslavani a mukociliarni
,,clearance®.

Nezbytnou soucasti péce o dychaci cesty je respiracni fyzioterapie, soubor cviki a
technik dychéni, ktera nasleduje inhalaci a ma vyrazny efekt na vykaslavani nafedéného
hlenu.

Pro terapii pankreatické zevni nedostateCnosti se uzivaji enzymatické preparaty
nahrazujici chybéjici enzymy a vhodna dieta. ZlepSeni vyzivy pacienta vede ke zlepSeni
celkové kondice, odolnosti vici infekcim a funkce plic. Vzhledem ke sniZzenému vyuziti
Zivin a zvySenym metabolickym pozadavkiim organismu musi byt vyziva lehce stravitelna
a az o 20 — 50 % bohatsi na proteiny a kalorie nez u zdravych jedinct dané vahy. V tucich
rozpustné vitaminy je také potfeba dodat uméle. S kazdym jidlem (s vyjimkou cCerstvého
ovoce) je nutné uzivat substituci pankreatickych enzyml. Vzhledem ke sklonim
k dehydrataci, pacienti s CF potiebuji vyssi pfijem soli, zejména v podminkach zvysené¢ho

pocenti jako je letni pocasi nebo horecka [2, 4, 7, 10].

1.1.5 Imunitni systém pacientt s CF

U pacientl s cystickou fibrozou nebyla zjiSténa zaddna primarni porucha imunitniho
syst¢ému ani imunodeficience. Imunitni systém téchto pacientli reaguje na podnéty
normalné, ale celkové okolnosti mutace CFTR jako je husty hlen a vysoké koncentrace soli

znemoznuji potlaceni onemocnéni a infekce [1].

Vrozena imunita

Jako prvni se na obrané¢ proti patogeniim podili vrozend imunita fungujici jako bariéra.
Ta je nasledovana ziskanou (specifickou) imunitou spojenou s aktivaci T a B lymfocyti.
Vrozend imunita nezajistuje jen prvotni bariéru zabranujici kolonizaci a infekci, ale také

urcuje, na které podnéty bude specifickd imunita reagovat a jak.



Slozky vrozené imunity jsou alveolarni makrofagy, neutrofily a epitelidlni buiiky. Jejich
ulohou je rozpoznat, zpracovat a zni¢it patogeny. Mutaci v CFTR proteinu dochdzi ke
zménam, které znemoziuji slozkdm imunity plnit funkci a ty se poté v misté¢ zanétu

hromadi [11].

Specificka (ziskana) imunita

produkované imunitnim systémem ve chvili, kdy dojde ke kontaktu s cizorodou latkou —
antigenem. Kazda protilatka ma unikatni strukturu svych variabilnich oblasti, ktera ji
umoziluje vazat se specificky na antigen, ale zaroven vSechny protilatky maji stejnou
celkovou strukturu a jsou souhrnné nazyvany jako imunoglobuliny nebo zkracené Ig.
Protilatky jsou produkovany plasmatickymi buiikami jako odpovéd’ na kontakt s cizorodou
strukturou jako je naptiklad infekce nebo imunizace. Antigenem mulzZe byt
mikroorganismus (bakterie, houby, parazité a viry) nebo chemickd latka. Nasledné se
protilatky navaZzi na patogen a neutralizuji ho nebo oznaci pro fagocytozu [12].

U savcil rozezndvame 5 zdkladnich tfid imunoglobulint: IgM, IgD, IgE, IgA a IgG.
Protilatky IgG jsou proteinové molekuly s molekulovou hmotnosti okolo 150 kDa a jsou
sloZzeny ze dvou typii polypeptidovych fetézcl. Je to tzv. tézky fetézec (H z ang. heavy) a
lehky fetézec (L z ang. light). Struktura imunoglobulinu G je znazornéna na obr. 1.1 —
upraveno z [13].

Molekuly protilatek ptfipominaji tvar pismene Y. Kazd4d molekula imunoglobulinu se
sklada ze dvou té€zkych fetézcl nesoucich kovalentné navazanou oligosacharidovou
skupinu a dvou neglykosylovanych lehkych fetézct. Tézké fetézce jsou navzajem k sobé a
k lehkym fetézcim ptipojeny disulfidovymi mustky. Disulfidové vazby spojujici tézké

fetézce jsou umistény ve flexibilni ¢asti téZkého fetézce nazyvané pantova oblast.
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Obr. 1.1 Struktura protilatky (IgG)

N-koncovy usek fetézcti, ktery je variabilni, je mistem zodpovédnym za vazbu na antigen

Kazdé rameno protilatky je tvofeno 4 doménami: 2 variabilnimi doménami (VH, VL) a 2
konstantnimi doménami (CH, CL). Efektorové funkce protilatky jako je naptiklad
placentarni transport nebo bunécna toxicita jsou urcené konstantni oblasti tézkého fetézce

[13, 14].

Slepici protilatky — mozZnost terapie

Slepice (ptaci) maji 3 druhy imunoglobulint: IgA, IgM a IgY. Ptaci IgA a IgM jsou
pritomny ve vajecném bilku a maji podobné vlastnosti jako jejich analogy u savcu. IgY je
hlavnim imunoglobulinem séra a je dominantni protildtkou pfitomnou ve vajecném
zloutku. Imunoglobulin Y je svou funkci velmi podobny savéimu imunoglobulinu G (obr.
1.2 [15]). Oba obsahuji 2 lehké a 2 t&zké fetézce spojené dohromady disulfidovymi

vazbami, ale 1i$i se v pantové oblasti, u IgY je krat$i a méné flexibilni.



Obr. 1.2 Porovnani struktury ptaciho IgY a savc¢iho IgG

Dal8im rozdilem je velikost, IgY maji molekulovou hmotnost zhruba 170 kDa na rozdil
od IgG s molekulovou hmotnosti okolo 160 kDa. IgY ma tézky fetézec s vétSim poctem
konstantnich domén a sacharidovych fetézct.

Transport IgY ze séra k embryu je srovnatelny s transportem IgG ptes placentu u savct,
s cilem chranit nové vylihnuté potomky nez si vyvinou vlastni imunitu. Specifické IgY
protilatky se ziskavaji imunizaci slepic danym antigenem. Vajecné protilatky maji vysokou
aviditu a titr protilatek je stabilni.

Vyhod pouziti IgY oproti savéim protilatkdm je mnoho. Zaprvé velka fylogeneticka
vzdalenost savcll a ptakil poskytuje 1 vy$$i imunitni odpovéd’ a umoznuje ziskat IgY
s afinitou k vice epitopiim savcich proteinti. Dal$i vyhodou je vysoka stabilita slepicich
protilatek — IgY je velmi tepelné stabilni, az do teploty 60 — 65°C. Jedna slepice snese
zhruba 20 vajec za mésic a kazdé vejce obsahuje vysokou koncentraci IgY — zhruba
100 mg, z toho je pozadovanych specifickych protilatek cca 10 %, coz je 5 — 10x vice nez
je mozno ziskat imunizaci a naslednou izolaci protilatek z krve z kralika. Tato metoda
ziskavani protilatek je méné invazivni a stresujici pro pouzivand zvifata, kterych navic
staci mensi pocet.

Diky uvedenym vlastnostem se slepi¢i protilatky zdaji vhodnymi prosttedky pro oralni
imunoterapii. IgY neaktivuji lidsky komplement a nereaguji se slozkami imunitniho

systému zplsobujicimi zanét. Protilatky pfi ordlnim podani nepronikaji ze stfev do krve, a



tedy nemaji zadné systémové U¢inky. Navic neni riziko, ze by si bakterie vytvofily na IgY
rezistenci [16].

Slepic¢i protilatky jako prostiedek pasivni imunizace jsou v soucasné dobé pouzivany
k prevenci rotavirovych prijmi u novorozenych telat [17]. Dale se testuje jejich pouziti
jako antisérum pifi hadim uStknuti. Antiséra pouzivand v souc¢asné dobé jsou nejcastéji
koniska a Casto vyvolavaji silné alergické reakce, coz u protilatek ze slepic nehrozi, protoze

neaktivuji komplementové slozky imunitniho systému [18].

1.2 Pseudomonas aeruginosa

Plicni infekce zplsobené patogenem Pseudomonas aeruginosa (PA) jsou jednim z
hlavnich divodd nemocnosti a umrtnosti pacienti s cystickou fibrézou. Infekce obvykle
zacind jiz v détstvi a je nakonec zodpovédna za respiracni selhani a smrt u mnoha CF
pacientll. Patogen vyvold zanétlivou reakei, ktera poskozuje dychaci cesty a vede ke ztraté
funkce plic [19].

Pseudomonas aeruginosa je oportunni patogen, ktery infikuje pacienty s poskozenou
nebo omezenou obranyschopnosti. Predispozice k napadeni timto patogenem jsou
napiiklad poruSena epitelidlni bariéra (pacienti s popaleninami), nizky pocet neutrofilli
(pacienti s rakovinou podstupujici chemoterapii), pfitomnost ciziho télesa (centralni Zilni
katétr) a zménéna mukociliarni clearance (cysticka fibroza). Casto se infekce
P. aeruginosa objevi az po hospitalizaci pacienta. Usp&nost tohoto patogena spo&iva
v né¢kolika faktorech. Pseudomonas aeruginosa dokéaze vyuzivat velmi Siroké spektrum
zivin a tak mulze rdst vnemocni¢nich odpadech, diezech a dokonce v desinfekénich
roztocich.

P. aeruginosa je rezistentni na velké mnozstvi antibiotik a dokaze ziskat odolnost na
mnoho dalSich, proto je lécba tak obtiznia. Schopnost PA tvofit biofilm chréni tento
mikroorganismus pifed antibiotiky a imunitnim systémem hostitele. Navic dokaze
produkovat mnoZstvi toxickych proteini, které zpiisobuji rozsahla poskozeni tkani a navic
napadaji mechanismy obrany imunitniho systému. Tyto proteiny vykazuji Siroké spektrum
funkci od silnych toxinl, které napadaji a zabiji hostitelské builky, az po degradacni

enzymy, které trvale naruSuji bunééné membrany a pojivové tkané [20, 21].
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1.2.1 Obecna charakteristika

Pseudomonas aeruginosa je gram-negativni bakterie. Témét vSechny kmeny jsou
pohyblivé pomoci jednoho polarniho bi¢iku (viz. obr. 1.3). Metabolismus této bakterie je
respiracni, nikdy neprovadi fermentaci, ale roste i v nepfitomnosti kysliku, pokud je jako
akceptor elektroni pfitomen dusi¢nan. V pifirodé¢ lze PA nalézt ve formé¢ biofilmu
ptisedlého na povrSich nebo ve formé planktonu jako jednobunéény organismus aktivné
plovouci pomoci bic¢iku. Pseudomonas aeruginosa je jednou znejpohyblivéjSich a
nejrychleji plavajicich bakterii.

Tato bakterie m& velmi nizké pozadavky na vyzivu, proto dokaze zit téméf vSude.
Teplotni optimum je 37°C, ale dokaze rast v teplotich do 42°C. Je velmi tolerantni

k fyzikalnim podminkam a odolnd vysokym koncentracim soli, slabym antiseptikim a

mnoha béZné pouZzivanym antibiotikiim.

Obr. 1.3 Pseudomonas aeruginosa [21]
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Pseudomonas aeruginosa muze tvofit 3 typy kolonii. Bakterie izolované z pidy nebo
vody typicky produkuji malé, drsné kolonie. Klinické vzorky tvofi jeden ze dvou typii
hladkych kolonii. Prvy typ je hladky a zvySeny. Druhy typ, nejcastéji izolovany
z dychacich a mocovych cest, ma hlenovity charakter, ktery je zpisoben produkci alginatu.
Vzhled kolonii ziskanych z klinického vzorku pacienta s cystickou fibrézou je zndzornén

na obr. 1.4 [22].

Source; Future Microbiol @ 2010 Future Medicine Ltd

Obr. 1.4 Kolonie Pseudomonas aeruginosa na agaru

Velké kolonie odpovidaji mukoidni formé, malé kolonie nemukoidni formé bakterie.

Mukoidni forma PA je typicka pro pacienty s CF. Kolonie bakterii se zacnou obalovat
vrstvou alginatu, ktery je chrani pfed imunitnim systémem hostitele a ucinky antibiotik.
Velkym problémem u infekci PA je jejich rezistence na antibiotika, diky niz se stavaji
tak nebezpeCnym a velmi obavanym patogenem. Pfirozena rezistence této bakterie na
antibiotika je diky silné bariéte, kterou ji poskytuje jeji vnéj$i membrana. Na infekce
Pseudomonas aeruginosa je G€inny jen omezeny pocet antibiotik (napf. gentamicin,
ciprofloxacin a tobramycin), které ovSem nemusi byt G€inné vici vSem kmenim. U
pacientt s cystickou fibrézou ¢asto dojde ke kolonizaci kmenem, ktery je tak odolny, Ze ho

jiz nelze zlikvidovat [23].
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1.2.2 Adhezivni struktury PA

Vazba (adheze) na epitel hostitele je nutnou podminkou pro kolonizaci a vznik infekce.
Pokud by nedoSlo k pevné vazbé na buiiky, bakterie by byla odstranéna vydechovanym
vzduchem (plice) nebo tfeba proudem moci (mocCové cesty). PA dokdze adherovat na
mnoho povrchl jako napiiklad polystyren a PVC, které jsou béznou soucasti 1ékaiského
vybaveni.

Strukturou, které PA vyuZivaji k adhezi na hostitelské bunky, jsou predevsim pili a
bicik. Ob¢& jsou tvofeny vlaknitymi strukturami proteini a jsou dilezitym virulentnim
faktorem této bakterie [24].

Mezi nejvyznamnéjsi virulencni faktor PA patii lektiny. Lektiny jsou proteiny, které
specificky rozeznavaji a vazi sacharidové struktury. Jsou vyuZzivany Sirokym spektrem
organismil: viry, bakteriemi, rostlinami a zvifaty. Pseudomonas aeruginosa syntetizuje dva
druhy lektini, PA-IL (LecA) a PA-IIL (LecB). PA-IL véze specificky D-galaktosu a
PA-IIL L-fukosu. Oba tyto lektiny hraji vyznamnou roli v infekcich u pacientt s CF [25].

Lektin PA-IIL ma tetramerni proteinovou strukturu stabilizovanou ionty vapniku a
obsahuje 4 mista vazajici cukr. Tento lektin se také podili na tvorbé bakterialniho biofilmu.
U CF pacientl je zvySena fukosylace koncovych fetézct epitelidlnich glykoproteinii a také
vys§i procento sialyzovanych a sulfatovanych oligosacharidii v postranich ftetézcich
Lewisovského typu. Tyto struktury ptedstavuji hlavni vazebnd mista pro PA-IIL. Oba
lektiny PA také inhibuji pohyb fasinek plicniho epitelu, a tim efektivni odstrafiovani hlenu
z dychacich cest [26].

Vazbu PA lektini na epitelidlni buiky je mozné inhibovat pfiddnim danych

monosacharidil nebo oligosacharida [27].

V této praci byla zkoumana schopnost slepicich protilatek proti PA-IIL sniZzovat vazbu

Pseudomonas aeruginosa na plicni epitelialni buiiky.
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2 Cil prace

V této praci byla zkoumana moznost pouziti slepicich protilatek IgY jako profylaktického

prostiedku k pfedchazeni infekci Pseudomonas aeruginosa u cystické fibrozy. Hlavnim

cilem bylo na modelovém systému bakteridlnich bunék PA (barvenych PKH26) a

epitelidlnich bunck (barvenych PKH67) prokazat vliv specifickych protilatek proti

bakterialnimu lektinu PA-IIL na adherenci bakterii na plicni buniky. Pro splnéni tohoto

hlavniho cile bylo tfeba splnit nasledujici dil¢i ukoly:

barvit buiiky pomoci fluorescencnich barviv a prokédzat, Ze mira fluorescence
odpovida poctu bunék v daném systému;

zjistit, zda protilatky proti stejnému antigenu (lektin PA-IIL) pochazejici od
riznych zvifat maji stejné t€inky na adherenci bakterii;

srovnat vliv protilatek na schopnost adherence bakterii rGznych bakteridlnich
kmenli, konkrétné byly pouzity kontrolni (PAK), mukoidni (PA) a
bioluminiscen¢ni kmen Pseudomonas aeruginosa;

porovnat schopnost adherence bioluminiscencniho kmene bakterii ovlivnéného a
neovlivnéného procesem barveni;

zjistit, zda pfitomnost pouze obecné¢ho proteinu (BSA) muize ovlivnit schopnost

bakterii adherovat na plicni bunky.
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3 MATERIAL A METODY

3.1. Pouzité chemikalie a pfistroje

3.1.1 Pristroje

analytické vahy 40 SM

autoklav Varioklav®

centrifuga Eppendorf 5415 R
centrifuga MicroStar 12

centrifuga Hettich Universal 320 R
CO; inkubétor

inkubator s funkci tfepani
laminarni box BIO 126

laminarni boc MB 20

mikroskop Motic AE31

mikroskop Nikon ECLIPSE TE2002-U

s programem NIS-Elements AR 2.30

minicentrifuga Spectrafuge™

spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro

s programem i-control
spektrokolorimetr Spekol
spektrofotometr Helios alpha

vodni lazen

zamrazovaci box Nalgene™ Cryo 1°C

Freezing Container

PESA, Svycarsko

H+P Labortechnik GmbH, Némecko
Eppendorf, USA

VWR. Labogene Aps, Dansko
Hettich Zentrifugen, Némecko
ShellLab, CR

New Brunswick Scientific, USA
Labox, CR

Labox, CR

Motic, Némecko

Nikon, Japonsko

Labnet, USA

Tecan, Svycarsko

Carl-Zeis, Némecko
Thermo Scientific, Velka Britanie
Memmert, Némecko

Nalgene®
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3.1.2 Material

10, 50 ml plastové zkumavky

BSA fraction V

Collagen type IV from human placenta
desticky CellBind® 24 jamek
dimethylsulfoxid (DMSO)

D-Tube"™ Dialyzer Mini-Maxi (6-8 kDa,

12-14 kDa) dialyzac¢ni tuby
FBS

TPP, Svycarsko
Merck, USA

Sigma, USA
Corning, USA
Aplichem, Némecko
Novagen®, USA

Lonza Biotec s.r.0., Svycarsko

jednorazové plastové sterilni pipety 1-25 mlCorning, USA

kryozkumavky

kultivaéni lahve 12,5-25 cm®

kyselina octova

LHC-9 medium

MidiPlus pipetovaci néstavec

parafilm

PBS tablety (pro piipravu pufru — 1 do
500ml destilované vody)

Peha-Soft nitrilové rukavice bez pudru
pipety

PKH 26 Red Fluorescent Cell Linker

Corning, USA

TPP, Svycarsko
Lachema, CR

Gibco™ Invitrogen, UK
Biohit, UK

Bemis, USA

Gibco™ Invitrogen, UK

Hartmann, CR
Biohit, UK
Sigma, USA

Mini Kit for General Cell Membrane labeling

PKH 67 Green Fluorescent Cell Linker

Sigma, USA

Mini Kit for general Cell Membrane Labeling

sterilni mikrofiltry 0,22 pm
Spicky

Merck Millipore, Némecko
Biohit, UK

trypsin-EDTA 10x koncentrovany roztok PAA Laboratories, Rakousko
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3.2 Prace s tkanovymi kulturami

Byly pouzity tfi riizné bunééné linie NuLi-1 a CuFi-1. Linie NuLi-1 jsou imortalizované
bunky plicni tkdn€ normalniho pacienta a linie CuFi-1 jsou imortalizované bunky plicni
tkané pacienta s cystickou fibrézou. S liniemi NuLi-1 a CuFi-1 bylo pracovano podle

produktového listu a webovych zdroji [28, 29].

3.2.1 Zamrazeni bunécnych linii

Bunééné linie se uchovavaji zamrazené v kapalném dusiku nebo hlubokomrazicim
boxu. Zamrazeni linii zajisti kromé konzervace také genetickou stabilitu.

Bunky byly ,,pasaZzovany* obvyklym zptsobem (viz. kap. 3.2.4). Peleta po centrifugaci
byla centrifuga¢né¢ (1000 RPM, 5 minut, centrifuga Hettich Universal 320R) promyta
pomoci PBS (tablety pro pfipravu pufru — 1 tableta do 500 ml destilované vody). Bylo
pfipraveno zamrazovaci médium ve slozeni: LHC-9 médium, 30% v/v FBS a 10% v/v
DMSO.

Peleta po centrifugaci byla resuspendovéna v zamrazovacim médiu a tato bunécna
suspenze alikvotovdna po 1 ml do pfipravenych a popsanych kryozkumavek.
Kryozkumavky byly ditkkladné uzavieny a umistény do zamrazovaciho boxu NalgeneTM
Cryo 1°C Freezing Container a umistény pfes noc do hlubokomrazicitho boxu. Tento

zamrazovaci box ma garantovano postupné ochlazovani 1°C/ minuta.

3.2.2 Rozmrazeni bunécnych linii

Bunééné linie se uchovéavaji zamrazené v hlubokomrazicim boxu nebo kapalném
dusiku. Jako kryoprotektant je pouzivan dimethylsulfoxid (DMSO). DMSO je pro bunky

Castecné toxicky, proto musi rozmrazeni probihat co nejrychleji.
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Linie NuLi-1, CuFi-1

Bylo pfipraveno médium ve sloZeni: LHC-9 s obsahem geneticinu 50 pg/ml (na 1 ml
média 1 pl Geneticinu, zésobni roztok 50 mg/ml) a temperovano na 37°C. Buiky
z hlubokomraziciho boxu/kapalného dusiku byly rychle rozmrazeny ve vodni lazni (37°C)
a steriln¢ prevedeny do nadoby. K bunkdm bylo postupné ptiddvano vytemperované
médium po 1 minuté dle daného schématu (viz. tab. 3.1) tak, aby se buiiky mohly postupné

adaptovat na zménu pH a osmolarity.

Tab. 3.1 Schéma pifidavani média

objem alikvotu
pridavek média po minutich (ml)

bunék (ml)
1 0,10 | 0,12 |0,15 |0,19 0,26 |036 |0,52 |086 | 1,69 |4,75
2 0,20 {0,224 030 |038 |052 |0,72 |1,04 |1,72 |3,38 |9,50

Toto schéma se pouziva pro citlivé linie bunek.

Bunééna suspenze byla centrifugovana (1000 RPM, 5 minut, centrifuga Hettich
Universal 320R). Peleta byla resuspendovana v 1 ml média a pfevedena do kultivacni
lahve s riistovou plochou 25/75 cm® (podle mnoZstvi rozmrazovanych bunék, po
rozmraZeni nasazeni ve vySS$i hustoté) s povrchem potazenym kolagenem (kolagen IV,
z lidské placenty, viz. kap.3.2.6) a odpovidajicim mnozstvim média (10/15 ml) LHC-9
s odpovidajicim mnozstvim Geneticinu. Z bunécné suspenze bylo odebrano 20 pl pro

stanoveni viability a poc¢tu bunék.
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3.2.3 Kultivace linii

Vsechny bunécné linie byly kultivovany v inkubatoru ShellLab pti 37°C a 5% CO;
v mistnosti pro tkanové kultury, aby bylo co nejvice snizeno riziko kontaminace. Spotiebni
material (pufry, Spicky k automatickym pipetam) byly sterilizovany v autoklavu (121°C,
20 minut), ostatni materidl (pipety, kultiva¢ni lahvic¢ky, zkumavky Falcon) byl pouzivan

sterilni jednorazovy.

Linie NulLi-1, CuFi-1

NuLi-1 je imortalizovana linie bun€k plicniho epitelu pridusek od zdravého pacienta
[28]. CuFi-1 je imortalizovana linie bun€k plicniho epitelu od pacienta trpiciho cystickou
fibrozou [29]. U obou linii se jedna o buiiky pradusek.

Tyto linie jsou adherentni a pro svij rist vyzaduji specificky povrch potazeny
kolagenem typu IV. Pro kultivaci bylo vyuzivano médium LHC-9, které obsahuje ristové
faktory, ale neobsahuje fetidlni bovinni sérum [30]. Jako indikator zmény pH je v tomto
médiu fenolova Cerven [31]. Do média byl ptidavan Geneticin (G418) v mnozstvi: 1 ul
Geneticinu na 1 ml média LHC-9. Geneticin slouzi jako antibiotikum a selekéni agens
geneticky modifikovanych bunék [32].

Buniky byly kultivovany na povrchu potazeném kolagenem typu IV (viz. kap. 3.2.6).
Pro adhezni testy byly tyto linie kultivovany na Corning CellBind destickach, které nemaji
povrch s kolagenem. Tato kultivace vSak byla velmi kratka, proto neméla vliv na vlastnosti

bunék.

3.2.4 Subkultivace linii

Subkultivace nazyvana téz ,pasaz“ je ptrevedeni bunék na nové kultivaéni médium a
snizeni jejich hustoty. U adherentnich linii nechdvame buiiky narist do monovrstvy, tzv.
,monolayer”. U téchto linii je pro uvolnéni bunék pouzit trypsin s EDTA. K zastaveni
ucinkli trypsinu se pouzivd FBS. Pfi kazdé pasdzi je na kultivaéni lahvicku nutné
poznamenat o kolikdtou pasaz se jednd a kdy byla provedena. PasaZz byla provadéna
v ruznych casovych intervalech, podle mnozstvi nasazenych bunck, a tedy dobé nez
vytvofily monovrstvu. Nejcastéji se pasaz provadela po 5-7 dnech, vyména média kazdé

2-3 dny.
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Linie Cu-Fi-1, Nu-Li-1

Buniky se nechéavaly narist do souvislé monovrstvy. Poté z nich bylo slito kultivacni
médium a bylo pfidano 2-3 ml 0,25% v/v trypsinu s EDTA (0,53 mM). Bunky byly
ponechany inkubovat 5-10 minut pfi 37°C. Nasledné bylo pfiddno ekvivalentni mnozstvi
(2-3 ml) 1% v/v FBS v PBS. Kultiva¢ni povrch byl jesté nékolikrat oplachnut, aby doslo
k uvolnéni vSech bun€k a bunécnd suspenze byla centrifugovana (1000 RPM, 5 minut,
centrifuga Hettich Universal 320R). Peleta byla resuspendovéana v 1 ml média s pfisluSnym
mnozstvim Geneticinu. Byl odebran alikvot k pocitani bun¢k. Pro dalsi kultivaci bylo
pouzito 75 — 150 ul bunécné suspenze a nasazeno do novych kultivacnich lahvi potaZzenych
kolagenem IV.

U téchto linii je doporuceno maximaln€ 15 pasdzi po rozmrazeni pro zachovani

deklarovanych vlastnosti.

3.2.5 Ur€eni mnozstvi zivych buné&k pomoci trypanové modfi

Casto bylo pro experiment nutné znat mnozstvi bundk v suspenzi. K uréeni poétu bunék
byla vyuzivana Biirkerova komirka (hemocytometr) a mikroskop Motic.
20 pl bunécné suspenze bylo smichano s 20 pl 0,4% w/v trypanové modfi (1:1). Z této
obarvené suspenze bylo odebrano 20 pl a pipetovano na miizku Biirkerovy komtrky. Ta
byla umisténa pod mikroskop a byly pocitany buiiky. Byl vzdy pocitan 1 velky ¢tverec,
tedy 4x4 malé, a to tak, Ze z okrajii byl vzdy pocitan jen pravy a horni, aby se nckteré
bunky nezapocitaly vicekrat. Zapocitavany byly pouze Zivé buiiky, tedy ty co nebyly
obarvené namodro.

Pocet bunék byl vypocitan ze vztahu:

n = pocet bunéek ve velkém ctverci x redeni x 10000
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3.2.6 Priprava kultivacnich nadob potazenych kolagenem

Linie CuFi-A a NuLi-1 pro svij rist vyzaduji kultiva¢ni povrch potazeny kolagenem IV
z lidské placenty. Jako zasobni roztok pro praci byl pouzivan roztok kolagenu IV v 0,25%
v/v kyseling octové o koncentraci 1,8 mg/ml. Zasobni roztok byl uchovavan ve sklenéné
lahvicce v chladu.

Pro potaZzeni kultiva¢nich lahvi¢ek byl tento zasobni roztok zfedén 30x, tedy na 60
pg/ml sterilni destilovanou vodou nebo PBS a pfefiltrovan ptes 0,2 um filtr (Corning).
Roztok kolagenu IV o koncentraci 60 pg/ml byl nandSen do kultivacnich lahvi tak, aby
pokryl cely kultivaéni povrch lahve: na 75 cm” 4-5 ml roztoku kolagenu, na 25 cm” 2 ml
roztoku kolagenu. Lahve s roztokem kolagenu byly ponechany inkubovat v laminarnim
boxu za laboratorni teploty 12-18 hodin. Roztok kolagenu byl slit a povrch ponechan
vyschnout a nasledné¢ byl kultivaéni povrch omyt 2-3 x PBS. Promyté lahve byly
ponechany vyschnout obracené, aby nedoslo k vytvotfeni krystali PBS na kultivacnim
povrchu. VysuSené lahve byly sterilizovany v boxu pod UV svétlem (minimalné 2-3
hodiny, nejlépe ptes noc). Poté bylo vicko zajisténo parafilmem a lahve umistény v chladu.

Pied pouzitim byl kultiva¢ni povrch promyt jesté jednou PBS.

3.3 Prace s preparaty Pseudomonas aeruginosa

K dispozici byly 4 kmeny bakterie Pseudomonas aeruginosa:
e PAK — sbirkovy kontrolni kmen Pseudomonas aeruginosa
e PA — sbirkovy kmen mukoidni formy Pseudomonas aeruginosa
e PA Xen41 — bioluminiscen¢ni Pseudomonas aeruginosa

e PA lux - bioluminiscen¢ni Pseudomonas aeruginosa (luminiscence cca 10x vyS$si

nez u PA Xen41)

Bakterie Pseudomonas aeruginosa byly kultivovany v PS médiu pii 37°C a konstantnim
tiepani v inkubatoru.

PS médium: 1,6% (w/v) pepton, 1% (w/v) enzymaticky kaseinovy hydrolyzat, 57 mM
K;S0O4, 15 mM MgCl,, 0,5 % (v/v) glycerol. Médium bylo sterilizovano v autoklavu.
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3.4 Fluorescencni znaceni

Pro fluorescen¢ni znaceni bunck byly pouzity fluorescenéni slou¢eniny PKH67 pro
plicni buitky a PKH26 pro bakterie. Tyto slouceniny se vazi svymi dlouhymi alifatickymi
fetézci do lipidovych casti bunééné membrany. Polocas pietrvani fluorescence je
deklarovany vyrobcem 10-12 dni u PKH67 a nékolik tydnt u PKH26. Pfi praci bylo
postupovano podle produktového listu k témto sloueninam, s drobnymi upravami dle

[33].

3.4.1 Fluorescencni znaceni plicnich bunék pomoci PKH67

Pfi barveni touto slouceninou je nutné mit buniky v suspenzi, proto byla nejprve
provedena pasaz (viz. 3.2.4). Buné¢na suspenze po pasazi byla centrifugaéné promyta PBS
(1000 RPM, 5 minut, centrifuga Hettich Universal 320R). Supernatant byl opatrn€ odebran
a peleta resuspendovana ve 250 - 500 pl Diluentu C (dle mnozstvi barvenych bungk). Byl
pfipraven roztok barviva o koncentraci 8 uM (2 ul barviva do 248 ul Diluentu C) a ihned
pfidan k bunééné suspenzi. Smés byla Setrné, ale dikladné promichana a ponechana
inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté¢ v nddobé¢ obalené alobalem.

Po inkubaci bylo barveni zastaveno pfidavkem 1 ml FBS a smés byla promichana. Poté
byla suspenze centrifugovana (1000 RPM, 10 minut, centrifuga Hettich Universal 320R) a
ziskana peleta resuspendovéana v 5 ml kompletniho média (LHC-9 s Geneticinem). Bunky
byly nasledné jesté¢ dvakrat centrifugacné promyty kompletnim médiem (1000 RPM, 5
minut, centrifuga Hettich Universal 320R). Ziskand peleta byla resuspendovéana
v kompletnim médiu — zékladni suspenze pro dal$i praci. Ze zdkladni suspenze bylo
odebrano 20 ul na pocitani bunck.

Fluorescence byla sledovana na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro pfi
vlnovych délkach 470/505 nm, spodni ¢teni desti¢ky, gain nastavovan automaticky. Dalsi
hodnoceni fluorescence bylo provadéno na mikroskopu Nikon Eclipse, filtr 31001 FITC
C87701.
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3.4.2 Fluorescencni znaceni bakterialnich bunék pomoci PKH26

K fluorescenci dochdzi v ¢ervené oblasti spektra, excitaéni maximum je pii 551 nm a
emisni maximum pii 567 nm.

Bakterie narostl¢ ptes noc v kompletnim médiu byly centrifugovany (12000 RPM, 10
minut, Eppendorf Centrifuge 5415R). Poté byly jesté centrifugacné promyty od zbytkil
média (12000 RPM, 10 minut, Eppendorf Centrifuge 5415R). Roztok PBS byl dikladné
odebran a peleta resuspendovana ve 250 pl Diluentu C. Byl pfipraven roztok barviva o
koncentraci 20 uM (4 pl barviva do 246 pl Diluentu C) a ihned pfidan k bunééné suspenzi.
Suspenze s barvivem byla dikladné promichdna a ponechana inkubovat za laboratorni
teploty a ob¢asného promichani 30 minut v mikrozkumavce obalené alobalem. Po inkubaci
bylo barveni zastaveno ptidavkem 150 ul 1% (w/v) BSA v PBS. Smés byla kratce
inkubovana a poté ptidan dalsi 1 ml roztoku BSA. Smés byla poté centrifugovana (13000
RPM, 10 minut, Eppendorf Centrifuge 5415R). Peleta byla resuspendovana v PBS a jesté
2x centrifugacné promyta PBS (12000 RPM, 10 minut, Eppendorf Centrifuge 5415R).

Fluorescence byla sledovana na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro pfi
vlnovych délkach 522/569 nm, spodni ¢teni desticky, gain 160. DalS$i hodnoceni
fluorescence bylo provadéno na mikroskopu Nikon Eclipse, filtr 31002 Rdil C87702.
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3.5 Adhezni test

V této praci byl studovan vliv protilatek proti lektinu Pseudomonas aeruginosa na
schopnost adheze téchto patogent na buiiky plicniho epitelu. Konkrétné byly pouzivany
protilatky proti lektinu PA-IIL. Metodika prace byla pfevzata z [31].

Jako modelovy systém plicni tkan¢ byly pouzity linie CuFi-1 a NuLi-1 (viz. 3.2).
Bunky byly pro adhezni test znaceny pomoci fluorescencnich barviv: PKH67 (plicni
epitelidlni buiiky) a PKH26 (bakteridlni buiiky). Néasledné byly vyhodnocovany poméry
fluorescenci téchto dvou systému v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti protilatek.

Z vysledné suspenze plicnich bun¢k po barveni byl odebran alikvot k pocitani bunck
v Biirkerové komtrce. Nasledné byly buiiky naneseny na 24 jamkovou desticku Corning
CellBind v mnozstvi 5,5.10° bunék/jamka. Buiiky byly pievrstveny 750 ul kompletniho
média a ponechany inkubovat ptes noc (37°C, 5% CO,) pro vytvoteni souvislé vrstvy.

Do kompletniho média byly inokulovany bakterie Pseudomonas aeruginosa a nechany
pfes noc rast. Zaroven byly pfipraveny preparaty protildtek. Protoze jsou uchovavany
v azidu sodném, ktery je pro bunky toxicky, je tfeba je dialyzou (alespoii 24 hodin) prevést
do PBS. Poté byla zmétena koncentrace proteini (protilatek) v roztoku pii 280 nm a
vypoctena podle vztahu:

konc.= A,z,.Tedéni. 1,094

Protilatka kontrolni (K) pochézela ze zvifete, které nebylo imunizovéano, protilatka
specifickd (S) z imunizovaného zvitete.

Napéstované bakterie byly nasledujici den promyty od média a fluorescenéné znaceny.
Poté byla urcena koncentrace bun€k zmétenim optické denzity bakteridlni suspenze pti 600
nm (Spekol). Pro adhezni test bylo pouzito mnozstvi bakteridlnich bun€k cca 33x vétsi nez
bylo mnozstvi plicnich buné¢k (1,65.107 bakteridlnich buné¢k na jamku, tzn. 5,5.107
bun¢k/ml).
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Byly pfipraveny suspenze ve slozeni:

1) Pseudomonas aeruginosa 5,5.10” bundk/ml v PBS

2) Pseudomonas aeruginosa 5,5.10" bundk/ml v PBS s kontrolni protilatkou (4K/3K)
o koncentraci 1 mg/ml v PBS

3) Pseudomonas aeruginosa 5,5.10" bundk/ml vPBS se specifickou protilatkou
(4S/3S) proti lektinu PA-IIL o koncentraci 1 mg/ml v PBS

4) Pseudomonas aeruginosa 5,5.10° bundk/ml v PBS

5) Pseudomonas aeruginosa 5,5.10° bundk/ml v PBS

(Pozn.: Roztoky 4 a 5 slouzily pouze jako pomocna kalibrace pfi méfeni a nebyly
pouzivany pii vSech testech.)

Narostlé eukaryotické bunkky byly omyty od zbytkid média roztokem PBS. Bakterialni
suspenze byly v mnozstvi 300 ul/ jamka pipetovany na desti€ku s plicnimi buitkami. Poté
byla celd desticka zmétena na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro v programu
i-Control: spodni ¢teni destiCky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain 160
(PKH26)/ nastaveny automaticky (PKH67), vinové délky Ex/Em: 470/505 nm (PKH67);
522/569 nm (PKH26). Po dvouhodinové inkubaci byla zmé&fena fluorescence celé desticky
znovu pfi totozném nastaveni.

Poté byly jamky 3x promyty PBS, aby byly odstranény nenavazané bakterie. Prvni
promyti bylo 500 ul PBS, dalsi dvé promyti 350 ul PBS. Poté byly jamky ptfevrstveny
100 pl PBS, aby buniky nevyschly, a znovu zméteny na spektrofluorimetru.

Nasledné byla situace v jednotlivych jamkach dokumentovdna na mikroskopu Nikon
Eclipse jako nativni a fluorescen¢ni snimky s pfislusnymi filtry. Snimky byly uloZeny. Pro

upravu snimktl a vnaseni barvy byl vyuzivan program Zoner Photo Studio 16 PRO.
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4 Vysledky

4.1 Fluorescencni barveni bakterialnich bunék

Pseudomonas aeruginosa pomoci PKH26

K barveni bakteridlnich bun¢k bylo pouzito barvivo PKH26 poskytujici fluorescenci
v Cervené Casti spektra. K praci byly pouzivany vinové délky excitacni 522 nm a emisni
569 nm, aby nedochdzelo k ptekryvu fluorescence barviva PKH67 pouzivanym ke znaceni
eukaryotickych bunék.

Byl pouzit kontrolni kmen Pseudomonas aeruginosa (PAK). Bakteridlni buiky
Pseudomonas aeruginosa narostlé v kompletnim médiu pfes noc byly promyty od média a
barveny PKH26. Byla vytvofena finalni suspenze promytych bun€k v PBS, u které byla
zméfena optickd denzita a bylo vypocteno mnozstvi bakterii. Z této suspenze byly fedici
fadou pfipraveny roztoky o riizné koncentraci a ty naneseny na CellBind 24 jamkovou
desticku v objemu 300 pl/jamka. Jako slepy vzorek bylo pouzito 300 pl roztoku PBS.

Od naméfenych hodnot pro dané pocty bakterii byla odectena hodnota fluorescence pro
slepy vzorek, hodnoty pro dany pocet bakterii zpriméroviany a urena smeérodatna
odchylka. Z téchto hodnot byl sestaven graf zavislosti relativni fluorescence na mnozstvi

bakterialnich buné&k v jamce (obr. 4.1), na strané 27.
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Obr. 4.1 Zavislost relativni fluorescence Pseudomonas aeruginosa barvenych PKH26 na

poctu bunék v jamce

Hodnoty fluorescence jsou vyneseny po odeCtu hodnoty fluorescence pozadi (4442). Meéteni probihalo na
spektrofluorimetru Tecan Infinite pfi nastaveni: Ex/Em - 522/569 nm, spodni cteni desticky, vicenasobné ¢teni jamky:
vyplnény kruh 4x4, gain 160

Jako hrani¢ni pocet bungk, jejichz fluorescenci lze odliSit od blanku se jevi hodnota
1,95.10° bunék/jamka.

Desticka se vzorky byla po zméteni relativni fluorescence hodnocena mikroskopicky na
mikroskopu Nikon Eclipse: filtr 31002 Rdil C87702. Snimky z mikroskopu jsou na
obrazku 4.2.

e

Obr. 4.2 Mikroskopické snimky Pseudomonas aeruginosa zna¢ené PKH26

Nikon Eclipse, filtr 31002 Rdil, zvétSeni 300x; snimek A — nativni snimek, B — fluorescence PKH26, snimek kolorovan
v programu Zoner Photo Studio 16
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4.2 Fluorescencni znaceni eukaryotickych bunék NuLi-1 a
CuFi-1 pomoci PKH67

V této praci byly jako optimdlni pouzivany vlnové délky excitaéni 470 nm a emisni
505 nm, aby nedochazelo k ptekryvu fluorescence s barvivem PKH26 pouzivanym ke
znaceni bakterialnich bunék.

Buniky byly nabarveny. Z finalni bunécné suspenze v kompletnim médiu bylo odebrano
20 pl k pocitani v Biirkerové komtirce. Z bunééné suspenze bylo odebrano pfislusné
mnozstvi suspenze odpovidajici 10°-10° bunék/jamka a naneseno na CellBind 24
jamkovou desticku. Jako slepy vzorek byl pouzit roztok PBS.

Od naméfenych hodnot pro dané pocty bunék na jamce byla odectena hodnota
fluorescence slepého vzorku, hodnoty pro dany pocet bunék zprimérovany a urcena
smérodatnd odchylka. Z téchto hodnot byl sestaven graf zavislosti relativni fluorescence na

mnozstvi bakteridlnich bunck v jamce (obr. 4.3 pro NuLi-1 a 4.4 pro CuFi-1).
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Obr. 4.3 Zavislost relativni fluorescence NuLi-1 barvenych PKH67 na poctu bunck
Vv jamce
Hodnoty rel. fluorescence jsou vyneseny po odectu fluorescence pozadi (20359). Méfeni probihalo na spektrofluorimetru

Tecan Infinite pfi nastaveni: Ex/Em - 470/505 nm, spodni Cteni desticky, vicenasobné Cteni jamky: vyplnény kruh 4x4,
gain nastaven automaticky
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Obr. 4.4 Zavislost relativni fluorescence CuFi-1 barvenych PKH67 na poctu bunck

V jamce

Hodnoty rel. fluorescence jsou vyneseny po odecétu fluorescence pozadi (20359). Méfeni probihalo na spektrofluorimetru
Tecan Infinite pti nastaveni: Ex/Em - 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicendsobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4,
gain nastaven automaticky

Desti¢ka se vzorky byla po zméfeni mikroskopicky hodnocena na mikroskopu Nikon

Eclipse: filtr 31001 FITC C87701. Snimky z mikroskopu jsou na obrazku 4.5 pro NuLi a

na obrazku 4.6 pro CuFi.

Nikon Eclipse, filtr 31001 FITC, zvétSeni 300x, A — nativni snimek, B - fluorescence PKH67, snimek kolorovéan
v programu Zoner Photo Studio 16
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Obr. 4.6 Mikroskopické snimky NuLi-1 znac¢ené PKH67

Nikon Eclipse, filtr 31001 FITC, zvétSeni 300X, A — nativni snimek, B - fluorescence PKH67, snimek kolorovan
v programu Zoner Photo Studio 16
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4.3 Adhezni testy

Ukolem celé prace bylo porovnat ovlivnéni schopnosti adheze rtiznych druhti bakterii,
konkrétn€ kmenti PAK, PA a PA lux, na eukaryotické buniky v pfitomnosti protilatek. Dale
bylo zkoumano, zda protilatky zrlznych imunizovanych zvifat maji stejny vliv na
ovlivnéni adheze bakterii.

Pti adheznich testech byl sledovan vliv kontrolni (K) a specifické (S) protilatky proti
bakteridlnimu lektinu PA-IIL na bakterie kontrolniho kmenu. K dispozici byly dvé tady
protilatek, oznacené 3 a 4 podle ¢isla imunizované slepice.

Pro vizualizaci interakce bakterialnich a eukaryotickych bun€k bylo vyuzivano znaceni
fluorescen¢nimi barvivy PKH a nasledné vyhodnoceni vzajemnych pomért relativni
fluorescence.

Bunky obou eukaryotickych linii (CuFi-1 a NuLi-1) byly barveny fluorescen¢ni barvou
PKHG67, nasazeny na desti¢ku v mnozstvi 5,5.10° bundk/jamka a nechany inkubovat pies
noc. Bakterie PAK byly barveny PKH26. Poté byly vytvofeny suspenze bakterii
s jednotlivymi agens pouzitymi v daném testu.

Tyto vzorky byly nandseny do jamek na eukaryotické buiiky. Jako kontrolni vzorek byl
pouzit roztok PBS ve stejném mnozstvi. Desticky byly nasledné inkubovany 2 h pfi
laboratorni teploté. Poté byly zméteny na spektrofluorimetru Tecan Infinite. Jamky byly
nasledné promyty a desticky znovu zméteny.

Od naméfenych hodnot fluorescence byla odectena fluorescence pozadi. Pro
normalizaci vysledkd bakteridlni adherence byly relativni fluorescence naméfené pro
bakteridlni buiky (PKH26) déleny hodnotami relativni fluorescence urcené pro
eukaryotické buniky (PKH67) a byla vypoc¢tena hodnota smérodatné odchylky.

Porovnani protilatek ze dvou rGznych slepic imunizovanych tymz antigenem bylo
provadéno na kontrolnim kmenu Pseudomonas aeruginosa (PAK). K dispozici byly
protilatky od dvou zvifat, dale oznaCované jako 3 a 4. Vysledny graf poméru rel.
fluorescence bakteridlnich a eukaryotickych bun€k je uveden na obrdzku 4.7 pro linii

NuLi-1 a na obrazku 4.8 pro linii CuFi-1 na strané 32.
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Obr. 4.7 Relativni adherence bakterii PAK na buiiky NuLi-1

Byly pouzity bakterie PAK (kontrolni kmen). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence bakterii (PKH26:
Ex/Em - 522/569 nm, spodni ¢teni desti¢ky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain 160) a bunék NuLi-1
(Ex/Em - 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné Cteni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven automaticky)
urcené pro jednotlivé reakéni smési: kontrolni protilatka (4K, 3K), specificka protilatka (4S, 3S), neoSettené (buiiky bez
pridanych ovliviiyjicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty rel. fluorescence
pouzité pro pomér jsou po odectu pozadi (burniky: 3183, bakterie: 3924).
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Obr. 4.8 Relativni adherence bakterii PAK na buiiky CuFi-1

Byly pouzity bakterie PAK (kontrolni kmen). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence bakterii (PKH26:
Ex/Em - 522/569 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain 160) a bunék CuFi-1
(Ex/Em - 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné Cteni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven automaticky)
urcené pro jednotlivé reakéni smési: kontrolni protilatka (4K, 3K), specificka protilatka (4S, 3S), neoSettené (buiiky bez
pridanych ovlivityjicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty rel. fluorescence
pouzité pro pomér jsou po odectu pozadi (bunky:3 290, bakterie: 3973).
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Pro adhezni test s kontrolnim kmenem Pseudomonas aeruginosa (PAK) byly pouZity
protilaitky oznacené 4. Vysledny graf poméru rel. fluorescence bakteridlnich a
eukaryotickych buné€k je uveden na obrazku 4.9 pro linii NuLi-1 a na obrazku 4.10 pro linii

CuFi-1.
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Obr. 4.9 Relativni adherence bakterii PAK na buiiky NuLi-1

Byly pouzity bakterie PAK (kontrolni kmen). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence bakterii (PKH26:
Ex/Em: 522/569 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain 160) a buné¢k NuLi-1
(Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven automaticky)
urené pro jednotlivé reakéni smési: kontrolni protilatka (4K), specificka protilatka (4S), neosetfené (bunky bez
pridanych ovlivityjicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty rel. fluorescence
pouzité pro pomér jsou po ode¢tu pozadi (buriky: 11886, bakterie: 4053).
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Obr. 4.10 Relativni adherence bakterii PAK na buniky CuFi-1

Byly pouzity bakterie PAK (kontrolni kmen). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence bakterii (PKH26:
Ex/Em: 522/569 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain 160) a bun¢k CuFi-1
(Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven automaticky)
urené pro jednotlivé reakéni smési: kontrolni protilatka (4K), specifickd protilatka (4S), neoSetfené (buiiky bez
pridanych ovlivilyjicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty rel. fluorescence
pouzité pro pomér jsou po odectu pozadi (bunky: 12184, bakterie: 4130).
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K testovani adheze bakteridlnich bunék mukoidniho kmenu Pseudomonas aeruginosa
(PA) byly pouzity protilatky fady 3. Vysledny graf poméru rel. fluorescence bakteridlnich
a eukaryotickych bunék je uveden na obrazku 4.11 pro linii NuLi-1 a na obrazku 4.12 pro

linii CuFi-1.
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Obr. 4.11 Relativni adherence bakterii PA na buniky NuLi-1

Byly pouzity bakterie PA (mukoidni kmen). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence bakterii (PKH26:
Ex/Em: 522/569 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain 160) a bunék NuLi-1
(Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven automaticky)
uréené pro jednotlivé reakéni smési: kontrolni protilatka (3K), specificka protilatka (3S), neoSetfené (buiky bez
pridanych ovlivilyjicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty rel. fluorescence
pouzité pro pomér jsou po odectu pozadi (buiiky: 18551, bakterie: 3876).
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Obr. 4.12 Relativni adherence bakterii PA na buniky CuFi-1

Byly pouzity bakterie PA (mukoidni kmen). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence bakterii (PKH26:
Ex/Em: 522/569 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain 160) a bun¢k CuFi-1
(Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven automaticky))
uréené pro jednotlivé reakéni smési: kontrolni protilatka (3K), specificka protilatka (3S), neoSetfené (buiky bez
pridanych ovliviiyjicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty rel. fluorescence
pouzité pro pomér jsou po odectu pozadi (bunky: 16872, bakterie: 4047).
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Testovani protilatek na bioluminiscenénim kmenu Pseudomonas aeruginosa bylo
provadéno na kmenu PA lux, u kterého byla zjiSténa luminiscence zhruba 10x vyS$$i neZ u
kmenu PA Xen4l. Bakteridlni buiiky tohoto kmenu byly pouzity ve dvou formach —
nebarvené a barvené PKH26. U barvenych bakterii byla métfena fluorescence i
luminiscence, u nebarvenych jen luminiscence. Vysledny graf poméru rel. fluorescence
barvenych bakteridlnich a eukaryotickych bun¢k je uveden na obrazku 4.13 pro linii NuLi-
1 a na obrazku 4.14 (str. 36) pro linii CuFi-1. Graf poméru rel. luminiscence bakterii
barvenych PKH26 a rel. fluorescence eukaryotickych bunék je na obrazku 4.15 (str. 36)
pro NuLi-1 a na obrdzku 4.16 (str. 37) pro CuFi-1, graf poméru rel. luminiscence
nebarvenych bakterii a rel. fluorescence eukaryotickych bun¢k je na obrazku 4.17 (str. 37)

pro linii NuLi-1 a na obrazku 4.18 (str. 38) pro linii CuFi-1.
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Obr. 4.13 Relativni adherence bakterii PA lux na buiikky NuLi-1

Byly pouzity bakterie PA lux (bioluminiscen¢ni kmen). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence bakterii
(PKH26: Ex/Em: 522/569 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain 160) a bunék
NuLi-1 (Ex/Em: 470/505 nm, spodni cteni desticky, vicendsobné cteni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven
automaticky)) uréené pro jednotlivé reakcéni smési: kontrolni protilatka (3K), specificka protilatka (3S), neoSetiené
(buniky bez ptidanych ovliviijicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty rel.
fluorescence pouzité pro pomeér jsou po odectu pozadi (bunky: 26231, bakterie: 3937).
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Obr. 4.14 Relativni adherence bakterii PA lux na buiikky CuFi-1

Byly pouzity bakterie PA lux (bioluminiscen¢ni kmen). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence bakterii
(PKH26: Ex/Em: 522/569 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain 160) a bun¢k
CuFi-1 (Ex/Em: 470/505 nm, spodni cteni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven
automaticky)) urCené pro jednotlivé reakéni smési: kontrolni protilatka (3K), specificka protilatka (3S), neoSetiené
(bunky bez pfidanych ovliviijicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty rel.
fluorescence pouzité pro pomeér jsou po odectu pozadi (bunky: 25319, 4121).
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Obr. 4.15 Relativni adherence bakterii PA lux na buiikky NuLi-1

Byly pouzity bakterie PA lux (bioluminiscen¢ni kmen) barvené PKH26. Do grafu byly vyneseny poméry relativni
luminiscence bakterii (Luminiscence PA: bez zeslabeni, integra¢ni ¢as 1000 ms) a rel fluorescence bunék NuLi-1
(PKH67:Ex/Em: 470/505 nm, spodni Cteni desticky, vicenasobné cteni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven
automaticky) uréené pro jednotlivé reakéni smési: kontrolni protilatka (3K), specificka protilatka (3S), neosetfené (bunky
bez ptidanych ovliviiyjicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty rel.
fluorescence a luminiscence pouZité pro pomer jsou po odectu pozadi (26231, bakterie: 0).
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Obr. 4.16 Relativni adherence bakterii PA lux na buiikky CuFi-1

Byly pouzity bakterie PA lux (bioluminiscen¢ni kmen) barvené PKH26. Do grafu byly vyneseny poméry relativni
luminiscence bakterii (Luminiscence PA: bez zeslabeni, integraéni ¢as 1000 ms) a rel fluorescence bunék CuFi-1
(PKH67:Ex/Em: 470/505 nm, spodni Cteni desticky, vicenasobné cteni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven
automaticky) urcené pro jednotlivé reakéni smési: kontrolni protilatka (3K), specifické protilatka (3S), neoSetfené (buiiky
bez ptidanych ovliviiujicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty rel.
fluorescence a luminiscence pouzité pro pomér jsou po odectu pozadi (bunky: 25319, bakterie: 6).
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Obr. 4.17 Relativni adherence bakterii PA lux na buiiky NuLi-1

Byly pouzity nebarvené bakterie PA lux (bioluminiscenéni kmen). Do grafu byly vyneseny poméry relativni
luminiscence bakterii (Luminiscence PA: bez zeslabeni, integracni cas 1000 ms) a rel fluorescence bunék NuLi-1
(PKH67:Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné c¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven
automaticky) urcené pro jednotlivé reak¢ni smesi: kontrolni protilatka (3K), specificka protilatka (3S), neoSettené (buiky
bez ptidanych ovliviiujicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty rel.
fluorescence a luminiscence pouzité pro pomér jsou po odeétu pozadi (buriky: 26231, bakterie: 0).



rel. luminiscence PA/ rel.fluorescence
PKH67

neosetrené 3K 3S

Obr. 4.18 Relativni adherence bakterii PA lux na buiiky CuF-1

Byly pouzity nebarvené bakterie PA lux (bioluminiscenéni kmen). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni
luminiscence bakterii (Luminiscence PA: bez zeslabeni, integraéni ¢as 1000 ms) a rel fluorescence bunék CuFi-1
(PKH67:Ex/Em: 470/505 nm, spodni Cteni desticky, vicenasobné cteni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven
automaticky) urcené pro jednotlivé reakéni smési: kontrolni protilatka (3K), specificka protilatka (3S), neoSetfené (buiky
bez ptidanych ovliviiujicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty rel.
fluorescence a luminiscence pouZité pro pomer jsou po odectu pozadi (buiky: 25319, bakterie: 16).

K porovnani vlivu protilatek a obecného proteinu byly pouZity bakterie kontrolniho
kmenu (PAK) a protilatky fady 3. Jako obecny protein byl vybran hovézi sérovy albumin
(BSA), ktery byl pfidan vkoncentraci 1 mg/ml k bakteridlni suspenzi. Ddéle bylo
postupovano dle standardniho postupu. Vysledny graf poméru rel. fluorescence
bakteridlnich a eukaryotickych bun€k je uveden na obrazku 4.19 pro linii NuLi-1 a na

obrazku 4.20 pro linii CuFi-1 (str. 39).
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Obr. 4.19 Relativni adherence bakterii PAK na buniky NuLi-1

Byly pouzity bakterie PAK (kontrolni kmen). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence bakterii (PKH26:
Ex/Em: 522/569 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain 160) a bunék NuLi-1
(Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven automaticky)
urcené pro jednotlivé reakéni smési: kontrolni protilatka (3K), specificka protilatka (3S), hovézi sérovy albumin (BSA),
neoSetiené (buniky bez pfidanych ovliviiujicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii.
Hodnoty rel. fluorescence pouzité pro pomér jsou po odectu pozadi (buiiky: 16026, bakterie: 5153).
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Obr. 4.19 Relativni adherence bakterii PAK na buniky CuFi-1

Byly pouzity bakterie PAK (kontrolni kmen). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence bakterii (PKH26:
Ex/Em: 522/569 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain 160) a bun¢k CuFi-1
(Ex/Em: 470/505 nm, spodni ¢teni desticky, vicenasobné ¢teni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven automaticky)
urcené pro jednotlivé reakeni smési: kontrolni protilatka (3K), specificka protilatka (3S), hovézi sérovy albumin (BSA),
neoSetiené (buiky bez ptidanych ovliviiujicich agens). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii.
Hodnoty rel. fluorescence pouzité pro pomeér jsou po odectu pozadi (buniky: 37921, bakterie: 5444).
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5 Diskuze

Cysticka fibroza je genetické onemocnéni, jehoz pfic¢inou je mutace v genu CFTR.
Tento gen kdduje protein pro chloridovy kandl. Mutace a nédsledné poskozeni toho kandlu s
sebou nese celou fadu zdravotnich komplikaci. U CF nejvice postizeno dychaci ustroji,
které je nachylné k bakteridlni infekci, zejména patogenem Pseudomonas aeruginosa.
V této praci byla proto zkouméana moznost profylaktického pouziti slepiCich protilatek
proti adhezivnim strukturdm Pseudomonas aeruginosa, zda maji potencial snizovat adhezi
téchto patogentl na bunky plicniho epitelu.

Zloutkové imunoglobuliny jsou v souéasnosti zkoumany pro tiéely pasivni imunizace
proti riznym typtim mikroorganismi. Byly naptiklad pouZity proti kvasinkam Candida
spp., kde efektivné branily adhezi téchto patogent na oralni epitelialni buiiky [34].

V predkladané praci byly jako modelovy systém zvoleny bunééné linie CuFi-1 a
NuLi-1, které pochazeji z plicniho epitelu zdravého (NuLi-1) a CF (CuFi-1) pacienta. Tyto
buiiky byly vystaveny plsobeni bakteridlnich kmenii Pseudomonas aeruginosa
v pfitomnosti protilatek prave proti lektinu PA-IIL.

Pro vyhodnoceni mnoZstvi adherovanych bun¢k byla pouzita kvantifikace pomoci
fluorescence a luminiscence. Pro experimenty byly buiky barveny fluorescen¢nimi
barvivy PKH. Tato barviva byla pouzivana, protoze bakterie po nabarveni zlstavaji plné
pohyblivé a Zivotaschopné a nedochdzi k zddnym poruchdm povrchovych struktur, které
by ovliviiovaly zkoumanou adhezi. Excitani a emisni vlnové délky byly oproti navodu
vyrobce mirné¢ upraveny, aby nedochdzelo k vzijemnému piekryvu fluorescenci
jednotlivych barviv.

Jednotlivé experimenty byly provadény na 24 jamkovych destickéach s tzv. CellBind
povrchem, tedy povrchem, ktery je vhodny k navdzani bunc¢k. Bylo potieba, aby
eukaryotické buniky plicni tkdn¢ byly pevné pfichyceny na dno jamek, protoze po inkubaci
s bakteriemi byly jamky promyvany, aby doslo k odstranéni nenavéazanych bakterii, nikoliv
eukaryotickych bun¢k. Divodem k uspofadani v jamkach je fakt, Ze se jednd o adherentni
linie a toto uspofadani nejlépe simulovalo realnou situaci v plicich. Dalsi vyhodou je
rychlost méteni desticek na spektrofluorimetru. Zmeéteni celé desticky pro fluorescenci
obou druhti barviv trvd < 5 minut, coz vyrazné€ neovlivni dobu inkubace.

Spektrofluorimetrické méfeni bylo vzdy doplnéno mikroskopickym pozorovanim na

mikroskopu Nikon Eclipse. Toto pozorovani umoZnilo hodnotit kvalitu nabarveni
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jednotlivych buné€k, chovani bakterii v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti protilatek a
v neposledni fadé€ také jejich motilitu.

Pro tuto praci byly k dispozici dva vzorky od dvou riznych slepic - kontrolni (pied
imunizaci) a specifické protilatky (po imunizaci). Bylo tfeba zjistit, zda tyto protilatky maji
stejné vlastnosti, tedy schopnost zabranovat vazb& PA na plicni bunky.

Prvnim cilem bylo porovnat uCinky téchto protilaitek na adhezi Pseudomonas

aeruginosa. Pro testovani byl vybran jako referen¢ni kontrolni kmen, jehoZ chovéni je
dobfe dokumentovano.
Z vysledu je zfejmé, Zze v chovani obou fad protilatek neni vyrazny rozdil. Specifické
protilatky obou fad se chovaji velmi podobné, u obou doslo k vyraznému poklesu mnoZzstvi
bakterii. Z toho vyplyva, ze specifické protilatky proti lektinu PA-IIL obecné maji
schopnost snizovat adhezi bakterialnich bun€k na buiiky plicniho epitelu.

Kromé srovnani protilatek byly srovndvany navzijem 3 kmeny bakterii, které byly
k dispozici. Cilem bylo ovéfit, zda trend snizovani mnozstvi adherovanych bakterii
v ptitomnosti specifické protilatky plati i pro jiné kmeny PA. U vSech 3 kmenti barvenych
PKH a vyhodnocenych poméri rel. fluorescence bakteridlnich/plicnich bunck byl
pozorovan stejny trend. V piipadé specifické protilatky doSlo k vyraznému poklesu
mnozstvi bakterii navdzanych na bunky, zhruba o 60 - 85 % v zavislosti na pouzitém
kmenu bakterii a dané linii plicnich bun¢k. V ptipad€ linie CuFi-1 byl vzdy zaznamenan
vy$si pokles nez u linie NuLi-1.

V ptipadé kontrolni protilatky dochdzelo vSak ke zvySeni fluorescence oproti situaci bez
ovlivnéni. Pro tento efekt zatim neexistuje uspokojivé vysvétleni. Predpokladame, Ze se
miZze jednat o arteficialni vysledek souvisejici se zplsobem méfeni fluorescence
bakterialnich bunck na destickéach. Jak naznacuji ptedbézné vysledky, kontrolni protilatky
mohou zpusobit aglutinaci bakterii pfes své sacharidové struktury HC. Bakterie se tak
dostanou vSechny do stejné roviny a stavaji se dostupnéjsi pro méfeni nez bakterie, které
jsou volné v celém objemu.

U neoSetienych bunck bylo pfevedenim fluorescence na pocet bunck zjisténo, ze u
vSech pouzitych bakteridlnich kmenii je mnozstvi bakteridlnich bunék na jednu buiiku
eukaryotickou v ptipad¢ linie CuFi-1 zhruba 2x vys$si nez u linie NuLi-1. Tento vysledek
odpovida faktu, Ze na zménéné povrchové struktury bunck plicni tkdné pacienta s CF,

obsahujici vyssi procento sialyzovanych a fukosylovanych fetézct, se bakterie vazou lépe.
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Stejny trend jako u vysledkl zaloZenych na méteni fluorescence bakterii jsme ocekévali
1 v pfipadé¢ méfeni jejich luminiscence. Zde se vSak v ptipadé luminiscence bakterii, které
prosly procesem barveni, rozdil mezi specifickou a kontrolni protilatkou snizuje. V ptipadé
bakterii nebarvenych je dokonce luminiscence vzorkli se specifickou a kontrolni
protilatkou srovnatelnd. Dlvod tohoto pozorovani miiZe souviset s tim, Ze luminiscence
bakterii, na rozdil od fluorescence barviva, zavisi na viabilit¢ bakterii — nezivé bakterie
neposkytuji bioluminiscenci. V ptipade barveni slou¢eninou PKH26 je fluorescence patrna
jak pro zivé, tak pro mrtvé bakterialni buniky bez rozdilu. Pfestoze barvivo PKH26 samo o
sob¢ bakterialni buniky neposkozuje, proces barveni je miiZze negativné ovlivnit. Proto by
bylo vhodné pokusit se barvici postup modifikovat tak, aby poSkozeni, popfipadé usmrceni

Abychom zjistili, zda zvySovani fluorescence v piipad¢ kontrolni protilatky je skute¢né
vlastnosti této protilatky nebo obecné jakéhokoliv proteinu, byl testovan vliv BSA na
adhezi bakterii. V tomto pfipadé vSak po odmyti neadherovanych bakterii doslo k poklesu
mnozstvi navdzanych bakterii o zhruba 35 %. Vlastnost zvySovani fluorescence bakterii
oproti situaci bez pridanych ovliviujicich latek je tedy specificka pro kontrolni protilatku a

bylo by vhodné ji jesté vice prozkoumat.
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Souhrn

Buiiky se podafilo obarvit pomoci fluorescencnich barviv PKH a prokazat, Ze
uroven relativni fluorescence je pfimo imérna poctu bungk.

Ze srovnani specifickych a kontrolnich protilatek proti lektinu Pseudomonas
aeruginosa PA-IIL pochdzejicich ze dvou riiznych imunizovanych zvitat vyplyva,
ze chovani obou sad je podobné a specifické protilatky maji tendenci sniZovat
adherenci bakterii na plicni buiiky o 65 -75 %, v ptipadé linie CuFi-1 az o 86 %.
Porovnanim jednotlivych kmenti Pseudomonas aeruginosa byl u vSech pozorovan
stejny trend — vyrazné sniZeni mnozstvi navadzanych bakterii v pfitomnosti
specifické protilatky. Zaroven dochdzelo k vyraznému naristu fluorescence
v ptipad¢ kontrolni protilatky. Tento jev zatim nelze uspokojivé vysvétlit.

Pti pouziti vyhodnoceni pomoci luminiscence bakterii se hodnoty mezi
jednotlivymi protilatkami téméf neliSily. Vzhledem k tomu, ze luminiscence
bakterii je zavisla na jejich viabilité, pii barveni ziejmé& dochéazi k poskozeni a
pfipadné usmrceni bakteridlnich bunék.

Protektivni u¢inek pozorovany u specifickych IgY nebyl prokazéan v piipad€ pouziti

obecného proteinu (BSA).

43



/ Seznam pouzité literatury

[1] Véavrova V. a kol., Cysticka fibr6za. Grada Publishing 2006

[2] Vavrova V., BartoSova J. a kol., Cysticka fibr6za — piirucka pro nemocné a jejich
rodice. Professional Publishing 2009

[3] Vasiliou V., Vasiliou K., Nebert D. W., Hum. Genomics 2008; 3: 281-290

[4] Vavrova V., Bartosova J., Fila L., Klin. Farmakol. Farm. 2007; 21: 22-26

[5] Bush A., Cystic fibrosis in the 21% century. Karger 2006

[6] De Boeck K. a kol., J. Cystic Fibrosis 2014

[7] Radlovic N., Srp. Arch. Celok. Lek. 2012; 140: 244-249

[8] http://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/cystic-fibrosis/basics/symptoms/con-
20013731, bfezen 2014

[9] http://www.novorozeneckyscreening.cz, biezen 2014

[10] O’Sullivan B. P., Freedman S. D., J.- Lancet 2009; 373: 1891-1904

[11] Bals, R., Weiner D. J., Wilson J. M., J. Clin. Invest. 1999; 103: 303-307

[12] http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/article/002223.htm, biezen 2014

[13] http://www.ebioscience.com/knowledge-
center/antigen/immunoglobulin/structure.htm, biezen 2014

[14] Travers P., Walport M., Schlomchik M., Janeway Ch., Immunobiology: The Immune
System in Health and Disease. Garland Science 2001

[15] http://altweb.jhsph.edu/pubs/ecvam/ecvam?21.html, biezen 2014

[16] Carlander D., Stilberg J., Larsson A., Upsala J. Med. Sci. 1999; 104: 179-190

[17] Vega C., Bok M., Chacana P., Saif L., Fernandez F., Parreno V., Vet. Immunol.
Immunopathol. 2011; 142: 156-169

[18] Aratjo A. S., Lobato Z. I. P., Chavez-Olortegui C., Velarde D. T., Toxicon 2010; 55:
739-744

[19] Elkin, S., Geddes D., Expert Rev. Anti-Infect. Ther. 2003; 1: 609 — 618

[20] Hauser A. R., Ozer E. A., Nat. Rev. Microbiol. 2011; 9: 123-128

[21] http://www.pseudomonas.com/p_aerug.jsp, duben 2014

[22] Heiby N., Ciofu O., Bjarnsholt T., Future Microbiol. 2010; 5: 1663-1674

44



[23] http://textbookotbacteriology.net/pseudomonas, duben 2014

[24] Farinha M. A., Conway B. D., Glasier M. G., Ellert N. W, Irvin R. T., Sherburne R.,
Paranchych W., Infect. Immun. 1994; 62: 4118-4123

[25] Bartels K.-M., Funken H., Knapp A., Brocker M., Bott M., Wilhelm S., Jaeger K.-E.,
Rosenau F., J. Bacteriol. 2011; 193: 1107-113

[26] Funken H., Bartels K.-M., Wilhelm S., Brocker M., Bott M., Bains M., Hancock R. E.
W., Rosenau F., Jaeger K.-E., PLoS One 2012; 7: doi:10.1371/journal.pone.0046857

[27] Gustke H., Kleene R., Loers G., Nehmann N., Jachne M., Bartels K.-M., Jaeger K.-E.,
Schachner M., Schumacher U., Eur. J. Clin. Microbiol. 2012; 31: 207-215

[28] http://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CRL-
4011.aspx?geo_country=cz#generalinformation, duben 2014

[29] http://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CRL-
4013.aspx?geo_country=cz#generalinformation, duben 2014

[30] Galietta L., Lantero S., Gazzolo A., Sacco O. a kol., In Vitro Cell. Dev. Biol. 1998;
34: 478-481

[31] https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/12680013 ?ICID=search-
product, duben 2014

[32] http://www lifetechnologies.com/cz/en/home/life-science/cell-
culture/transfection/selection/g418.html, duben 2014

[33] Noskova L., Studium adheze Pseudomonas aeruginosa na buiky plicniho epitelu,
Diplomova prace, PiF UK, 2013

[34] Fujibayashi T., Nakamura M., Tominaga A., Satoh N., Kawarai T., Narisawa N.,
Shinozuka O., Watanabe H., Yamazaki T., Senpuku H., Jpn. J. Infect. Dis. 2009; 62:
337-342

45



Svoluji k zaptjceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fa4dné vedena evidence

vypujCovatelil.

Jméno a ptijmeni | Cislo OP Datum vypijceni Poznamka

Adresa

46



	Studijní program: Biochemie
	Studijní obor: Biochemie
	LUCIE VAŠKOVÁ
	Studium adherence bakterií na plicní epitel nemocných Cystickou fibrózou
	Study of bacterial adherence on lung epithelia of Cystic fibrosis patients


	Abstrakt
	Abstract
	Obsah
	Seznam zkratek
	ÚVOD
	Cystická fibróza
	Obecná charakteristika onemocnění
	CFTR

	Příznaky onemocnění
	Dýchací ústrojí
	Trávicí ústrojí
	Reprodukční ústrojí
	Potní žlázy

	Diagnostika
	Léčba
	Imunitní systém pacientů s CF
	Vrozená imunita
	Specifická získaná imunita
	Slepičí protilátky – možnost terapie


	Pseudomonas aeruginosa
	Obecná charakteristika
	Adhezivní struktury PA


	Cíl práce
	MATERIÁL A METODY
	Použité chemikálie a přístroje
	Přístroje
	3.1.2 Materiál

	Práce s tkáňovými kulturami
	Zamrazení buněčných linií
	Rozmražení buněčných linií
	Linie NuLi-1, CuFi-1

	Kultivace linií
	Linie NuLi-1, CuFi-1

	Subkultivace linií
	Linie Cu-Fi-1, Nu-Li-1

	Určení množství živých buněk pomocí trypanové modři
	Příprava kultivačních nádob potažených kolagenem

	Práce s preparáty Pseudomonas aeruginosa
	Fluorescenční značení
	Fluorescenční značení bakteriálních buněk pomocí PKH26

	Adhezní test

	Výsledky
	Fluorescenční barvení bakteriálních buněk Pseudomonas aeruginosa pomocí PKH26
	Fluorescenční značení eukaryotických buněk NuLi-1 a CuFi-1 pomocí PKH67
	Adhezní testy

	Diskuze
	Souhrn

