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ABSTRAKT

Cysticka fibroza (CF) je bézné autozomalné recesivni onemocnéni, které nejéastéji postihuje
plicni respiracni epitel. Vlivem poskozeni plic dochazi k chronické kolonizaci dychaciho
ustroji fadou patogennich mikroorganismti, jako je Pseudomonas aeruginosa nebo
Burkholderia cepacia komplex. Vzhledem k zavaznosti infekce témito bakteriemi a jejich
rezistenci na vétSinu pouzivanych antibiotik jsou hledany vhodné 1écebné alternativy, jako
je naptiklad pasivni imunizace pacientii pomoci specifickych slepicich protilatek.

V této praci byla studovdana adheze oportunniho lidského patogenu Burkholderia
cenocepacia na plicni epitel zdravych jedincti a pacientt trpicich CF. Cilem bylo vytvoftit
a optimalizovat vhodny modelovy systém pro toto studium. K tomuto Gcelu byly pouzity
plicni bunééné linie ziskané od pacienta s cystickou fibrézou (CuFi-1, mutace AF508)
a neposkozené plicni linie (NuLi-1). Bakterialni kmeny B. cenocepacia (ST28 a ST32) byly
uspésné fluorescenéné oznaceny barvivem PKH26 pti zachovani jejich viability. Déle byla
optimalizovéna metodika fluorescencniho znaceni bunéénych linii CuFi-1 a NuLi-1 pomoci
barviva PKH67. Na vytvofeném modelovém systému byla prokézana az trojnadsobné vyssi
adheze bakterii k bunéné linii CuFi-1 ve srovnani slinii NuLi-1. Jako potencidlni
terapeutické agens byla v této praci testovana slepici protilatka proti lektinu BC2L-A, coz je
jedna z adhezivnich struktur uvedené bakterie. Po izolaci této protilatky z vajecného Zloutku
imunizované slepice byla metodou ELISA ovéfena jeji interakce s rekombinantné
pfipravenym lektinem BC2L-A. Pilotni experimenty naznacuji, Ze pfipravené protilatky
mohou sniZzovat adhezi B. cenocepacia na plicni epitel linie CuFi-1. Jednotlivé aspekty
pouziti slepi¢ich protilatek v boji proti infekci B. cenocepacia budou predmétem dalSiho

zkoumani.
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ABSTRACT

Cystic fibrosis (CF) is a common autosomal recessive disorder that primarily affects
epithelial cells in respiratory system. As a consequence of lung damage the patients are
chronically colonized by a number of pathogenic microorganisms such as Pseudomonas
aeruginosa or Burkholderia cepacia komplex. Due to the seriousness of these bacterial
infection and its primary resistance to commonly used antibiotics the suitable therapeutic
alternatives are being sought. The passive immunization with yolk antibodies seems to be a
suitable alternative.

This thesis studied the bacterial adhesion of Burkholderia cepacia, the opportunistic human
pathogen, to lung epithelial cells of healthy individuals and patients with CF, respectively.
The aim of this study was to develop a model system suitable for this research. Two types
of immortalised cell lines have been used for this purpose. CuFi-1 is the cell line derived
from patient with CF caused by AF508 mutation , NuLi-1 is a healthy epithelial cell line.
The strains of B. cenocepacia (ST28 a ST32) were fluorescently labeled with fluorescent
cell linker PKH26. Furthermore, the way of fluorescent labeling of cell lines CuFi-1 and
NuLi-1 using PKH67 dye was optimized.

Using this model system, the adhesion of bacteria to cell line CuFi-1 was up to three times
higher in comparison to cell line NuLi-1 with respect to bacteria and cell concentration.
Further, the yolk antibody against B. cenocepacia lectin BC2L-A was tested as a potential
therapeutic agents. This antibody was isolated from the egg yolks of immunized hens.
Specific interaction between recombinant BC2L-A protein and yolk antibody against this
lectin was determined by ELISA test. Pilot experiments indicated that isolated yolk
antibodies may decrease adhesion of B. cenocepacia to cell line CuFi-1 were performed.
Using yolk antibodies for prevention and treatment of B. cenocepacia infection will be

subject of following research.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP
Bce

bp
BSA
CF
CFTR
CFU
DMSO
EDTA
ELISA
FBS

Ig

IgY
IRT
kb
LPS
MSD
NBD
NSCS
oD

PBS

adenosintrifosfat

Burkholderia cepacia complex

par bazi

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine)

cystické fibroza

gen CF (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
vyjadieni koncentrace bakterii (Colony-forming Unit)
dimethylsufoxid

kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylendiaminetetraaceticacid)
imunochemicka metoda (enzyme linked immunosorbent assay)
fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum)

imunoglobulin

imunoglobulin tfidy Y

imunoreaktivni trypsin

kilobaze

lipopolysacharid

doména prostupujici membranou (membrane-spanning domain)
doména vazajici nukleotidy (nucleotide-binding domain)
novorozenecky screening cystické fibrozy

optické denzita

fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)



1 UVOD

1.1 Cysticka fibroza

1.1.1 Historie onemocnéni

Jiz v dochovanych pramenech z obdobi stfedovéku lze najit popsané charakteristické
ptiznaky choroby, dnes oznafované jako cystickd fibréza (CF). Jednalo se o malé déti
s neobvykle slanym potem, pozdéji byly také zaznamenany piipady lidi, u nichz dochazelo
k patologickym zménam na pankreatu.

V roce 1938 podala prvni uceleny popis patologicko-anatomickych nalezi u 49 déti
americka patolozka Dorothy Andersenova a onemocnéni nazvala cysticka fibrdza pankreatu
[1]. V obdobi po 2. svétové valce se povédomi o CF §ifilo jen zvolna, povétSinou se hovoii
o pacientech s plicnim onemocnénim, trpicich prijmy a s abnormalni funkei pankreatu.
Pozdé¢ji, pro zdiiraznéni tvorby hustého hlenu v postizenych organech, se vzilo oznaceni
mukoviscidoza, které se misty uziva dodnes.

Pro spravnou diagnostiku byl klicovy objev abnormalniho zastoupeni elektrolyti v potu
nemocnych CF. Bylo prokazéano, Ze jejich pot obsahuje velké mnozstvi soli, predev§im
chloridi. Dale byla vyvracena piima spojitost cystické fibrézy a abnormalni funkce
pankreatu, protoze u nékterych pacientl trpicich CF nebyla funkce slinivky ovlivnéna [2].
Dulezitym meznikem ve vyzkumu molekuldrni podstaty této nemoci se stal objev
impermeability bunééné membrany pro chloridové ionty [3]. Na konci 80. let byl
identifikovan gen zodpovédny za CF — gen CFTR (,cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) [4]. V souCasné dob¢ je znamo kolem 2000 mutaci tohoto genu.
S rostoucimi poznatky a dokonalejsi 1é€bou se zvySuje primérny veék doZiti. Zatimco

vvvvv

polovina pacientll doziva 40 let [5].

1.1.2 Vyskyt onemocnéni a dédi¢nost CF

V Ceské republice byl stanoven vyskyt CF na piiblizné 1 piipad z 2500 novorozenych déti.

Vzhledem k autozomalné recesivni povaze choroby je vSak pravdépodobné, Ze az kazdy 26.



jedinec je zdravym pfenaSecem onemocnéni. U neevropské populace je vyskyt mnohem
méng¢ Casty, napt. v asijské populaci je udavana pravdépodobnost onemocnéni asi jen 1:30
000 [5].

CF je monogenni choroba, coz znamena, ze za vznikem onemocnéni stoji mutace v jednom

genu, a to v genu CFTR (viz dale). Dédi¢nost CF se tidi Mendelovymi zékony dédi¢nosti

(viz Obr. 1).
' ' Il mutovany gen
zdravy pfenafef mutace  zdravy pfenafef mutace - S
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Obr. 1: Schéma dédi¢nosti CF. U zdravych heterozygotnich rodi¢i (tj. s genovou mutaci, ale bez projevil
onemocnéni) je 25% Sance, Ze se narodi dit¢ trpici CF (recesivni homozygot); 25% Sance, ze dité bude zcela

zdravé a 50% moznost, ze se narodi heterozygotni pfenase¢. Pievzato a upraveno z [6].

1.1.3 Molekularni podstata onemocnéni

Podstatou vzniku CF je, jak jiz bylo feceno, mutace v genu CFTR, ktery koduje
stejnojmenny protein. Gen CFTR se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 7 a je slozen
az z 250 000 bp obsahujicich 27 exonll. Vysledny transkript je 6,5 kb dlouhy a koduje
protein obsahujici 1480 aminokyselinovych zbytka [7, 8]. Nejvyznamnéj$i mutace je
oznacovana jako AF508 a byla zjiSténa az u 70 % pacientl. Podstatou této mutace je delece
3 bp kodujicich fenylalanin v pozici 508 proteinu [9]. Obecné lze podle miry dopadu na
funkci CFTR proteinu rozdé€lit genové mutace do péti tiid [10]:

e [I. tfida — Defekt v syntéze proteinu — protein je produkovan v minimalnim

mnozstvi nebo vilbec
e I tfida — Chyba v postransla¢ni upravé proteinu — protein zaujima nevhodnou

konformaci a jesté pied transportem k membrané je degradovan v proteozomu. Mezi



mutace tohoto typu patii nejcastejs$i mutace AF508.

o Il trida — Defekt v regulaci proteinové aktivity — nedochazi k fosforylaci a
defosforylaci jednotlivych proteinovych domén, coz vede k nespravnému otevirani
kanalu

o V. tfida — Nedostate¢na vodivost kanalu

e V. tfida — Produkce nedostateéného mnoZstvi CFTR proteinu

Vyskyt jednotlivych mutaci se vyrazné 1i$i v zavislosti na narodnosti, n¢které se vyskytu;ji
napfi¢ celou evropskou populaci, jiné jsou jen lokalni a velmi vzacné. Obecné lIze fici, ze
2000 variant nukleotidové sekvence v genu CFTR, tak zdaleka ne vSechny maji patogenni
potencial [5].

Produktem zminovaného genu je protein CFTR, ktery patii do skupiny ABC (,,ATP-binding
casette”) membranovych proteinti. Tyto proteiny aktivné prendsi rtizné substraty pies
bunécnou membranu za spotieby ATP. CFTR se nachazi na apikalni membrané bunék
epitelu, kde slouzi jako chloridovy kanal. Jako membranovy pienase¢ ma tedy CFTR
klicovou roli pfi transepitelidlnim transportu soli, proudéni tekutin a regulaci koncentrace
iontl. Podili se na spravné sekreci tekutin a elektrolytl ve stfevé, plicnich epitelialnich
bunkach a pankreatu. Naopak v buiikach potnich zlaz je zodpovédny za reabsorpci soli. Je
tedy zfejmé, Ze onemocnéni mé dopad na spravnou funkci fady organi [11]. Vedle
transportu chloridovych iontl se kanalem v mens$i mife pfenasi i HCO3™ nebo glutathion.
Kromé funkce chloridového kanadlu ma CFTR protein 1 regulacni funkce. Ovliviuje aktivitu
jinych chloridovych kanali nebo sodikovych epitelidlnich kanalii (napt. kanal ENaC).
Vlivem zvySené koncentrace chloridii v buiice dochazi k abnormalni reabsorpci sodikovych
iontl do buné€k, aby byla zachovéana iontova rovnovaha. V principu je tedy CF zpisobena
jak defektem v sekreci a resorpci chloridovych iontl, tak sekundarné i sodikovych iont
[12].

Protein CFTR je slozen zpéti domén. Dvé domény prostupuji membranou a jsou
oznacovany jako MSD1 a MSD2 (,,membrane-spanning domains‘), kazda je slozena z Sesti
helikalnich transmembranovych komponent (TM1 az TM12), které dohromady formuji
kanal. DalSi domény se nachdzi v cytoplazmé. Jedna se o nukleotid vazajici domény NBDI1
a NBD2 (,,nucleotide binding domains*) a regulacni doménu R. Na obr. 2 (str. 5) je protein

CFTR schematicky znazornén.



Obr. 2: Struktura CFTR kanalu. Kandl je slozen ze dvou transmembranovych ¢asti (MSD1 a MSD2).
V cytoplazmé se nachazi dvé nukleotid vazajici domény (NBD1 a NBD2) a regula¢ni doména R. Pfevzato a

upraveno z [13].

1.1.4 Projevy CF

Vlivem defektu CFTR kanalu dochdzi k abnormélnimu transportu chloridovych
a sodikovych iontl pres epitelidlni membrany sliznic. Nedostatecnd sekrece chloridovych
iontli zpisobuje nadmérnou reabsorpci sodikovych ionti, které jsou pasivné nasledovany
vodou. V diisledku osmotické nerovnovahy je naruSena spravna hydratace sekreti dychacich
cest a pankreatu, coZ vede k tvorbé viskdzniho hlenu, ktery se pak usazuje v postiZenych
organech.

V potnich zldzdch naopak nedochédzi ke spravné reabsorpci soli, coz vede k produkci
vyrazné slaného potu. Pii zvySeném poceni miiZze pak dojit snadno k dehydrataci.

Jednim z dalich duasledkli mutace genu CFTR je rozdilna glykosylace bunécnych
glykoproteinii ve srovnani se zdravymi bunkami. PfedevSim se jednd o pozménénou
glykosylaci mucind, coz jsou glykoproteiny syntetizované epitelialnimi bunkami. Muciny
mohou byt pfimo soucasti cytoplazmatické membrany nebo jsou pfitomny ve formé sekret
v extracelularni matrix. Obvykle jsou tvofeny oligosacharidy vazanymi O-glykosidickou
vazbou na hydroxylové funk¢ni skupiny serinu nebo threoninu. Jako sacharidova slozka je
obvykle pfitomna galaktosa, fukosa, N-acetylglukosamin a kyselina sialova. V mensi mite

jsou v mucinu piitomny i N-glykosidicky vazané glykoproteiny.



Membranové i1 sekretované muciny u pacienti s CF vykazuji predevSim rozdilnou
fukosylaci a sialyzaci.

Pozménéné glykoproteiny mucinu slouzi bakteridlnim patogentim jako receptor pro vazbu
prostiednictvim specifickych proteinovych struktur pifitomnych na povrchu bakterie.
Bakteriim k tomuto ucelu obvykle slouzi lektiny, coz jsou proteiny bez enzymové aktivity

s vysokou specifitou viici konkrétnim sacharidovym zbytkiim [14].

Klinické symptomy jsou velmi individualni, nékteré ptiznaky jsou zietelné jiz pti narozeni,
jiné se mohou projevit kdykoliv v prubéhu zivota. Zavaznost projevi choroby je ovlivnéna
typem mutace v genu CFTR, v€asnou diagnézou a naslednou vhodnou 1écbou a ochranou

pted bakterialnimi infekcemi.

1.1.4.1 PostiZeni respiracniho systému

wewvr

vSichni pacienti s CF, ¢asto uz od kojeneckého véku.

Plicni epitel je na povrchu kryt fasinkami, které se pohybuji v tzv. periciliarni tekutiné
(PCL). Na PCL priléha tenkd vrstva fidkého hlenu, ktera slouzi k zachyceni necistot
a patogent. Pohybem tasinek pak dochazi k odstranéni vdechnutych castecek z plic zpét do
hornich cest dychacich. Tato samocistici schopnost plic se nazyva mukociliarni clearance.
Ob¢ vrstvy se dohromady oznacuji jako ASL (airway surface liquide), tedy tekutina na
povrchu dychacich cest. U pacientti s CF je na povrchu epitelu usazena vrstva hustého hlenu,
ktera brani pohybu tasinkového epitelu a znemoziuje tak odstranovani necistot (viz obr. 3,
str. 7). Dochazi pak sndze k infekcim a tvorbé zanétl. Na ptitomnost cizorodych latek reaguji
bilé krvinky, ale jejich pohyb je vzhledem k tvorbé€ hust¢ho hlenu znaéné omezen
a nedochazi tak k dostatenému odstranéni patogenil. Z rozpadlych leukocytl se uvoliuje

DNA, ktera pfispiva k dal$imu zvySeni hustoty hlenu [15, 16].
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Obr. 3 Schematické znazornéni principu patogeneze cystické fibrézy v plicnim epitelu. A — U zdravych
plicnich bun¢k dochazi k vyvazenému pienosu chloridovych a sodnych iontd, ¢imz je zajiSténa optimalni
tloustka ASL. B — u bun¢k s defektnim CFTR kanalem dochazi vlivem nedostate¢né sekrece chloridovych
iontll k nadmeérné reabsorpci sodiku a vody. Projevem této nerovnovahy je zvyseni hustoty hlenu a znemoznéni

pohybu fasinkového epitelu. Pfevzato a upraveno z [17].

1.1.4.2 Vliv na ostatni organy

Vedle postizeni dychaciho ustroji je ovlivnéna i funkce orgdnt gastrointestinalniho traktu
(GIT). Postizeni respiracniho a traviciho ustroji spolu tzce souvisi a navzdjem se ovliviiuji.
Pacienti s vaznymi dychacimi problémy obtizné pfijimaji potravu a vlivem naruSen¢ sekrece
pankreatu maji nasledné¢ problém s jejim travenim [5]. V Zzaludku nedochazi vlivem
porusené¢ho transportu bikarbondtu k optimalni neutralizaci kyselé Zalude¢ni stavy. U
pacientl také casto dochézi, vlivem tézkého kasle, k vraceni Zalude¢nich §t'av do jicnu, coz
zpiisobi tzv. paleni zahy. Cely proces traveni potravy je naruSen nedostate¢nou sekreci
slinivky bfisni, jejiz vyvody jsou ucpané hlenem. Nasledkem nedostate¢né produkce
travicich enzymt pak nedochéazi v tenkém stievé ke spravnému Stépeni slozek potravy a
dostate¢nému vyuziti zivin. Nejhiife trdvené jsou lipidy, coz se u déti projevuje objemnymi,
mastnymi stolicemi. U novorozencli byva prvnim pfiznakem CF pfitomnost tzv.

mekoioveého ilea, coz je ucpani stiev hustym hlenem. Postizeny byvaji 1 ZluCové cesty a



zluénik, kde mize dochazet k tvorbé zlucovych kament. Asi u 20 % pacientli nemocnych
CF dochazi k poskozeni jater, které mtze vést az k rozvoji jaterni cirhdzy [18, 19].

Az 95 % muzi nemocnych CF je z divodu poskozeni chdmovodi neplodnych. U Zen neni
reproduk¢ni soustava vyrazné zasazena, ale vzhledem k postizeni funkei jinych organti je
pro né téhotenstvi znacné rizikové. T¢hotenstvi se obvykle nedoporucuje zendm, které trpi
krom¢ CF i diabetem, maji tézkou poruchu dychacich funkei a jsou infikovany bakteriemi
Burkholderia cepacia [20, 21].

Imunitni systém pacientti s CF neni primarné poskozen, ale z diivodu poskozeni nékterych
mechanism  nespecifické imunity (napf. mukociliarni clearance) dochazi huie

k odstraniovani patogend.

1.1.5 Diagnostika pacienti

Stanoveni diagnézy CF se tradicné¢ opird o pfitomnost charakteristickych ptiznak.
Vzhledem k zavaznosti choroby byly hledany metody, jak onemocnéni diagnostikovat co
nejdiive, jeSté nezZ se klinicky projevi. CF lze stanovit jiz v prenatalnim stadiu, kdy Ize jiz
v 16. — 17. tydnu téhotenstvi z bunék v plodové vode provést geneticky rozbor. Toto
vySetfeni je standardn€ nabizeno vSem rodinam, kde se jiz CF vyskytla nebo jsou rodice

zjisténymi nositeli CF mutace. Standardn¢ se vyuzivaji nasledujici metody:

e Novorozenecky screening je metoda vyhledavani chorob v jejich casném,
preklinickém stadiu. Od roku 2009 se v Ceské republice celoplo§né provadi
1 novorozenecky screening cystické fibrozy (NSCF). Pfi vySetfeni se stanovuje
pfitomnost imunoreaktivniho trypsinu (IRT), coZ je enzym produkovany slinivkou
bfisni. V ptipadé€ zvySenych hodnot IRT se dale ptistupuje ke genetickému vySetieni
[22]. S rozsifenim NSCF lze podchytit déti s CF jiz ve véku 2 mésicl, ¢imz se
prumérny veék stanoveni diagndzy stale snizuje [18, 23].

e Pii molekularné genetickém vySetfeni se postupné hledaji nejcastéjsi znamé
mutace genu CFTR. Pii nalezu dvou mutaci je u pacienta potvrzena diagnoéza CF.
Kromé vysetfeni ditéte se rovnéz hledaji mutace u rodicl, coZ ma vyznam jednak pro
potvrzeni diagnozy u ditéte, tak pro piipadné budouci t¢hotenstvi.

e Potni test je tradi¢ni metoda, ktera se stale standardné pouziva k potvrzeni diagnézy

CF. M¢éii se koncentrace chloridi v potu prostiednictvim tzv. pilokarpinoveé



iontoforézy. Pfi podani pilokarpinu se stimuluje poceni a nasledné se na filtracni
papirek sbira pot, ve kterém se stanovuje koncentrace chloridli. Jako normaélni
hodnoty koncentrace chloridovych ionti se uvadi 10-30 mmol/l, u CF dosahuji tyto
hodnoty casto nad 60 mmol/l. Tato metoda se provadi ambulantné, je zcela
bezbolestna a vysledek je znam obvykle do dvou hodin. Pfi hrani¢nich hodnotéch je
vzdy tieba stanoveni opakovat a vysledky porovnavat s genetickym vysetfenim
[5, 18, 22].

o K m¢éfeni transepitelidlniho rozdilu potenciala se pfistupuje vyjimecné, v piipade
nejednoznacnych vysledki potniho testu a genetickych rozborti. Pomoci mérné a
referentni elektrody se méfi rozdil potencidli mezi povrchem nosni sliznice a

podkozim [24].

1.1.6 MozZnosti terapie CF

CF je chronicka nemoc, ktera je stale jesté nevylécitelnd, ale lze 1€Cit nékteré symptomy.
Zakladem je udrzovani pruchodnosti plic, 1é¢ba zanét, prevence pred infekcemi a vzhledem
k postizeni GIT také vhodna strava.

K udrzeni priichodnosti dychacich cest se vyuziva inhala¢ni terapie. Formou inhalace se
mohou nemocnym podavat 1éky zied’ujici hlen (mukolytika), jejichz podstatou ucinku je
Stépeni mucinu. U CF je viskozita hlenu zpiisobena predev§im nespravnou funkci CFTR
kanalu a dale molekulami DNA zrozpadlych leukocyti, proto je lécba klasickymi
mukolytiky Casto neti€innd. Z tohoto diivodu se pouzivaji n¢které inhalaéni 1éky specialné
urcené pro CF. Jedna se napiiklad o ptipravky obsahujici rekombinantni DNAasu, ktera
degraduje DNA pfitomnou v hlenu a dochazi pak k snaz§imu odkaSlavani [25]. K inhala¢ni
terapii lze také vyuzit hypertonicky (5-7%) roztok chloridu sodného. Na principu Upravy
transportu sodikovych iontli funguje 1€k amilorid, ale vzhledem ke kratké dobé ucinku
(n€kolik desitek minut) se uzivd jen omezen¢ [18, 26]. Pacientim mohou byt ve formé
Soucasti udrZeni spravného fungovani plic je dale fyzioterapie a pohybova cviceni.

U pacientd, jejichz plice jsou uz tak poSkozeny, ze klasicka 1écba je pro n¢ dale neucinna,
1ze ptistoupit k transplantaci plic.

Zasadni je prevence pred infekcemi dychacich cest. Mikrobiologicka vySetfeni pacientl

nemocnych CF se provadi obvykle kazdy mésic. Mezi patogeny typicky napadajici pacienty



s CF patii Pseudomonas aeruginosa, mén¢ Casto pak bakterie tzv. Burkholderia cepacia
komplexu (Bcc). Na zakladé vySetieni jsou pacienti striktné separovani podle typu
bakterialni infekce. Z divodu vyrazné hor§iho prabéhu infekce bakteriemi Bcc je tieba
disledné separovat pravé pacienty infikované timto patogenem. V piipadé prikazu
bakteridlni infekce pak spociva 1é¢ba v podavani vysokych davek antibiotik, obvykle
intravenozni cestou. Lécba je vSak Casto komplikovana rezistenci zminénych bakterii na
fadu podévanych antibiotik. [18, 27]

Déti nemocné CF jsou ockovany rutinné podle standardniho oCkovaciho schématu, pouze se
navic doporucuje vakcinace proti chiipce. Vakciny proti Pseudomonas aeruginosa ani proti
bakteriim Bcc nejsou zatim v soucasné dobé k dispozici.

Kromé oc¢kovani (tj. aktivni imunizace oslabenym patogenem) by mohla pacientim pomoci
tzv. pasivni imunizace prostfednictvim dodéani specifickych protilatek (viz kap. 1.1.6.1).
Vlivem postizeni n¢kterych orgadnt GIT pacienti s CF celkové Spatné prospivaji, nasledkem
¢ehoz vykazuji sniZzenou obranyschopnost vuci infekcim. Zakladem celé 1é¢by je tak
zajisténi plnohodnotné stravy, kterd je obvykle vyrazné energeticky bohat§i nez vyziva
zdravého jedince. Chybéjici enzymy slinivky bfisni jsou dopliiovany ve formé tabletek,
mluvi se o tzv. pankreatické substituci.

Prilomem v 1é¢bé CF by mohla byt intenzivné studovand genova terapie. Princip 1éCby
spociva v opravé defektniho nebo chybéjiciho genu CFTR vlozenim odpovidajici sekvence
DNA prostfednictvim virového nebo syntetického vektoru. Tato 1écba mé ovSem vyznam
pouze u pacientd, u nichz jesté¢ nedoslo k vyraznému poskozeni organd. Je proto dulezité,
aby pacienti disledné dodrzovali klasické 1écebné postupy, ¢imz se zvySuje Sance, ze se do

budoucna dockaji genové terapie v co nejlepSim zdravotnim stavu.

1.1.6.1 Pasivni imunizace pacientt specifickymi protilatkami

Protilatky (imunoglobuliny, Ig) jsou klicové proteiny specifické imunitni reakce vysSich
organismi na piitomnost cizorodé latky. Protilatky izolované z krevniho séra zvifat (obvykle
potkana, kralika ¢i kong) jsou hojné€ vyuzivany jako detekcni protilatky v imunochemickych
stanovenich typu ELISA, Western blotting apod. Krom¢ diagnostického stanoveni lze
vyuzit zviteci protilatky jako profylakticky prostfedek pro navozeni ¢i zvySeni imunity vici

konkrétnim antigeniim (tzv. pasivni imunizace).
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Vhodnou alternativou sav¢ich protiladtek by mohly byt protilatky izolované z vajec ptaku.
Ve vajecném zloutku je nejvice zastoupen imunoglobulin IgY, ktery se strukturou i funkci
v organismu velmi podoba savéimu IgG [28, 29]. Vyhodou slepicich protilatek je vyrazné
vyssi koncentrace protilatky ve vejcich ve srovnani se sav€imi protilatkami v krevnim séru.
Byla prokazana ucinnost slepi¢ich protilatek jako antidota proti hadimu toxinu [30].
V oblasti profylaxe byl prokézan pozitivni efekt slepicich protilatek v boji proti rotavirim,
patogennim formam E. coli, Salmonella sp. nebo Streptococcu mutans [31] . Ve vztahu
k terapii CF bylo zkoumano oralni podavani slepicich protilatek pacientim infikovanym
P. aeruginosa. Po podani protilatky byla prokazateln¢ snizena infekce touto bakterii [32].

Velkou vyhodou vyuziti slepi¢ich protilatek proti bakterialnim infekcim je skute¢nost, ze na

rozdil od terapie antibiotiky, nevznika proti dodanym protildtkam rezistence.
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1.2 Mikroorganismy spjaté s CF

Jak jiz bylo feceno, poSkozeni respiracniho systému u pacientii s CF s sebou nese vyssi
riziko infekce bakteriemi, kterd pak byva Casto chronického razu. Typické jsou infekce
riznymi oportunnimi (tj. pro zdravého clovéka nepatogennimi) bakteridlnimi druhy,
pievazné Pseudomonas aeruginosa a Burkholderia cepacia komplex. Mezi dalsi vyznamné

patogeny CF se tadi Staphylococcus aureus a Haemophilus influenzae.

1.2.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je oportunni lidsky patogen, ktery typicky napada pacienty
nemocné CF ¢i jedince s oslabenou imunitou. Uvadi se, ze v dospélosti je az 80 % pacientl
s CF infikovano timto patogenem. PA je gramnegativni, tyCinkovita bakterie, ktera je
schopna adaptace na celou fadu zivotnich podminek (obr. 4). I pfes primarné aerobni
metabolismus je schopna piezivat v respiracnim Ustroji pacientli za anaerobnich podminek.
V dychacim traktu pacientl vytvari typické mukoidni kolonie, které produkuji alginat a tim
napomahaji vzniku biofilmu. Kromé respiracniho ustroji mohou byt postizeny i mocové
cesty nebo gastrointestinalni trakt [33, 34]. K virule¢nim faktorim patii, vedle tvorby
biofilmu, také produkce extracelularnich toxickych enzymi, rezistence na bézné€ pouzivana
antibiotika a existence rtiznych typt adheznich struktur. ZvySend adheze PA na epitel
pacientt s CF je zptisobena piitomnosti bakteridlnich lektint, které specificky rozpoznavaji
pozménéné glykosylované proteiny na membranach bunék. PA vytvaii 2 typy lektini, PA-IL

(specifita k D-galaktose) a PA-IIL (specifita k L-fukose a D-mannose) [35].

Obr. 4: Typy kolonii u Pseudomonas aeruginosa. Nemukoidni formy pochazi obvykle z pfirodnich zdroju,

mukoidni forma je typicka pro pacienty nemocné CF. Pfevzato a upraveno z [36].
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1.2.2 Burkholderia cepacia komplex

Bakterii dnes oznacovanou jako Burkholderia cepacia poprvé popsal v roce 1950 anglicky
biolog W. H. Burkholder. Na hnijicich kofenech cibule si v§iml bakterie, ktera se odliSovala
od dosud popsanych rostlinnych patogent. Bakterii popsal jako gramnegativni, striktné
aerobni tyCinku s jednim az tfemi bic¢iky a pojmenoval ji Pseudomonas cepacia (cepa,
latinsky cibule) [37]. V poloving 80. let byl popsan [38] prudky narist infekce pacienti touto
bakterii. Dle odhadl bylo v t¢ dobé B. cepacia infikovano kolem 20 % pacientd a prib¢h
infekce byl horsi nez v ptipadé P. aeruginosa. Hovoti se o tzv. cepacia syndromu, kdy
pacienti trpi vysokou horeckou, leukocyt6zou, postupné dochazi k t€¢zké pneumonii a
infekce nezifidka konc¢i az smrtelné. Roku 1992 byl pro nékteré druhy Pseudomonas (vCetné
P. cepacia) utvoten novy rod Burkholderia [39]. Na konci 90. let bylo pomoci molekularnich
analyz zjisténo, ze bakterie do té doby oznacovana jako B. cepacia ve skutecnosti zahrnuje
vice genové odlisnych druhi (oznaceny jako genomovary, viz dale), které se nyni souhrnné
oznacuji jako Burkholderia cepacia komplex (Bcc) [40]. Dnes jsou tyto bakterie (pfevazné

druh B. cenocepacia) povazovany za hlavni patogeny pacienti trpicich CF.

Jak jiz bylo zminéno, bakterie z komplexu Burkholderia cepacia jsou gramnegativni,
nefermentujici, pohyblivé ty¢inky (obr. 5, str. 14) bézné se vyskytujici v ptirodé. Jejich
pfirozenym rezervoarem jsou stojaté vody a piedevsim puida, kde se vyskytuje jako symbiont
¢1 naopak patogen kotfent rostlin. Pfi kultivaci produkuji zeleny, nachovy nebo hnédy
pigment. Pozoruhodny je jejich unikatni genom, ktery je az 8 Mb velky a je rozdélen do 2 -
4 replikoni [41]. Diky unikatnim metabolickym vlastnostem (napf. rozkladaji jinak tézko
odstranitelné toxické chlorované aromatické uhlovodiky pfitomné v pesticidech a
herbicidech) byla snaha o jejich vyuZiti jako potencidlni biodegradacni agens v zemé&délstvi.
Vzhledem k patogennimu dopadu na lidsky organismus se od vyuziti v zemé&d€lstvi nakonec

upustilo [42].
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Obr. 5: Burkhorderia cepacia: vlevo obarveny snimek z elektronového mikroskopu, vpravo kolonie na

agaru. Prevzato z [43, 44].

RozliSeni jednotlivych druhtt rodu Burkhorderia pomoci bé&Znych biologickych a
biochemickych metod je obtizné. Jednotlivé druhy si jsou sice fenotypove podobné, ovsem
geneticky se li$i. Az pouzitim molekularné-genetickych metod se podaftilo rozlisit jednotlivé
druhy a zavést taxonomickou jednotku genomovar. Komplex Bcc zahrnuje tyto

genomovary [5, 45]:

e genomovar | = Burkholderia cepacia

e genomovar Il = Burkholderia multivorans
e genomovar lII = Burkholderia cenocepacia
e genomovar IV = Burkholderia stabilis

e genomovar V = Burkholderia vietnamiensis
e genomovar VI = Burkholderia dolosa

e genomovar VII = Burkholderia ambifaria

o genomovar VIII = Burkholderia anthina

e genomovar IX = Burkholderia pyrrocinia

e genomovar X = Burkholderia ubonensis

Vsechny popsané genomovary byly u pacienti trpicich CF nalezeny, avSak témér
90 % z nich bylo infikovano vyhradné B. cenocepacia, ptipadné B. multivorans [46].

Vedle zéastupcti Bcc ma rod Burkholderia mnoho dalSich druhti, pficemz stale dochazi
k objevovani novych. Mezi vyznamné patii B. gladioli a B. pseudomallei, fadici se rovnéz
mezi vyznamné lidské patogeny [33]. Sekvenovanim 16S rRNA se podafily rozlisit az

jednotlivé sekvenéni typy (ST) v rdmci jednotlivych genomovart [47].
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1.2.3 Adhezivni struktury Bcc

Adhezi na povrch hostitelskych bunék umoziuji bakteriim struktury zvané obecn¢ adheziny.
Bcc vyuzivaji fadu specifickych i nespecifickych interakei s hostitelskou buitkou. Povrchové
vybézky, pili, vykazuji afinitu k mucinu pfitomnému v cytoplazmatické membrané
epitelidlnich bun¢k. U B. cenocepacia byly nalezeny tzv. cable pili, které umoziuji velmi
silnou adhezi na respiracni epitel [48]. Rovnéz lipopolysacharidové struktury na povrchu
bakterie slouzi k uchyceni na povrch. Bee syntetizuji 2 typy flagellinu, ktery jednak vytvari
polarni bi¢ik a ovliviiuje motilitu bakterie, jednak umozniuje vazbu na epitelidlni povrchy
[49].

Vysoce specificky typ interakce mezi patogenem a hostitelskou buitkou umoznuji lektiny
pfitomné na povrchu bakterialni buiiky. Bakteridlni lektiny slouzi bakteriim k rozpoznani
sacharidovych struktur na povrchu hostitelské bunky. Lektiny Bce vykazuji urcité sekvencni

podobnosti s lektiny PA. U B. cenocepacia nachazime 3 typy lektini (viz kap. 1.2.7).

1.2.4 Virulencni faktory Bcc

Vyznamnym virulen¢nim faktorem bakterii Bcc je produkce exopolysacharidi (EPS), které
umoznuji bakteriim vytvaret biofilmovou vrstvu na povrchu epitelu. Biofilm bakterie chrani
pted piisobenim bunék imunitniho systému hostitele, znesnadiiuje piistup antimikrobidlnich
latek a poskytuje ochranu pred riznymi fyzikalnimi vlivy (zmény pH, UV zafeni). Pravé
vlivem tvorby biofilmu se infekce Bcc stava Casto chronickou.

K dal8im virulen¢nim faktoriim patii tvorba fady toxickych extracelularnich enzymi. Bcc
produkuji proteasy a metalloproteasy (v komplexu se zinkem), jejichz piisobenim dochazi u
hostitele k poSkozeni tkani. Produkce fosfolipasy C umoziuje Stépit dilezité fosfatové
skupiny v infikované buiice.

Zelezo potiebné k riistu ziskavaji Bece prostiednictvim specialnich chelataénich molekul, tzv.
sideroforii, pfevazn¢ ornibactinu a pyochelinu [50].

Vliv na infekci bakteriemi Bcc ma 1 predchozi infekce jinymi patogeny, prevazné
P. aeruginosa. Ptipady infekce vyhradné Bcc jsou velmi vzacné, témét vzdy se jedna o
kolonizaci vice bakteridlnimi rody [51].

Vzhledem k zavaznosti infekce a snadnému Siteni Bcc je nezbytna spravna identifikace

patogenu a nasledna separace pacientli podle bakteridlniho nalezu.
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1.2.5 Problematika terapie antibiotiky u Bcc

Lécba infekce pomoci antimikrobidlnich latek je v pfipadé nakazy Bcc komplikovana
nékolika faktory. Prinik antibiotika k cilové tkani je ztizen ptitomnosti bakteridlniho
biofilmu na povrchu epitelu. Hlavnim problémem je pak pfirozend rezistence bakterie na
celou fadu antibiotik, které se k 1écbé pacienti nemocnych CF bézné pouzivaji. Tato
primarni rezistence je zpusobena nékolika vlivy. Bcce se odliSuji od jinych gramnegativnich
bakterii strukturou vnéjSi membrany, pfevazné pak v mnozstvi fosfatovych skupin a
lipopolysacharida (LPS). Bylo také zjisténo, Ze Bcc maji vyrazné mensi permeabilitu porint,
ve srovnani s E. coli az 10x nizsi [52, 53]. K odstranéni antimikrobialnich latek ¢i jinych
sloucenin slouzi Bcce dale tzv. efflux pumpy pfitomné v cytoplazmatické membrané [54].
Uvedené mechanismy snizuji permeabilitu membrany a tim ztéZuji prinik antibiotika
k cilové burce.

Dalsi ochranou uvedené bakterie pted uc¢innou lécbou antibiotiky je produkce degrada¢nich
enzymdu. Jednd se hlavné o B-laktamasu, coz ¢inni Bcc ptirozené rezistentni na -laktamova
antibiotika (napf. peniciliny). Bcc je dokonce schopna vyuzit penicillin G jako zdroj uhliku
[55]. Dale jde o enzymy snizujici u¢inek aminoglykosidl ¢i polymyxint. Pii 1é¢bé se nejlépe
uplatiiuje intraven6zni podani kombinace 2-3 antibiotik, obvykle se uziva meropenem spolu
s kotrimoxazolem ¢i piperacillin-tazobaktamem. Chronicka infekce Bcc se kvili vzniku
sekundérnich rezistenci neléci opakovanych podavanim antibiotik, ale k 1€cbé se ptistupuje
az pti ndhlém zhorSeni zdravotniho stavu. V takovém ptipad¢ se pak podava kombinace 3 1

vice antibiotik. [18, 56, 57].

1.2.6 Burkholderia cenocepacia

Nejrozsitenéjsim a také nejlépe prozkoumanym druhem Bcece je B. cenocepacia. Infekce
timto druhem ma mnohem vaznéjsi klinické dopady nez ndkaza jinymi bakteriemi z Bec. U
B. cenocepacia bylo popsano nejvice epidemickych kloni, které jsou pokladany za vyrazné
virulentn&j$i nez sporadicky se vyskytujici kmeny. V Ceské republice je piiblizné 30 %
pacientli nemocnych CF infikovano bakteriemi z Bcc, pfi¢emZ asi z 90 % se jednad o
B. cenocepacia. Nejrozsitengjsi epidemicky kmen je oznacovan jako CZ-1 (ST-32) [58].

Infekce B. cenocepacia s sebou rovnéz nese vyssi riziko vzniku jiz uvedeného cepacia

syndromu. Pacienti s CF infikovani timto druhem také vykazuji vys$$i Umrtnost po
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transplantaci plic, nez pacienti nakazeni jinym druhem Bcc nebo PA. Vzhledem k fadé¢
posttransplantaénich komplikaci je casto pacientim infikovanym B. cenocepacia

transplantace nedoporucena [59, 60].

1.2.7 Lektiny Burkholderia cenocepacia

Vsechny dosud identifikované lektiny B. cenocepacia vykazuji podobnost s lektinem
P. aeruginosa oznaCovanym jako PA-IIL. Tento lektin se specifitou k L-fukose je kddovan
genem LecB, jehoz strukturni obdoby, tzv. LecB-like domény, nachdzime i v genomu B.
cenocepacia [61].

U B. cenocepacia byly popsany 3 strukturné odlisné lektiny oznacované jako BC2L-A,
BC2L-B a BC2L-C. VSechny obsahuji doménu podobnou lektinu PA-IIL a nékteré navic
obsahuji N-termindlni doménu, jejiz struktura nebyla nalezena u Zadnych dosud zndmych
proteint.

Lektin BC2L-A ma dimerni strukturu, kazdy monomer je 13,8 kDa velky a obsahuje jedno
vazebné misto se specifitou k mannose. Lektin se vaze O-glykosidovou vazbou pies 3
hydroxylové skupiny mannosy, vazba je navic koordinovdna dvéma ionty vapniku [62].

Struktura lektinu je znazornéna na obrazku 6.

Obr. 6: Lektin BC2L-A. Pievzato z [63].
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2 CIL PRACE

Cilem prace bylo vyvinout vhodny modelovy systém pro studium adheze bakterie
Burkholderia cenocepacia na plicni epitel pacientd nemocnych cystickou fibrézou, ktery by

umoznil studium ovlivnéni této adheze pomoci specifickych protilatek.
Pro splnéni cile této prace bylo tieba fesit nasledujici ukoly:

* navrhnout techniku pro vizualizaci bakterie B. cenocepacia

= zavést a optimalizovat vhodnou metodiku ke studiu adheze vybranych kment
B. cenocepacia na buné¢nou linii odvozenou od pacientii s CF (CuFi-1) a na zdravou
bunécnou linii NuLi-1

= zvajecné frakce slepic imunizovanych lektinem BC2L-A izolovat specifickou
protilatku proti tomuto lektinu a ovéfit, zda tato protilatka specificky rozpoznava
rekombinantné ptipraveny lektin BC2L-A

= zjistit, zda je pfipravena protildtka schopna ovlivnit miru adheze bakterie na plicni

epitel bunécné linie CuFi-1
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité pristroje a material

3.1.1 Pristrojové vybaveni a nastroje

analytické vahy 40 SM

centifuga Hettich Universal 320 R
centrifuga Eppendorf 5415 R

centrifuga Hermle Z 383 K

CO; inkubéator

desticka CellBIND, 96 jamek

dialyzacni tuby

D-TubeTM Dialyzer Mini-Maxi (6-8 kDa)
inkubator s funkci tfepani

kultivaéni lahve, 25 a 75 cm?

lamindrni box BIO 126

laminarni box MB 20

mikrobidlni filtr s velikosti port 0,22 pm
mikroskop Motic AE31

mixér Vortex Zx>

parafilm

spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro
spektrofotometr Helios Alpha

sterilni mikrofiltr 0,22 um

vodni lazen

3.1.2 Pouzité chemikalie a biologicky material

bromfenolova modf

PESA, Svycarsko

Hettich Zentrifugen, Nemecko
Eppendorf, USA

Hermle Labortechnik, Némecko
ShellLab, CR

Corning, USA

Lonza Biotec, Svycarsko
New Brunswick Scientific, USA
Corning, USA

Labox, CR

Labox, CR

Corning, USA

Motic, Nemecko

VELP Scientifica, Italie
Bemis, USA

Tecan, Svycarsko

Thermo Scientific,

Merck Milipore, Nemecko

Memmert, Nemecko

Lachema, CR



BSA fraction V Merck, USA

bunééné linie CuFi-1, Nuli-1 ATCC®, USA

Diluent C Sigma-Aldrich, USA
DMSO Aplichem, Némecko
FBS Gibco™ Invitrogen, UK
Geneticin Gibco™ Invitrogen, UK
Kolagen IV Sigma-Aldrich, USA
kyselina octova Lachema, CR

LHC-9 medium Gibco™ Invitrogen, UK
PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit for General

Cell Membrane Labelling Sigma-Aldrich, USA

PKH67 Red Fluorescent Cell Linker Kit for General

Cell Membrane Labelling Sigma-Aldrich, USA
trypsin-EDTA 10x koncentrovany roztok PAA Laboratories, Rakousko
TWEEN® 20 Sigma-Aldrich, USA
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3.2 Prace s bunénymi liniemi plicniho epitelu

V této praci byly pii experimentech pouzivany imortalizované bunky plicniho epitelu. Linie
CuFi-1 pochazi z epitelu pacienta trpiciho CF s mutaci AF508, linie NuLi-1 je kultura
zdravych plicnich bun¢k. Pouzité linie jsou komeréné dostupné preparaty (ATCC®, USA).
U linie CuFi-1 je uvedena doba zdvojeni 26 hodin, u linie NuLi-1 je to ptiblizn¢ 43 hodin.
Pro zachovani deklarovanych vlastnosti obou bunécnych linii je doporu¢eno omezit pocet

subkultivaci maximalné na 15 [64, 65].

3.2.1 Kultivace bunéénych linii

Manipulace s bunéénymi liniemi probihala vyhradné v lamindrnim boxu BIO 126,
umisténém v laboratofi uréené pro kultivaci tkanovych kultur. Pfi praci s t€émito liniemi byly
pouzivany sterilni jednordzové nastroje (plastové zkumavky Falcon, pipety a kultivacni
lahve) nebo byl material sterilizovéan v autoklavu pii 121 °C.

Bunécéné linie byly péstovany v LHC-9 mediu urceném specialné pro linie plicniho epitelu.
Do tohoto media bylo pfidavano antibiotikum Geneticin v koncentraci 50 pg/ml. Medium
bylo kazdé 3 dny ménéno. Pro kultivaci bunék byly pouzivany kultiva¢ni lahve s povrchem
dna 25 nebo 75 cm?, které bylo potazené kolagenem typu IV (viz déle kap. 3.2.4). Kultiva¢ni
lahve s plicnimi buitkami byly inkubovany v ShellLab CO: inkubatoru pii teploté 37 °C a
5% COo.

3.2.2 Subkultivace bunécnych linii

Po urcité dobé kultivace buné¢k dojde k vytvofeni jednolité vrstvy po celém povrchu
kultivacni nadoby a bunky tak jiz nemaji prostor k dalsimu déleni. Je tedy potieba Cast
bunécné kultury odebrat a prevést do nové kultivacni nddoby, aby byly zajisténé optimalni
podminky pro dalsi déleni. Tato metoda se nazyva subkultivace, neboli ,,pasdz“. Pro
uvolnéni adherovanych bunék z povrchu kultiva¢ni nadoby je pouzivan trypsin s EDTA. Pro

zastaveni jeho ucinku je nasledn¢ piidavano hovézi fetalni sérum (FBS).

Subkultivace byla provadéna vzdy po 7 dnech kultivace bunck. Z kultiva¢nich nadob bylo
odebrano plivodni LHC-9 medium a bylo pfidano 2,5 ml 0,25% (v/v) trypsinu
s 0,53mM EDTA. Kultiva¢ni nddoby byly umistény do inkubatoru po dobu 8 minut pii 37

21



°C. Pot¢é byla trypsinace zastavena ekvivalentnim mnozstvim 1% (v/v) FBS v PBS pufru.
Povrch nadoby byl nékolikrat oplachnut, aby doslo k uvolnéni veskerych bun¢k. Vznikla
bunécna suspenze byla poté centrifugovéna (centrifuga Hettich, Sminut/1000 RPM). Po
odstfedéni byl odebran supernatant a usazené bunky resuspendovany v 1 ml kompletniho
LHC-9 média. Z této bunécné suspenze bylo odebrano 100 upl a pievedeno do nové
kultiva¢ni lahve potazené kolagenem s povrchem 75 cm? obsahujici 15-16 ml kompletniho

média LHC-9. Byl také odebran alikvot na pocitani bunck.

3.2.3 Stanoveni po¢tu bunék a jejich viability barvenim trypanovou
modri

Nabarvenim bunécné suspenze trypanovou modii 1ze rozliSit mrtvé a zivé buniky. Zivé buiky
toto barvivo pfes membranu vylucuji, proto se pii mikroskopickém pozorovani jevi jako

bezbarvé, naopak mrtvé buiiky jsou obarvené modre.

20 pl bunééné suspenze bylo smichano s 80 pul média LHC — 9 a v poméru 1:1 obarveno 0,4
% (w/v) roztokem trypanové modii. Timto postupem vznikl 10x fedény roztok zakladni
bunécné suspenze. Tohoto roztoku bylo na mtizku Biirkerovy komirky pipetovano 20 pl.
Byly pocitany vzdy zivé bunky v 5 velkych ¢tvercich komirky a nasledné vypocten
pramérny pocet bunék v 1 velkém ¢tverci. Vysledny pocet bunek n v 1 ml zakladni bunééné

suspenze byl stanoven pomoci ptevodniho vztahu:

n = prumerny pocet bunék ve velkém ctverci x redeéni zakladni suspenze % 10 000

3.2.4 Potazeni kultivaénich nadob kolagenem IV

Pro spravny rast bunéénych linii CuFi-1 a NuLi-1 je vhodné je kultivovat v nadobéach, jejichz
dno je potazeno kolagenem. Byl pouzit komercéné dostupny kolagen IV ziskdvany z lidské
placenty. Lyofilizovany kolagen byl rozpustén v 0,25 % (v/v) kyseliné octové, aby vznikl
zasobni roztok o koncentraci 1,8 mg/ml. Takto pfipraveny roztok kolagenu byl uchovavan
v chladu ve sklenéné lahvicce.

Zasobni roztok kolagenu byl déle fedén pufrem PBS na vyslednou koncentraci 60 pg/ml.
Tento roztok byl nasledné sterilizovan filtraci ptes mikrofiltr s velikosti pért 0,22 pm. Do

kultivaénich lahvi s povrchem 75 cm? bylo pipetovano 4-5 ml piipraveného roztoku
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kolagenu a bylo zajisténo, aby bylo celé dno roztokem rovnomérné pokryto. Do lahvi
s kultivaénim povrchem 25 cm? byly nanaSeny 2 ml tohoto roztoku. Lahve byly poté
inkubovany v laminarnim boxu po dobu minimalné 12 hodin.

Zbyly kolagen byl odebran. Lahve byly dvakrat promyty 4 ml PBS a ponechany otocené
dnem vzhtiru do tiplného vyschnuti. Poté byly sterilizovany UV zafenim po dobu minimalné
2 hodin a nakonec jejich vicko zajisténo parafilmem. Pied dalSim pouzitim byly uchovavany

v chladu a kazda lahev byla pied kultivaci bun¢k jesté jednou promyta pufrem PBS.

3.2.5 RozmraZeni bunéénych linii

Bunééné linie byly uchovavany v hlubokomrazicim boxu pii — 80 °C. Vzhledem
k pritomnosti toxického DMSO v zamrazené bunééné suspenzi je tieba pii rozmrazovani
postupovat opatrné a presné¢ danym zplsobem. Medium se ptidavd postupné v danych
casovych intervalech, aby se bunky adaptovaly na zménu pH a osmolality v bunééné
suspenzi.

Kryokonzervy s bunéénymi liniemi byly vyjmuty z mraziciho boxu a rychle rozmrazeny ve
vodni lazni temperované na 37 °C. Tyto buiiky byly nasledné po objemu 1 ml pfevedeny do
sterilni plastové zkumavky, ve které jiz bylo pfipraveno 100 ul media LHC-9. Nésledné bylo
v minutovych intervalech pfidavano vytemperované medium (37 °C) — schéma postupnych

ptidavki media ukazuje tabulka 1:

Tab. 1: Schéma ptridavkd LHC-9 media k rozmrazené bunécné suspenzi

1 ml Cas[min] | 0 1 2 3 4 5 6 7 8

bunécné Pridavek
suspenze | media [ml]

0,10 | 0,12 | 0,15 0,19 | 0,26 | 0,36 | 0,52 | 0,86 | 1,69 | 4,75

Buné¢na suspenze byla nasledné centrifugovana (centrifuga Hettich 320 R, 5 minut/1000
RPM). Vznikla peleta bun¢k byla resuspendovana v 1 ml media a pfevedena do kultivaéni
lahve s povrchem potaZzenym kolagenem. Z této bunétné suspenze byl rovnéz odebran

alikvot na pocitani a stanoveni viability bunék (viz kap. 3.2.3).
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3.3 Prace s bakteriemi Burkholderia cenocepacia

V této praci byly pouzity dva rtzné epidemické kmeny Burkholderia cenocepacia

poskytnuté Ustavem lékai'ské mikrobiologie 2. LF UK a FN Motol:

e Burkholderia cenocepacia, izolat 1232 kmene ST32 (referencni kmen CZ-1)
e Burkholderia cenocepacia, izolat J2315 kmene ST28 (referen¢ni kmen LMG 16656)

3.3.1 Kaultivace a dlouhodobé uchovavani Burkholderia cenocepacia

Bakterie byly kultivovany v kapalném médiu oznacovaném jako PS medium (plné medium).
SloZeni tohoto media je nasledujici: 1,6% (w/v) pepton, 1% (w/v) enzymaticky kaseinovy
hydrolyzat, 57 mM K2SO4, 15 mM MgClz a 0,5% (v/v) glycerol.

Ze zamrazené bakteridlni suspenze bylo vzdy odebrano 50 pl, ptidano k 6 ml PS média a
ponechano inkubovat v tfepacim inkubétoru (New Brunswick) pfi teploté 37 °C za mirného
tiepani. Kultivace probihala obvykle po dobu alespoii 15 hodin. Po namnozeni bakterii byla
pfi vinové délce 600 nm zméfena optickd denzita (OD) na spektrofotometru Helios a.

Pomoci pievodniho vztahu:
CFU = Agpo x 6 x 10°

CFU (Colony-forming Units) — koncentrace bakterii [b/ml]

Agoo — absorbance pii 600 nm
bylo orienta¢né stanoveno mnoZzstvi bakterii v 1 ml bakteridlni suspenze.
Pro dlouhodobé uchovavani byly z bakterialni suspenze utvofeny 100ul alikvoty obsahujici
bakterialni suspenzi a kryokonzerva¢ni médium (40 % glycerol v pufru PBS) v poméru 1:1.

Tato smés byla rychle zmraZena tekutym dusikem a uchovavéana v hlubokomrazicim boxu

pii — 80 °C.

3.4 Fluorescencni znaceni plicnich a bakterialnich bunék

Pro studium adheze Burkholderia cenocepacia na plicni epitel bylo tfeba studované builky
a bakterie vhodné fluorescen¢né oznacit, aby mohlo byt nasledné kvantitativné stanoveno

mnozstvi adherovanych bakterii na epitel plicnich bunék. Byla pouzita komeréné dostupna
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barviva poskytovand firmou Sigma-Aldrich®. Plicni buniky byly barvené zelenou
fluorescenc¢ni slouc¢eninou PKH67. Pro studium bakteridlnich bun€k bylo od téze firmy
pouzito barvivo PKH26. Tato slou¢enina poskytuje fluorescenci v cervené oblasti spektra.
Ob¢ popsané fluorescencni slouceniny se pomoci dlouhych alifatickych fetézct vazou do
lipidové membrany bunék a zanechavaji je plné zivotaschopné. M¢feni fluorescence
probihalo na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro. Fluorescence obarvenych plicnich
bunck byla méfena pii vilnové délce excitace 470 nm a emise 505 nm. Pro stanoveni
fluorescence bakteridlnich bun¢k byla hodnota excitatniho maxima nastavena na 522 nm,

emisniho pak na 569 nm.

3.4.1 Fluorescencni znaceni plicnich bunék

Pro fluorescenéni znadeni bylo do 96—jamkové desti¢ky nasazeno 5-10* bunék na jamku ve
200 pl LHC-9 media bez antibiotika. Po vytvofeni monovrstvy bylo medium odebrano a do
kazdé jamky pipetovano 25 pl Diluentu C, ktery je spolu s barvou PKH67 soucasti kitu od
firmy Sigma-Aldrich®. Do jamek bylo nésledné ptidano 25 pl 0,8% (v/v) roztoku barvy
PKH67 v Diluentu C. S timto roztokem barviva byly bunky inkubovany za laboratorni
teploty a neptistupu svétla po dobu 10 minut. Reakce byla zastavena ptidavkem 150 ul 100%
FBS. Buniky byly nasledné 1x promyty 150 ul 1% (v/v) FBS a poté 5% 150 ul media LHC-
9. Po promyti bylo do kazdé jamky pfidano 200 pul LHC-9 media a desti¢ka ponechdna
v inkubétoru (37 °C, 5% CO.) do té doby, nez byly k buiikdm pfidany bakterie.

3.4.2 Fluorescenc¢ni znaceni bakterialnich bunék

Bakterie byly standardnim zpiisobem namnoZeny v PS mediu (viz kap. 3.3.1). Bakteridlni
suspenze byla centrifugovana (centrifuga Hermle Z 383K, 18 minut/5000 RPM). Po
odstranéni supernatantu byly bakterie jesté 2x promyty 2 ml pufru PBS (centrifuga Hermle
Z 383K/5 minut/5000 RPM). Byla zmé&fena optickd denzita a orientacn¢ stanoven pocet
bakterii v suspenzi (viz kap. 3.3.1). Bakterie byly poté fedény pufrem PBS na koncentraci
10° bakterii/ml. Bakterialni suspenze byla centrifugovana (viz vyse) a vznikld peleta
resuspendovana ve 250 pl Diluentu C. Do této bakterialni suspenze bylo pfidano 250 pl
roztoku barviva PKH26 v Diluentu C o vysledné koncentraci 8umol/l. Bakteridlni roztok byl

inkubovan 30 minut za laboratorni teploty a nepfistupu svétla. Reakce byla zastavena 1 ml
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1% roztoku BSA v pufru PBS (w/v) a reakéni smés centrifugovana (centrigufuga Eppendorf
5415 R, 5 minut/13 000 RPM). Po odebrani supernatantu byly bakterie 2x promyty 1 ml
pufru PBS za vyse uvedenych podminek a poté resuspendovany v 1 ml tohoto pufru.
Koncentrace bakterii v této suspenzi byla ur¢ena z méfeni optické denzity pti 600 nm, kdy

byl jako blank pouzit pufr PBS.

3.5 Adhezni test

Buriky byly nasazeny do 96—jamkové desticky v mnozstvi 5-10* bunék linie CuFi-1 a 7,5-10*
bun¢k NuLi-1 na jamku ve 200 pl LHC-9 media bez ptidaného antibiotika a ponechany rtst
do vytvofeni konfluentni monovrstvy. Poté byly buiiky standardnim zptsobem obarveny
barvivem PKH67 (viz kap. 3.4.1). Bakterie byly po kultivaci promyty od média a rovnéz
barveny pomoci barviva PKH26 (viz kap. 3.4.2.).

Pred pfidanim bakterii k bunéénym liniim bylo z jamek odebrano medium a jamky 2x
promyty 200 ul pufru PBS. Poté bylo do kazd¢ jamky pipetovano 80 pl bakterialni suspenze.
Inkubace probihala po dobu 2 hodin za laboratorni teploty a bez piistupu svétla. Ptiblizné
10 minut pfed uplynutim této doby bylo provedeno kontrolni méfeni fluorescence
(parametry méteni viz kap. 3.4). Nasledné byla bakteridlni suspenze z jamek odsata a jamky
dikladné promyty pufrem PBS (nejdiive 150 pl, poté 2x 100 ul). Po promyti bylo do kazdé
jamky pfidano 50 pl pufru PBS a provedeno findlni méfeni fluorescence
na spektrofluorimetru Tecan Infinite za parametri uvedenych v kap. 3.4. Vzhledem k faktu,
ze pouzit¢ barevné slouCeniny absorbuji piijinych vilnovych délkach, byla relativni
fluorescence bakterii a bunécénych linii méfena zvlast'. Z vzajemného jejich poméru pak byla
vypocitana mira adheze daného bakteridlniho kmenu na bunécnou linii CuFi-1 nebo NuLi-
1. Uzitim dvouvybérového T-testu pro testovani rozdilu dvou stfednich hodnot byla

stanovena hladina vyznamnosti.

3.5.1 Adhezni test s pouzitim slepicich protilatek

V ptipadé testovani vlivu slepicich protilatek (viz dale) na adhezi bakterie k plicnimu epitelu
bylo postupovédno obdobné, jako v postupu popsaném vySe (kap. 3.5). Z obarvené

bakterialni suspenze byly pfipraveny nasledujici frakce:
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= Dbakteridlni suspenze o dané koncentraci v pufru PBS

= Dbakteridlni suspenze v pufru PBS obsahujici kontrolni protilitku o koncentraci
1 mg/ml

= bakterialni suspenze v pufru PBS obsahujici specifickou protilatku proti lektinu

BC2L-A o koncentraci 1 mg/ml

3.6 Izolace slepici protilatky IgY z vaje¢ného Zloutku

PouzZité roztoky:

o uchovavaci roztok PBS—ELISA + azid: O,134M NaCl; 1,8 mM Na;HPO4- 12
H>O; 1mM NaH>POs4, 0,1% (w/v) NaN3z; pH = 7,2

Vajecné zloutky ziskané od slepice imunizované lektinem BC2L-A z Burkholderia
cenocepacia byly uchovavany v roztoku PBS s azidem v poméru 1:1. Tato frakce byla pred
samotnou izolaci fedéna destilovanou vodou tak, aby byly zloutky celkové 8% zfedény. pH
reakéni smési bylo upraveno na hodnotu 5,00-5,20 ptidavkem 0,5M HCIL. Smés byla pielita
do trychtyte se zatkou a pti -20 °C zamrazena.

Po Gplném zmrazeni byla frakce pfendana do zZebrovaného trychtyte vylozeného filtracnim
papirem. V tomto uspoiadani byla frakce za laboratorni teploty ponechdna postupné
rozmrznout. Do vzniklého filtratu byl za stalého michani pfidavan chlorid sodny v takovém
mnozstvi, aby vznikl jeho 8,8% (w/v) roztok. Ptidavkem 0,5 M kyseliny chlorovodikové
bylo poté upraveno pH na hodnotu 4,00. Filtrat Zloutkt byl ponechan 2 hodiny za laboratorni
teploty a nasledné centrifugovan (centrifuga K70 Janetzki, 20 minut/5000 RPM). Vznikla
peleta byla resuspendovana v pufru PBS s azidem - tento uchovavaci roztok byl pfidavan

postupné, az do vzniku zcela ¢iré suspenze. Roztok protilatky byl poté skladovan pii 8 °C.

3.6.1 Stanoveni koncentrace protilatek

Z roztoku protilatky bylo odebrano pozadované mnozstvi (100-500 ul) do mikrozkumavky
a centrifugovano (centrifuga Micro Centaur/5 minut/13 000 RPM). Koncentrace protilatek
ve vzorku byla stanovovéna spektrofotometricky na ptistroji HP 8453 E pii vinové délce
280 nm. Jako slepy vzorek bylo pouzito 2,5 ml uchovavaciho roztoku (popft. dialyzacniho

pufru), do kterého bylo poté ptidano 50 pl roztoku protilatky.
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Koncentrace protilatky byla vypoctena ze vztahu:

¢ = Azso X redeni vzorku x 1,094
[c] = mg/ml

3.6.2 Dialyza roztoku protilatky

Pted pfidanim protilatek k bakteridlni suspenzi a ndsledné k bunéénym liniim je tieba
odstranit z uchovavaciho roztoku azid, ktery je pro buiiky toxicky.

Pozadované mnozstvi roztoku protilatky bylo pievedeno do dialyzacni kolonky (propustnost
molekul v rozmezi 6-8 kDa). Dialyza probihala proti pufru PBS nejmén¢ 24 hodin. Po 12

hodinach byl pufr PBS vyménén. Po dialyze byla zméfena koncentrace protilatek (viz 3.6.1).

3.7 ELISA

Metoda ELISA patii mezi imunochemické metody zalozené na specifické interakci mezi
antigenem a protildtkou. Nazev je zkratkou anglického oznaceni metody ,,Enzyme Linked
Immunosorbent Assay*. Pomoci metody ELISA lze kvantitativné urcit mnoZstvi antigenu ¢i
protilatky. Existuje mnoho typi uspotadani ELISA v zavislosti na tom, v jakém potadi se na

sebe antigeny a protilatky vazi.

PouzZité roztoky:

o PBS-ELISA: 0,134 M NaCl; 1,8 mM Na;HPO; - 12 H>O; 1 mM Na,HPOg4- 2 H>O;
pH=72

o PBS ELISA-TWEEN: 0,134 M NaCl; 1,8 mM NaxHPOq - 12 H>O; 1 mM
Na;HPO4 - 2 H20; 0,1% (v/v) TWEEN®; pH = 7,2

o blokovaci roztok: 2% (w/v) roztok fidkého bilku v PBS ELISA-TWEEN

o imobiliza¢ni roztok: 13 mM Na,COs3; 25 mM NaHCOs; pH = 9,6

o vyvolavaci roztok: 30 mM NaHCOs3, 20 mM Na;CO3, 1 mM MgClp, 0,01 % (w/v)
p-nitrofenylfosfat (pNPP)

Byl pfipraven roztok lektinu BC2L-A v imobiliza¢nim pufru o koncentraci 4 pg/ml. Do
jamek desticky Polysorb bylo pipetovano 100 pl ptipravené¢ho roztoku lektinu a desticka

poté inkubovana ptes noc pii 5 °C.
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Po navazani antigenu byly jamky 5% promyty 200 pl pufru PBS ELISA-TWEEN. Nasledné
bylo do jamek pipetovano 150 pl 2% (w/v) roztoku fidkého bilku. Blokovani probihalo 1
hodinu v inkubatoru pii 37 °C. Jamky byly poté promyty 3x 200 ul pufru PBS ELISA-
TWEEN. Do jamek bylo nasledné pipetovano 100 pl roztoku primarni protilatky proti
lektinu BC2L-A v koncentraci 3,3; 10; 30 a 90 pg/ml. Stejnym zptisobem byl do jamek
aplikovan i roztok kontrolni protilatky. Inkubace s primdrnimi protildtkami probihala 2
hodiny pii 37 °C. Po jejich navazani byly jamky opét 3x promyty 200 ul pufru PBS ELISA-
TWEEN. Nasledné byl do jamek aplikovan roztok sekundarni protilatky konjugované
s alkalickou fosfatasou v PBS v poméru 1:1600. Inkubace se sekundarni protilatkou
probihala 1 hodinu pfi 37 °C, poté byla desticka promyta stejnym zptsobem jako po inkubaci
s primarnimi protilatkami.

Pro vznik barevného produktu a nasledné vyhodnoceni na spektrofotometru bylo do jamek
pipetovano 100 ul vyvolavaciho roztoku. Po 10 minutach byla reakce zastavena ptidavkem
50 ul 3M NaOH. Vyhodnoceni probihalo na spektrofotometru Sunrise Remote pii vinové
délce 405 nm.
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4 VYSLEDKY

4.1 Fluorescen¢ni znaceni bakterie Burkholderia cenocepacia

Prvnim krokem ptedklddané prace bylo navrhnout vhodny postup vizualizace bakterie
B. cenocepacia, ktery by umoznil sledovani adheze této bakterie na plicni epitelidlni buniky.
Byl optimalizovan zpiisob barveni bakteridlnich bun€k pomoci fluorescenc¢niho barviva
PKH26. Pro vlastni postup byl pouzit navod od firmy Sigma-Aldrich® s mensimi Gipravami
(viz kap. 3.4) vedoucimi k optimalizaci metody.

Pti optimalizaci barveni B. cenocepacia byl nejprve hledan optimélni pomér mezi
koncentraci bakteridlni suspenze a koncentraci pridavané slou¢eniny PKH26. Pted barvenim
byly bakterie kultivovany v PS mediu a poté promyty pufrem PBS. Poté byla 8uM roztokem
PKH26 barvena bakterialni kultura o koncentraci 10'° bakt/ml ziskana po cca 15 hodinové
kultivaci. Bylo zifejmé, ze dosSlo k obarveni pouze horni vrstvy bakteridlni pelety. Ani
barveni bakterialni kultury o koncentraci 3-10° bakt/ml nepfineslo uspokojivé vysledky. Jako
vyhovujici se ukézalo fluorescenéni znaéeni bakteridlni suspenze o koncentraci 10° bakt./ml
roztokem PKH26 o vyslednékoncentraci 8 pumol/l. Pii uvedené koncentraci bakterii doslo
k rovnomérnému obarveni veskeré bakteridlni kultury. Na obrazku 7 je snimek
fluorescencné znacené bakterialni kultury vyhodnoceny fluorescenénim mikroskopem

Nicon Eclipse.

Obr. 7: Mikroskopicky snimek Burkholderia cenocepacia zna¢ené PKH26. Pozorovano na mikroskopu
Nicon Eclipse (40x, filtr 31002 Rdil C87702).
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Dale byla sledovéana zavislost relativni fluorescence obarvené bakterialni suspenze na jeji

koncentraci (obr. 8,9). M¢éteni probihalo na spektrofluorimentu Tecan Infinite.
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Obr. 8: Zavislost relativni fluorescence Burkholderia cenocepacia, kmen ST28, na koncentraci bakterii
v jamce. Méfeno na spektrofluorimetru Tecan Infinite, excitace/emise — 522/569 nm, desticka ctena zespodu,

»gain“ 176.
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Obr. 9: Zavislost relativni fluorescence Burkholderia cenocepacia, kmen ST32, na koncentraci bakterii

v jamce. Méfeni probihalo za stejnych parametrti jako v pfipadé kmene ST28 (obr. 8).
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U obou pouzitych kmend B. cenocepacia ma zéavislost linearni charakter v uvedeném
rozsahu koncentraci bakteridlnich bun¢k. Béhem adheznich testli byla prokézana linearni
zavislost fluorescence na poétu bakterialnich bun&k az do hodnoty 8-107 bakterii na jamku
(viz kap. 4.2).

Jako mezni pocet bakteridlnich bunék, jejichz fluorescence je jesté odlisitelnd od slepého
vzorku (pufr PBS), se jevi 10° bakterialnich bun&k na jamku.

Z uvedenych grafii je dale ziejmé, Ze oba kmeny B. cenocepacia se barvi pouzitym roztokem

PKH26 stejné intenzivné.

4.2 Adhezni testy

Pro studium adheze bakterie B. cenocepacia na bunécné linie plicniho epitelu zdravych
jedincti a jedinci s CF bylo tfeba zavést a optimalizovat vhodnou metodiku. Pro
vyhodnoceni interakce bakterii B. cenocepacia s buiikami plicniho epitelu je tieba néjakym
zpusobem kvantifikovat ob¢ slozky. Proto bylo pouzito fluorescen¢ni znaceni slou¢eninami
PKH26 a PKH67, které nepozméfuji bunééné membranové struktury a neovliviiuji tak
adhezi bakterie na povrch epitelidlnich bunék. Piesny postup fluorescenéniho znaceni je
popsan v kapitole 3.4. Slou¢eninou PLH67 byla barvena monovrstva bunéénych linii CuFi-
1 a NuLi-1 kultivovanych v 96—jamkové desticce.

Bé&hem optimalizace adheznich testl bylo hledano vhodné mnozstvi bun¢k aplikovanych na
desticku a optimalni doba kultivace potfebna k vytvoreni konfluentni monovrstvy. Byly
zkouSeny koncentrace 5-10%, 1-10° a 1,5-10° bunék na jamku. Po sérii pozorovani bylo
zvoleno mnozstvi 5-10% bunék linie CuFi-1 a 7,5-10* buné&k linie NuLi-1 na jamku, které do
24 hodin vytvoti souvislou monovrstvu. Koncentrace bunééné linie NuLi-1 byla pfi vysevu
bunck vyssi vzhledem k delsi dobé zdvojeni (46 hodin) ve srovnani s linii CuFi-1 (23 hodin),
aby bylo v dob¢ experimentu dosazeno priblizné stejného mnozstvi bun€k u obou bunéénych
linii. K takto obarvenym bunéénym liniim byly pfidany obarvené bakteridlni bunky.
Nasledujici mikroskopicky snimek (obr. 10, str. 33) zobrazuje adhezi B. cenocepacia na

bunéénou linii CuFi-1.
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Obr. 10: Adheze B. cenocepacia na buiiky CuFi-1. Pozorovano na mikroskopu Nicon Eclipse (40%). Pro
sledovani bakterii znacenych PKH26 (Cervené) byl pouzit filtr 31002 Rdil C87702, pro buiiky (PKH67, zelen¢)
filtr 31001 FITC C87701.

Pro kvantifikaci adherovanych bakterii na povrchu plicnich bun¢k bylo vyuzito méteni
relativni fluorescence na spektrofluorimetru Tecan Infinite. Na buné¢né linie CuFi-1 a NuLi-
1 byly aplikovany bakteridlni suspenze obou dostupnych kmena B. cenocepacia (ST28 a
ST32) o riznych koncentracich (obr. 11, 12). Pro vyhodnoceni miry adheze bakterii na
uvedené bunécné linie byl pouzit vzajemny pomér fluorescenci bakteridlnich a plicnich

epitelialnich bunék.
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Obr. 11: Adheze kmene ST32 B. cenocepacia na plicni epitel bunéénych linii CuFi-1 a NuLi-1. M¢éfeno
na spektrofluorimetru Tecan Infinite, hodnoty exc./em 470/505 nm pro PKH67, ,,gain“ 134; 522/569 nm pro
PKH26, ,,gain“ 114. Cteni zespodu a bez vitka. Hladina vyznamnosti: “a < 0,05; *“o.< 0,01.
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Obr. 12: Adheze kmene ST28 B. cenocepacia na plicni epitel bunéénych linii CuFi-1 a NuLi-1. Métfeno
na spektrofluorimetru Tecan Infinite, hodnoty exc./em 470/505 nm pro PKH67, ,,gain 134; 522/569 nm pro

PKH26, ,,gain“ 114. Cteni zespodu a bez vicka. Hladina vyznamnosti: ““a. < 0,01.

Jak je zfejmé z grafu 11 a 12, u obou bakteridlnich kment byla prokazana az trojndsobné
vys$si adheze k bunécné lini CuFi-1 ve srovnani s linii NuLi-1. Z grafa dale vyplyva, Ze se
stoupajici koncentraci bakterialnich bun€k se prohlubuje rozdil v mnozstvi adherovanych
bakterii na buné¢nou linii CuFi-1 oproti linii NuLi-1.

Na zakladé¢ ziskanych vysledki 1ze soudit, ze bakteridlni kmen ST28 vykazuje vyssi adhezi
k plicnimu epitelu neZ kmen ST32.

Pti vSech uvedenych koncentracich bakteridlni suspenze byl zaznamenan rozdil v adhezi
bakterie na linii CuFi-1 oproti NuLi-1. Pro dalsi experimenty byl na zaklad¢ ziskanych
poznatkil vybran bakteridlni kmen ST28. Jako vhodn4 koncentraci bylo uréeno 2-10” a 410’

bakterialnich bunék na jamku.
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4.3 Izolace a charakterizace slepiCi protilatky proti lektinu
BC2L-A

Po optimalizaci adheznich testli byla izolovana a testovana protilatka proti lektinu BC2L—A
produkovaném B. cenocepacia z hlediska mozného ovlivnéni adheze této bakterie na plicni
epitel.

Ze zloutkl slepic imunizovanych rekombinantné piipravenym lektinem BC2L—A byla
izolovana smeés protilatek IgY. Izolace zahrnovala srazeni lipidni frakce roztokem NaCl,
vymrazeni a néasledné déleni ziskaného roztoku proteinti ,,vysolovanim* NaCl za ptfesné
definované hodnoty pH (viz kap. 3.6). Uvedenym zptisobem byla ziskana frakce obsahujici
specifickou protilatku proti vySe uvedenému lektinu (oznacena Cislem 2S). Stejnym
zpusobem byla izolovana 1 kontrolni frakce, tj. smés protilatek pifed imunizaci zvitete
(ozn. 2K). Tyto primarni protilatky byly v ramci pfedkladané prace srovnavany s jiz diive
izolovanymi protilatkami (dale oznaceny ¢islem 6), u nichz byla prokazana specificka vazba
na lektin BC2L—A [66]. Mimo jiné bylo sledovano, zda dlouhodobé uchovévani protilatek
v roztoku PBS s azidem neovliviiuje jejich vazbu na uvedeny lektin.

Zda piipravené primarni protilatky specificky vazi a rozpoznavaji lektin BC2L—A bylo
oveéfovano metodou ELISA, kde jako sekundarni protilatka byla pouzita protilatka
konjugovana s alkalickou fosfatasou katalyzujici chromogenni reakci. Naméfena
absorbance pak odpovida koncentraci primarni protilatky vdzané na antigen (v tomto piipadé
lektin BC2L—A). Ziskana data jsou na obr. 13 na strané 36.

Z vysledki je patrné, ze protilatky s rekombinantné piipravenym lektinem BC2L-A
interaguji. Ve vSech piipadech je hodnota signalu u specifické protilatky vyssi neZ v ptipadé
kontrolni protilatky. S rostouci koncentraci protilatek se tento rozdil vyrazné prohlubuje.
Navic specifickd protildtka izolovand v ramci pfedkladané prace (frakce 2S) ma
srovnatelnou Uc¢innost jako jiz diive izolované¢ protilatky (frakce 6.1.S a 6.5.S). Zda se tedy,
ze dlouhodobé skladovani protilatek v roztoku PBS s azidem nevede k ovlivnéni interakce

mezi protilatkou a lektinem.
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Obr. 13: Interakce lektinu BC2L-A s protilatkami proti tomuto lektinu. Uvedend data znazoriuji zavislost
namétené absorbance na koncentraci primarnich protilatek. Protilatky izolované v ramci této prace jsou
oznaceny Cislem 2, protilatky oznacené ¢islem 6 byly izolovany jiz diive [66]. K = kontrolni frakce ziskana
pfed imunizaci zvitete, S = specificka protilatka. Jako antigen byl pouzit roztok rekombinantné ptipraveného

lektinu o koncentraci 4pg/ml. Métfeno na spekrofotometru Sunrise remote pii vinové délce 450 nm.

4.4 Ovlivnéni adheze B. cenocepacia na bunéénou linii CuFi-1
specifickou protilatkou proti lektinu BC2L-A

Byl sledovan vliv slepicich protilatek (2S a 2K) na adhezi B. cenocepacia na buné€nou linii
CuFi-1. Byl pouzit bakterialni kmen ST28 a ptipraveny bakteridlni suspenze o koncentraci
2:107a 4107 bakt./jamku bez piidani protilatky (neosetiené), s kontrolni (2K) a specifickou
protilatkou (2S) proti lektinu BC2L—A.

Pilotni experimenty (obr. 14, 15, str. 37) naznacuji mirny pokles adheze bakterii na bunénou
linii CuFi-1 jak po pfidani specifické, tak kontrolni protilatky. Pokles byl zaznamenéan u
obou koncentraci bakterialni suspenze. AvSak vzhledem k vysokym smérodatnym

odchylkam bude tyto experimenty tieba dale zopakovat.
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Obr. 14: Vliv slepic¢ich protilatek proti lektinu BC2L-A na adhezi bakteridlniho kmene ST28 o
koncentraci 2-107 bakt./jamku na buné&&nou linii CuFi-1. Neosetiené — bez pfidani protilatky, 2K —
kontrolni protilatka o koncentraci 1 mg/ml, 2 — specifickd protilatka o koncentraci 1 mg/ml. Méfeno na
spektrofluorimetru Tecan Infinite, hodnoty exc./em pro PKH67 470/505 nm, ,,gain“ 134; pro PKH26 522/569

nm, ,,gain“ 114. Cteni zespodu, bez vicka.

0,18 -
0,16 - T
S 0,14 -
S5
§§ 0,12 -
SE 01 -
=3
\E o 1
-25 0,08 -
= A
=R 0,06 -
=7
0,04 -
0,02 -
O T T 1
neoSetiené 2K 2S

Obr. 15: Vliv slepic¢ich protilatek proti lektinu BC2L-A na adhezi bakteridlniho kmene ST28 o
koncentraci 4-107 bakt./jamku na buné&&nou linii CuFi-1. Neosetiené — bez ptidani protilatky, 2K —
kontrolni protilatka o koncentraci 1 mg/ml, 2 — specifickd protilatka o koncentraci 1 mg/ml. Méfeno na
spektrofluorimetru Tecan Infinite, hodnoty exc./em pro PKH67 470/505 nm, ,,gain* 134; pro PKH26 522/569

nm, ,,gain“ 114. Cteni zespodu, bez vicka.
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5 DISKUZE

Cysticka fibroza je zavazné genetické onemocnéni zpusobené mutaci v genu CFTR. Tento
gen kdduje stejnojmenny protein, ktery slouzi jako chloridovy kanal a zaroven se podili na
regulaci fady dalSich systémut. Naruseni spravné funkce CFTR proteinu (¢i jeho uplna
absence) s sebou nese fadu zdravotnich komplikaci [3, 4]. Pievazné byva postiZzena dychaci
soustava, coz snizuje odolnost organismu vuci bakteridlnim infekcim. Pozménéné struktury
glykoproteint na povrchu epitelidlnich bun¢k respira¢niho traktu umoziuji snazsi adhezi
bakterii pomoci raznych specifickych adhezinli,, napt. lektini [21]. Mezi nejcastéjsi
patogeneny pacienti nemocnych CF se tadi Pseudomonas aeurignosa a dale bakterie
z Burkholderia cepacia komplexu. Ve srovnani s PA jsou bakterie Bcc povazovany za
vyrazné virulentnéj$i. Divodem tézkého pribéhu infekce je rezistence na vétSinu bézné
pouzivanych antibiotik a také riziko vzniku tzv. cepacia syndromu. Mezi nejcastejsi druhy
ze skupiny Bcc patii Burkholderia cenocepacia. K adhezi slouZzi této bakterii, vedle fady
dalSich struktur, také lektiny. U B. cenocepacia byly identifikovany tii lektiny, sekvencné
podobné s lektiny PA, které jsou oznaceny jako BC2L—A, —B a —C [61, 62]. Cilem prace
bylo zavést a optimalizovat vhodny modelovy systém, na kterém by mohla byt studovana
adheze bakterie B. cenocepacia na buiiky plicniho epitelu.

Ke studiu interakce mezi B. cenocepacia a plicnim epitelem byly vyuzity bunécné linie
CuFi-1 odvozené od plicnich bunék pacienta s cystickou fibrézou s mutaci AF508 a linie
NulLi-1 pochazejici z bunék zdravého jedince. Pro studium adheze byly pouZity 2 bakterialni
kmeny B. cenocepacia. Kmen ST32 (CZ1) je epidemicky kmen nejCastéji se vyskytujici
mezi pacienty v Ceské republice, kmen ST28 patii do epidemické linie ET-12 typické pro
pacienty ve Velké Britanii.

K vizualizaci bakterii a plicnich buné€k bylo vyuZito fluorescen¢ni znafeni pomoci
komer¢nich barviv spolecnosti Sigma—Aldrich. Takto oznacené plicni a bakteridlni buniky
1ze také sledovat pod fluorescenénim mikroskopem, coz miiZze byt uZite¢né pro pochopeni
chovani systému v podminkéch in vivo. V rdmci bakalarské a diplomové prace [67, 68] byla
vypracovana metodika pro studium adheze PA na plicni epitel pomoci fluorescenéniho
znaceni. Pro vizualizaci bakterii P4 bylo v tomto pfipad€ vyuzito barveni fluorescenéni
slouc¢eninou PKH26. Proto bylo testovano, zda je toto barvivo vhodné i k barveni bakterie
B. cenocepacia. Bakterie Bcc vykazuji ve srovndni s ostatnimi gramnegativnimi bakteriemi

(v€etné PA) odlisnosti ve slozeni lipopolysacharidi (LPS) ve vnéj§i membrané bunky. V
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oligosacharidovém jadru LPS bylo zjisténo vyrazné niz$i zastoupeni 3-deoxy-D-
octulusonové kyseliny a fosfatovych skupin [69]. Vlivem uvedenych strukturnich
modifikaci je vyrazné snizen naboj na membrané bakterialni buiikky. Vzhledem k uvedenym
strukturnim odlisSnostem bylo tedy nutno zjistit, zda a v jaké mite B. cenocepacia véaze do
své membrany barvivo PKH26. V ptedklddané praci bylo ukézano, Ze bakterii B.
cenocepacia lze barvit uvedenou fluorescencni slouceninou a také, ze se oba bakterialni
kmeny barvi ptiblizné stejn¢ intenzivné. Dal§im krokem byla nésledné optimalizace postupu
barveni. Dle postupu v produktovém listu vyrobce je doporuceno k obarveni bunécné
suspenze o koncentraci 107 bun&k/ml pouzit 4 uM roztok PKH26 v Diluentu C [52]. V ramci
diplomové prace [68] byl uvedeny postup pro bakterii P4 modifikovan, k obarveni suspenze
o koncentraci 6-10® bakt./ml byl pouzivan 20uM roztok barvy [67].

V ptipadé€ bakterie B. cenocepacia se ukazalo jako optimdlni barveni bakterialni suspenze o
koncentraci 10° bakt./ml 8uM roztokem PKH26. Mikroskopické stanoveni prokézalo, Ze
bakterie jsou i po obarveni pln€ zivotaschopné. Rovnéz byla prokazéana linearni zavislost
fluorescence bakterii na jejich mnozstvi az do koncentrace 8-107 bakt./jamku.

Dalsim krokem bylo optimalizovat zpisob kultivace a barveni epitelidlnich bunék pro
pouziti v adheznim testu. Stejné¢ jako v jiz zminéné diplomové praci [68] zaméfené na
problematiku adheze PA, bylo pfistoupeno k barveni epitelidlnich bunék linii CuFi-1 a NuLi-
1 zelenym fluorescencnim barvivem PKH67. Jednou z metod je obarveni suspenze bun¢k,
kterd je poté ponechdna kultivovat na destiéce do vytvofeni konfluentni monovrstvy.
Uvedenym zplisobem vSak muze pii déleni bunék dochazet k nerovnomérné distribuci
barviva mezi jednotlivé bunky a naméfend fluorescence pak nemusi korelovat se
skutecnym poctem bun¢k. Vysledky by pak mohly byt zkresleny, protoZe ziskana data jsou
vyhodnocovany jako vzdjemné poméry fluorescence bakterii obarvenych slouceninou
PKH26 a obarvenych bunck epitelu slouc¢eninou PKH67. Z uvedenych diivodii bylo
pristoupeno ke fluorescenénimu znaceni jiz vytvoifené monovrstvy bunék, kde lze
piedpokladat, Ze buiikky budou nabarveny rovnomérné.

V pribéhu optimalizace adheznich studii byly testovany ridzné koncentrace bakterii
aplikovanych na monovrstvu plicnich epitelidlnich bunék. Bylo prokézano, Ze bakterie obou
kment se vice adheruji na buné¢nou linii CuFi-1 ve srovnani s linii NuLi-1, pfi¢emZ pro
miru adheze je dualezity pomér mezi mnozZstvim bakterii a bunék. Prokazatelny rozdil
v adhezi na linii CuFi-1 oproti linii NuLi-1 byl pozorovan v rozmezi koncentraci 2:107 az

8-107 bakterialnich bunék na monovrstvu bunék v jamce.
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Z provedenych experimentil dale vyplyva, ze epidemicky kmen B. cenocepacia ST28,
vykazuje vyrazné vyssi adhezi k buiikdm plicnimu epitelu linie CuFi-1 a NuLi-1, nez kmen
ST32.

Jako vhodny terapeuticky prostiedek potlacujici chronické bakterialni infekce u pacientt
s CF by mohly slouzit slepi¢i protilatky IgY. V oblasti profylaxe byla prokazana G¢innost
slepiich protilatek proti rotaviriim a E. coli pisobici patogenné na skot ¢i infekci Salmonella
u mysi [71]. U lidi bylo zaznamenano sniZeni virulence Streptococca mutans, ktery je
povazovan za jednoho z ptivodct zubniho kazu [31]. Jako prevence infekce PA u pacientl
s CF jiz bylo testovano ustni podani slepi¢ich imunoglobulini ve form¢ kloktadla, které
prokazalo snizeni chronické infekce timto patogenem [32]. Studie zabyvajici se vlivem
slepiCich protilatek na infekci bakteriemi rodu Burkholderia zatim nejsou znamy.

V ramci predkladané prace byla provedena samotné izolace protilatky proti lektinu BC2L-A
z vajecnych zloutkli imunizované slepice. Rovnéz byla izolovana kontrolni protilatka z vajec
slepice pfed imunizaci. Metodou ELISA bylo prokdzano, ze pfipravena protilatka
rozpoznava a vaze rekombinantné pripraveny lektin BC2L-A se srovnatelnou afinitou jako
jiz dtive izolované protilatky [66], které si zachovaly i po dlouhodobém uchovavéni
specifické vlastnosti.

Ziskany izolat obsahuje vedle specifické protilatky proti popsanému lektinu i fadu jinych
protilatek a proteinovych piimési. Cistota izolatu protilatky by se dala zvysit afinitni
purifikaci, kterd by mohla ptispét ke zvyseni jeji specifity.

Déle byl vramci této prace proveden pilotni experiment studujici ovlivnéni adheze
B. cenocepacia na bunécénou linii CuFi-1 izolovanou slepici protilatkou. Predbézné vysledky
naznacuji, Ze uvedené protilatky snizuji adhezi kmene ST28 B. cenocepacia na bunéénou
linii CuFi-1. Vzhledem k vysokym smérodatnym odchylkdm vSak bude tfeba tento
experiment jeSté¢ zopakovat. Soucésti dalsi prace bude i optimalizace koncentrace
pfidavanych protilatek. Uvadi se, ze mnozstvi exprimovaného lektinu BC2L—A je niZsi v
porovnani s lektiny BC2L—B a BC2L—C [62]. Dalsim krokem tak bude prokazat expresi
lektinu BC2L—A u studovanych kmenli B. cenocepacia pomoci kombinace SDS
elektroforézy a metody Western blot.

Na vytvofeném modelovém systému bude ovlivnéni adheze epidemickych kment B.

cenocepacia pomoci specifickych protilatek dale studovano.
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6

SOUHRN

V predkladané praci byla vypracovana literarni reserSe o cystické fibroze s diirazem
na specifické postaveni bakterii Burkholderia cepacia mezi ostatnimi patogeny
pacientli nemocnych CF.

Bakteridlni kmeny B. cenocepacia byly uspésné fluorescenné oznaceny barvivem
PKH26 pti zachovani jejich viability.

Byla optimalizovana metodika fluorescencniho znaceni bunécnych linii CuFi-1 a
NuLi-1 odvozenych od lidskych bunék plicniho epitelu.

Na vytvoreném modelovém systému byla pomoci adheznich testli prokézana vyssi
adheze bakterii B. cenocepacia na bunky postizené cystickou fibrézou ve srovnani
se zdravymi buiikami.

Z vajecného zloutku byla izolovana slepi¢i protilatka proti lektinu B. cenocepacia,
BC2L-A. Metodou ELISA bylo prokazéano, ze piipravena protilatka specificky

interaguje s rekombinantné pfipravenym lektinem BC2L-A.

Pilotni experimenty naznacily, Ze pfipravené protilatky mohou sniZovat adhezi
bakterie na bunky plicniho epitelu.
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