Opravny listek k bakalatské praci PiF UK (Arina Bolshova: Protilatky proti bakterialnim

lektintim jako prosttfedek prevence plicnich infekci pacientii s cystickou fibrosou, Praha 2019)

1. Do kapitoly 3.2.1 Izolace protilitek dopliiuji:

e Imunizace pokusné slepice antigenem (rekombinantné pfipraveny lektin
BC2L-A  bakterie Burkholderia cenocepacia) byla realizovana
pracovnikem odborné firmy. Imuniza¢ni schéma bylo provedeno s davkou
3 x 100 pg lektinu/zvite. Prvni injekce byla aplikovana ve formé
tzv. kompletniho Freundovo adjuvans (CFA), coz piedstavuje emulzi
ptfipravenou ze 100 pg rekombinantniho lektinu a mineralniho oleje
obsahujici usmrcené mykobakterie (Mycobacterium tuberculosis).
Dalsi davky byly analogické, ale jiz bez pouziti mykobakterii.
Podéani antigenu probihalo po dobu 3 tydnl, dal béhem 14 dni doslo
k rozvoji imunitni odpovédi a po dobu 6 tydnid byla sbirdna vejce.
Preockovani pokusné slepice bylo realizovano injekci antigenu
ve formé CFA. Za 14 dni od aplikace lektinu bylo zahdjeno sebrani vajec,
které probihalo po dobu 2 tydnii.

e Jednotlivé frakce specifickych imunoglobulini byly izolovany
vzdy ze 6 vajecnych zloutk.

e Izolace protilatek byla provedena podle metody popsané v [50].

e Uprava pH roztoku na hodnotu 4,0 byla provedena pomoci 0,5 M kyseliny
chlorovodikové.

e Roztok byl michan po dobu 30 minut.

2. Do kapitol 3.2.4 ELISA a 3.2.9 Western blot dopliiuji:
e Jako sekundarni protilatka byla pouzita krali¢i protilatka proti slepici

protilatce s navdzanou alkalickou fosfatasou.

3. Do kapitoly 3.2.6 Priprava lyzati dopliuji:
e Bakterialni kultury kultivované na agarovych plotnach byly pted analyzou
pomoci metody Western blot zpracovany dvéma rliznymi zplsoby.
Jednak k peleté bakterialnich bunék byl pfidan vzorkovy pufr a provedena

centrifugace po dobu 20 minut pfi 5500 RPM a teploté 4 C.
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Supernatant byl nasledn¢ odstranén, k bakteriim ptidan vzorkovy pufr a
provedena sonikace na ledu po dobu 2 minut pulsy o délce 15 sekund.
Dalsim zptsobem zpracovani kultury bylo pfidani k peleté bun¢k ihned

lyzacniho pufru a provedeni sonikace za stejnych podminek.

4. Do kapitoly 4 VYSLEDKY dopliiuji:

Tabulka 1: VytéZzKky jednotlivych frakei izolovanych slepicich protilatek.

frakce vytézek, [mg]

kontrolni frakce 1301
specificka frakce 1 (S1) 2041
specificka frakce 2 (S2) 1520
specificka frakce 3 (S3) 1982
specificka frakce 4 (S4) 1448
specificka frakce 5 (S5) 933,0
afinitni purifikované frakce 1 (AP1) 3,512
afinitni purifikovana frakce 2 (AP2) 0,606

5. Strana 33, obrazek 11, upravena legenda:

e Jako primarni protilatka byla pouzita frakce specifickych imunoglobulini
S1.

6. Strana 35, obrazek 13, upravena legenda:

e Jako primarni protilatka byla pouzita frakce afinitné purifikovanych

imunoglobulinii AP1.
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7. Strana 39, druhy odstavec, chybné uvedené obohaceni frakce afinitné

purifikovanych protilatek

Pti porovnani s ptivodni frakei doslo k obohaceni frakci az 9x a mnozstvi afinitné
purifikovanych imunoglobulini odpovida ptiblizné 0,2 % z celkového mnozstvi

izolovanych protilatek.
by mélo byt nahrazeno:

Pfi porovnani s ptivodni frakci doslo k obohaceni frakci az 30x a mnozstvi afinitné
purifikovanych imunoglobulinti odpovid4d pfiblizné 0,2 % z celkového mnozstvi

izolovanych protilatek.



