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Abstrakt:

Cysticka fibroza (CF) je autozomalné recesivni dédicné onemocnéni, které vznika
mutaci CFTR genu kodujiciho CFTR protein slouzici v téle jako iontovy kanal. Pro pacienty
s CF je typickd zvySena adherence bakterii k plicnimu epitelu zptsobend vznikem velmi
hustého hlenu pokryvajiciho povrch dychacich cest a pozménénou glykosylaci v plicich. Tyto
podminky zvySuji citlivost pacientii s CF k bakteridlnim infekcim plic piisobenym zejména
Pseudomonas aeruginosa (PA). Vyznamnou roli v patogenité PA hraji jeji virulentni faktory
jako jsou napiiklad lektiny PA-IL a PA-IIL, které umoziuji adhezi PA na hostitelské bunky
vazbou na jejich povrchové receptory obsahujici D-galaktosu (PA-IL) nebo L-fukosu (PA-IIL).
V této préci bylo hlavnim cilem ovéfit schopnost danych anti-PA-IIL slepicich protilatek a
multivalentnich inhibitort PA-IIL (konkrétné tzv. glykoklastri na bazi fukosy) zabranit

adherenci PA na plicni epitelialni buiiky a tim u pacientli s CF zamezit PA infekcim.

Profylakticky G¢inek obou antiadhezivnich agens (protilatky anti-PA-IIL, fukosylované
glykoklastry) byl studovan ex vivo na modelovém systému imortalizovanych plicnich
epitelidlnich bunéénych linii CuFi-1 izolovanych od nemocného s CF a NuLi-1 izolovanych
od zdravé osoby. Pro adhezni test byl jako bakterialni model pouzit kontrolni kmen bakterii PA
(ST 1763). Plicni epitelidlni bunky 1 bakteridlni buiiky byly pro spektrofluorimetrické

vyhodnoceni fluorescenéné zna¢eny PKH barvivy.

Pro experimenty byly vybrany rizné frakce IgY protilatek proti PA-IIL lektinu. U linii
CuFi-1 IgY izolované frakce pfed a po imunizaci slepice nevykazovali Zddny efekt. Naopak u
jiné specifické anti-PA-IIL protilatky byl protektivni efekt vii¢i adhezi PA na epitelidlni bunky

potvrzen.

Dalsi studované antiadhezivni latky byly syntetické glykoklastry cilené na lektin
PA-IIL. Schopnost ovlivnit adhezi PA k plicnim epitelidlnim bunikdm vykazoval u linii CuFi-1
jak tetravalentni glykoklastr, tak ve wvysSich koncentracich 1 divalentni glykoklastr.
Multivalentni inhibitory na bazi fukosy tak ptedstavuji potencialni prosttedek prevence infekci

zpiisobenych PA.

Klicova slova: cystickd fibrosa, plicni epitelidlni buniky, Pseudomonas aeruginosa, lektin

PA-IIL, slepici protilatky IgY, glykoklastry



Abstract:

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by the mutations of
the CFTR gene encoding CFTR protein which serves like a field ion channel in the body.
For the patients suffering from CF is a typical increased adherence of bacteria to lung epithelium
caused by the accumulation of thickened mucus on the surface of air passages and varied
glycosylation in lungs. These conditions increase sensitivity of patients who suffer from CF
to bacterial infections of lungs caused by Pseudomonas aeruginosa (PA). A considerable role
in the pathogenicity of PA plays its virulent factors such as for example PA-IL and PA-IIL
lectins, which enable an adherence of PA on the host cells joining on its surface receptors
containing D-galactose (PA-IL) or L-fucose (PA-IIL). In this thesis the main aim was to verify
an ability of given anti-PA-IIL chicken antibodies and multivalent PA-IIL inhibitors
(specifically of the so-called fucose-based glycoclaters) to prevent PA adherence on lung

epithelial cells and to stop from a formation of the PA infections at the patients.

A prophylactic impact both antiadhesive agens (anti-PA-IIL antibodies, fucose-based
glycoclasters) was studied ex vivo on the model system of immortalized lung epithelial cell lines
CuFi-1 1solated from the ill patients with CF and NuLi-1 isolated from the healthy individuals.
For the adhesive test was as a bacterial model used a control base of bacteria PA (ST 1763).

Lung epithelial cells and bacterial cells were fluorescently labeled with PKH dyes.

For the experimental realizations were chosen various fractions IgY antibodies targeting
at PA-IIL lectin. At the lines of CuFi-1 IgY isolated fractions before and after immunization of
chicken did not show any effect. By contrast, at another specific anti-PA-IIL antibody was

confirmed protective effect against PA adhesion on epithelial cells.

Other studied antiadhesive substances were synthetic glycoclasters also targeting
at lectin PA-IIL. The ability to influence the adherence PA to lung epithelial cells showed
at the lines of CuFi-1 as tetravalent glycoclaster as well as divalent glycoclaster in higher
concentration too. Fucose-based multivalent PA-IIL inhibitors present potential facility of

prevention of the infections caused by PA.

Key words: cystic fibrosis, lung epithelial cells, Pseudomonas aeruginosa, lectin PA-IIL,

chicken antibodies IgY, glycoclasters.
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Seznam zkratek:

ABC
ASL

ATP

CF
CFTR

DMSO
ENaC
Fab
FBS
Fc

Ig

IRT

kb
MDR
MSD
NBD
ORCC
PA
PA-IL, PA-IIL
PBS
PSL

R
RPM

,»ATP-binding cassette*, doména vazajici ATP

»airway surface liquid“, povrchova kapalina dychacich
cest

adenosintrifosfat

,,base pair*, par bazi

cysticka fibroza

»Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,
transmembranovy regulator vodivosti vyskytujici se u
pacienti s CF

dimethylsulfoxid

»epithelial sodium channel®, epitelovy sodikovy kanal
»fragment antigen binding*

fetalni teleci sérum

»~fragment crystallizable*

imunoglobulin

imunoreaktivni trypsin

kilobaze

»~multidrug-resistant®, odolny vici vice 1ékim
»membrane spanning domains*

,hucleotide binding domains*, nukleotid-vazajici doména
,outwardly rectified chloride channel*

Pseudomonas aeruginosa

lektiny Pseudomonas aeruginosa

»phosphate buffered saline*

,periciliary liquid“, mezifasinkova kapalina

,regulatory domain®, regulacni doména

pocet otacek za minutu



1. Uvod:

1.1 Cysticka fibrdza

Cysticka fibréza (CF), diive také mukoviscidoza, je autozomalné recesivni genetické
onemocnéni, které postihuje mnoho organt v téle, mezi ty hlavni patii dychaci cesty, plice a
pankreas. Je nejCastéjsi letalni chorobou indoevropského obyvatelstva, ktera je geneticky
podminéna'. Vyskytuje se u jednoho z2500-4500 narozenych déti®. V Ceské republice je
znamych ptiblizné 500 nemocnych, avSak z divodu nespravného diagnostikovani nemocnych

miZe byt uvedené &islo vyssi®.

Toto zavazné dédicné onemocnéni je vyvolané poruchou genu CFTR (z angl. ,.cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator*) objeveném v roce 19893, ktery kdduje protein
se stejnym nazvem. Vznika tak CFTR protein se zménénou strukturou, a tedy i omezenou
funkci. Odhadované mnoZstvi nosi¢li mutované genové alely ¢&ini 3-4 % celé populace’.
Prestoze se diky terapeutickym postuptim moderni mediciny primémé doziti pacientii s CF
prodlouzilo a kvalita jejich zivota znacné zvysSila, tato nemoc bohuzel nadale zistava

nevylécitelnou?.

1.2 CFTR gen

CFTR gen, ktery je zodpovédny za CF, je umistén na dlouhém raménku lidského
chromozomu 7 v oblasti q31-q32. Tento gen byl neddvno identifikovan a ukazalo se, ze ma

velikost piiblizn& 250 kb a obsahuje 27 kédujicich exond®.

Doposud je znamo pies 1500 jeho mutaci®. Prakticky se jednd pouze o germinalni
mutace, tj. zdrode¢ného ptivodu, které se tedy vyskytuji ve vSech buiikach jedince. Somatické
mutace, které se naptiklad vyskytuji u nadort, nebyly v CFTR genu zatim popsany. Mutace
v CFTR genu jsou pfenaseny z generace na generaci, coz je fadi mezi mutace tzv. ancestralni
povahy®. Velmi ¢asto se projevuji v regulaéni doméné (z angl. ,,regulatory domain®, R) nebo

v nukleotid-vazajicich doménéch (z angl. ,,nucleotide binding domains“, NBD), které jsou



z hlediska funkce a struktury proteinu dilezité®. Na zakladé funkéniho dopadu réiznych mutaci

CFTR genu na CFTR protein fadime tyto mutace do 5 zékladnich tiid (obrazek ¢. 1):

1. tfida I — mutace naruSujici syntézu proteinu CFTR, ktery pak chybi na apikalni
membrané

2. trfida II — mutace naruSujici maturaci (tj. spravna posttranslaéni glykosylace a
vysledna terciarni konformace) CFTR proteinu a jeho transport na apikalni
membranu

3. tfida III — mutace naruSujici aktivaci nebo regulacni funkce CFTR proteinu
slouziciho jako chloridovy kanal

4. tfida IV — mutace snizujici vodivost chloridového kanalu CFTR proteinu

5. trfida V — mutace redukujici syntézu, zhorSujici intracelularni transport a sniZujici

mnozstvi funkéniho CFTR proteinu na membrané.

tfida I Il 1] v \Y

p. syntézy p. regulace s. syntézy

normalni p. transportu s. vodivosti
a vyzravani

priklad G542X  F508del G551D R347P 3849+40kb CoT

Obrazek ¢. 1 — Patogenetické tiidy mutaci CFTR genu. Zkratka: p — porucha funkce, s — snizeni funkce CFTR
proteinu. Ke kazdé povaze dysfunkce CFTR proteinu je uvedeny jeden ptiklad mutace. Obrazek byl pievzat a

upraven®,

Nejcastéjsi mutaci genu u pacientt s CF je delece 3 bp (z angl. ,,base pair, par bazi)
vedouci ke ztrat€¢ fenylalaninu (F) na pozici 508 v proteinu CFTR — oznaceni AF508.

W

Jak muzeme vidét na obrazku ¢. 1 (str. 3) tento typ mutace patii do tfidy II, kde vznika
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nespravné slozeny CFTR protein, ktery nasledné neni transportovan na apikalni membranu

bunky?.

1.3 CFTR protein

Na zaklad¢ primarni struktury CFTR protein fadime do ABC nadrodiny (z angl. ,,ATP-
binding cassette*, vazajici ATP) transportnich proteinti. Tato nadrodina je specificka tim, ze
jeji Clenové vyuzivaji energii z hydrolyzy ATP na aktivni transport molekul pfes membranu
buriky. CFTR protein ma funkci iontového kanalu’. Zaroveni je schopny regulovat funkci
resorpcniho epitelového sodikového kandlu ENaC (z angl. ,.epithelial sodium channel®) a také
chloridového kanalu ORCC (z angl. ,,outwardly rectified chloride channel®). Tento protein
se skladd z transmembranovych domén MSDI1 a MSD2 (pficemz kazda z nich obsahuje
6 a-helixtt), dale z nukleotid-véazajicich domén NBD1 a NBD2 plus regula¢ni domény R, které
se nachazeji v intracelularnim prostoru buiiky’ (obrazek ¢. 2). Domény MSD1 a MSD2 vlastni
chloridovy kanél ukotvuji v apikdlni membran€ bunky. Pritok iontd timto chloridovym
kanalem reguluji svymi konforma¢nimi zménami pravé domény NBD1 a NBD2 (obsahujici
vazebna mista pro ATP)8. Prostiednictvim fosforylace regulaéni domény R proteinkinasou a

naslednou hydrolyzou ATP na povrchu NBD1 a NBD2 je protein CFTR aktivovian cAMP?.

extracelularni
prostor

intracelularni
prostor

N’-konec C’-Konec

Obrazek ¢. 2 — Struktura CFTR proteinu, ktery je sloZzeny ze dvou transmembranovych domén (MSD1, MSD2).
Tyto domény jsou spojené regulacni doménou (R), plus kazda z nich obsahuje nukleotid-vézajici doménu (NBD1,
NBD2). Taktéz je znazornéno, Ze k nejcastéjsi mutaci u pacient s CF (AF508) dochazi v doméné NBD1. Obrazek

byl pievzat a upraven’.



CFTR protein se vyskytuje na jiz zminéné apikalni membrané epitelidlnich bun¢k, kde
zabezpecuje transport elektrolytli (sekrece CI" a HCO3™ u bunék stfeva, pankreatu, plic nebo
zpétna absorpce soli u bunék potnich Z14z) a transepitelialni tekutiny®. V diisledku poruseni
CFTR proteinu, fungujiciho jako chloridovy kanal, dochézi k abnormalnimu transportu
chloridovych a sodikovych iontl pies membrany epitelidlnich bun€k, ¢imz se narusi hydratace
mukoidnich sekretii dychacich cest a pankreatu, coz nasledné¢ smétuje k fad¢ dalsich poruch

v téle pacienta s CF°.

1.4 Dédicnost

CF je autozomalné recesivni onemocnéni, které se projevi pouze tehdy, kdyz jsou
ptitomny dva mutované rodi¢ovské CFTR geny. Clovék, ktery ma jen jeden mutovany CFTR
gen se poklada za zdravého prenasece, a to proto, ze jeho nemutovana alela svou aktivitou

vyvazi funkci mutované alely”.

Kdyz si znazornime situaci, kdy jsou oba rodice ptenaseci mutace (tedy kazdy ma jeden
mutovany CFTR gen), tak je 25 % pravdépodobnost, Ze se narodi dit¢ s CF (oba geny jsou
mutované), 50 % pravdépodobnost, Ze dit¢ bude zdravy ptenaSe¢ (pouze jeden mutovany gen)
nebo 25 % mozZnost, Ze se narodi dit&, které bude uplné zdravé (nebude mit ani jeden mutovany

gen)'? (obrazek ¢&. 3, str. 6).



Otec pfenased Matka prenasecka

'

Gen
CFTR
T

b dp o3

Ad Al Ld Ll

Dité s CF Dité prenaseé¢ Dité prenasec Zdrave dité
25 % 50 % 25 %

Gen
CFTR

Obrazek €. 3 — Dédi¢nost mutace CFTR genu z rodic¢t na déti. Pokud jsou oba rodic¢e zdravy pienaseci s jednim
mutovanym genem CFTR, tak je 25 % pravdépodobnost narozeni ditéte s CF, 50 % pravdépodobnost, Ze dité bude
prenasec, tedy zdravé s jednim mutovanym genem CFTR, ktery pak muze pfedat svym potomkiim. Posledni

moznosti je 25 % pravdépodobnost narozeni uplné zdravého ditéte nemajiciho zadny mutovany CFTR gen.

Obrazek byl ptevzat a upraven'’.

1.5 Projevy onemocnéni CF a jejich patofyziologicka podstata

CF méa velmi variabilni prabéh — ptiznaky CF a jejich zdvaZnost se u jednotlivych
pacientil znacné lisi. Prakticky u vétSiny nemocnych se vyskytuji problémy s dychacim
ustrojim, které u kazdého mohou vyjit najevo rizné v pribéhu Zivota. Projevy poruchy traveni
se objevuji u 80-85 % nemocnych. Az u 99 % pacientll nalézdme zvySeny obsah soli v potu a

az 98 % dospélych muzi trpi neplodnosti (mtze se ale vyskytovat i u Zen).

Mezi obecné ptiznaky spojené s dychacim Ustrojim patii hlavné drazdivy kasel nebo
vykaslavani hustého hlenu, zrychlené ¢i ztizené dychani, dusnost, u déti Casty soudkovity

hrudnik nebo palickovité prsty. DalSi onemocnéni, ktera postihuji dychaci cesty jsou



bronchitidy (opakované zéancty pradusSek), pneumonie (opakované zanéty plic), zanéty

vedlejsich nosnich dutin nebo nosni polypy.

V disledku poruseni zevni funkce slinivky bfisni, ktera produkuje travici enzymy
(trypsin, lipazy, amylazy), je u pacientt s CF v rizném stupni narusen proces $tépeni potravy.
Hlavnim diivodem je husty hlen, ktery uzavie vyvody pankreatu, a tak se enzymy nemohou
dostat do stieva, kde §tépi jednotlivé slozky potravy. Tim padem jsou tyto slozky jen ¢astecné
vstitebavany, piicemz ty zbyvajici podléhaji hnilobnym a kvasnym reakcim, coz muze
v nékterych pfipadech vést ke vzniku nafouklého bficha kontrastujiciho s hubenymi
koncetinami. Nejhiife jsou u pacientd s CF traveny tuky, coz vede k vylucovani objemné a
pachnouci stolice obsahujici tukové kapénky. Dale z nedostate¢ného mnozstvi bilkovin
(albuminu) v krvi mohou vznikat otoky. Kromé slozek potravy se Spatné¢ vstiebavaji i vitaminy,
predevsim ty, které jsou rozpustné v tucich (A, D, E, K). Castym projevem CF u novorozencti

je vznik tzv. mekoniového ilea, také zptisobené¢ho hustym hlenem ve stfevech.

Velmi béZznym projevem CF je tvorba napadné slaného potu. Pti vysokych ztratach soli

dokonce miize dojit k metabolickému Soku'°.

Vsechny vyse uvedené klinické projevy CF jsou disledkem jiz zminéné mutace CFTR
genu, kterd vede k poruSeni CFTR proteinu slouZicimu jako iontovy kanél. Zdravy jedinec ma
tento CFTR kanal volné propustny, ¢imz zajist'uje spravnou koncentraci ionti chloridu a sodiku
v lumen exokrinnich 714z a dychacich cestach®. Diky vzniklému osmotickému gradientu miize
prochazet pres plazmatickou membranu do lumen voda, kterd pak zabezpeCuje dostate¢nou
hydrataci mukoidnich sekretli a sliznic!'!. Mlizeme tedy tvrdit, Ze hlavni patologicka podstata
CF tkvi v inaktivité chloridovych a v hyperaktivité sodikovych kanald® coZ je spojeno
s naslednou dehydrataci sliznice nebo mukoidnich sekretii'!. Mnohé klinické projevy
jsou prave zpusobené touto zménou ve slozeni a ve vlastnostech hlenu na povrchu sliznic, ktery

narusuje normalni funkci organi'?.

Dychaci cesty jsou vystlané fasinkovym epitelem pokrytym tzv. ASL (z angl. ,,airway
surface liquid“, povrchova kapalina dychacich cest), jejiz soucésti je tzv. PCL (z angl.
Hpericiliary liquid“, mezifasinkova kapalina) o nizké viskozité, ve které tasinky kmitaji.
Nad touto kapalinou se nachazi vrstva hlenu (muciny v ném zabezpecuji vazkost) zachycujici
vdechnuté nezadouci latky, které jsou pohybem fasinek transportovany a odstrafiovany —

mluvime o tzv. samocistici schopnosti plic. Disledkem poruchy CFTR proteinu dojde v plicich

7



nemocného ke snizovani mnozstvi soli a vody v hlenu a vyCerpani PCL, coz vede k tvorbé
velmi hustého hlenu (vznik tzv. hlenovych platl), ktery kromé toho, Ze brani pohybu fasinek a
narusuje samodistici schopnost plic, tak vytvati idealni prostiedi pro rist bakterii'®!*. Zaroven
zvySena  koncentrace soli v PCL kapalin¢ inaktivuje antimikrobidlni peptidy
(napt. B-defensin)'2. Dochazi pak k navozeni zdvaznych procesti — k infekci, zanétu a nasledné

obstrukci dychacich cest!®.

Zvysena adherence bakterii k plicnimu epitelu pacientii s CF je zplisobend poruchou
sialyzace a fukosylace glykokonjugati v plazmatické membrané epitelidlnich bunck.
Také u glykoproteint nachazejicich se v hustém hlenu dochazi ke zmén¢ jejich glykosylace.
Pravdépodobné je to zplsobeno abnormalnim pH bunéénych organel, piedev§im

hyperacidifikace Golgiho aparatu™'.

Mezi hlavni systémy obrany organizmu proti infekci patii bunéfnd imunita
zprostiedkovana bilymi krvinkami, které jednak zabranuji Skodlivému pasobeni bakterii tim,
ze je pohlcuji a jednak uvolnuji razné latky, které bakterie ni¢i. Po skonceni této tzv. obranné
prace se bilé krvinky rozpadnou a uvolni svou DNA. Timto vyznamné zvysSuji vazkost
uz tak hustého hlenu a pfispivaji ke snizené samocistici schopnosti plic. Navic latky, které jsou
vylucované bilymi krvinkami ni¢i tkan dychacich cest, ¢im se podileji na vzniku vyduti
na priiduskach — tzv. bronchiektazii'®. Pfesto, Ze ziskana imunitni odpovéd’ u pacientii s CF je

nedostate¢né (i¢innd, imunitni systém jako celek neni narusen”.

1.6 Diagnostika onemocnéni

Kritérii pro diagnézu CF jsou pfedev§im pozorovatelné klinické pfiznaky, rodinna
anamnéza nebo pozitivni novorozenecky ,,screening®. Dalsi diillezitou souc¢asti diagnostiky CF
jsou laboratorni vySetfeni, z nichZ jsou v soucasné dob& pouZzivany tii metody — potni test,

molekularné genetické vysetfeni, transepitelialni rozdil potenciald.

»dcreeningove vysetieni je velmi vhodné pro ¢asnou diagnostiku CF. Je zaloZené
na vysetieni tzv. imunoreaktivniho trypsinu (IRT) ze suché kapky krve novorozence. Kdyz je

hodnota IRT zvySend, indikuje se genetické vySetieni.



Jesté¢ prfed novorozeneckym ,screeningem miize na CF ukazovat nalez
ultrazvukového vySetfeni v 17.-20. tydnu gravidity, kdy je zvySend echogenita v bfisni krajiné

plodu jako znamka mekoniového ilea'.

Za pomoci potniho testu zjisStujeme koncentraci chloridii v potu po stimulaci poceni
polikarpinovou iontoforézou. Na rozdil od klasického sbéru potu do filtracnich papirkt se dnes
pouziva sbér do kapilary za pomoci systému Macroduct. Normalni hodnoty koncentrace
chloridt v potu jsou pod 30 mmol/l, hrani¢ni hodnoty jsou v rozmezi 30-59 mmol/l. Vysledek
testu je pokladan za pozitivni, pokud je hodnota koncentrace chloridii > 60 mmol/l. Pacienti
s atypickou formou CF, nositelé¢ jedné mutace CFTR genu, zdravé osoby nebo jedinci trpici
jinymi onemocnénimi, jako insuficience nadledvin, mentdlni anorexie, celiakie, hypotyredza a

dalsi, maji ve vysledku potniho testu pravé hraniéni hodnoty koncentrace chloridu v potu'®.

Molekularné genetické vySetieni se provadi u pacient s pozorovatelnymi
klinickymi projevy CF, shrani¢cnimi nebo patologickymi hodnotami chloridd v potu,
u pokrevnich ptibuznych jedinct s alespont jednou mutaci CFTR genu, v ptipadé planovaného
téhotenstvi i1 u jejich partnert, dale u darci gamet nebo u lidi s podezienim na ,,CFTR-related
disease® jako jsou naptiklad obstruktivni azoospermie, diseminované bronchiektizie a
idiopatickd rekurentni/chronicka pankreatitida. Tato metoda je zaloZena na vySetfeni DNA
izolované z leukocytil v odebrané krvi. Pozitivni vysledek dostaneme pii nalezu mutace obou

alel CFTR genu'®,

Poslednim laboratornim vySetfenim je méfeni bioelektrickych potencidlli nosni
sliznice (in vivo) ¢i rektalni sliznice (ex vivo) po aplikaci isoproterenolu nebo amiloridu
slouzicimu k posouzeni funkce CFTR proteinu. Nicméné v Ceské republice jeSté neni tato

metoda bézné dostupna!’.

1.7 Lécba

Pii léceni CF je potfebné si uvédomit, Ze toto onemocnéni je komplexni a
multisystémoveé, pii kterém je vyzadovana fadnd znalost problematiky. Nanestésti CF patii
mezi nevylécitelné nemoci, jejichz 1écba je pouze symptomaticka — feSici jenom projevy, ne

ptic¢inu. Vkladaji se vSak velké nad¢je do genové terapie, ktera by mohla vytesit mutaci CFTR



genu, a tak zbavit pacienty jejich ptfiznakl, pokud by byla aplikovana v prenatadlnim nebo

nejrangjsim stadiu rozvoje CF>>,

Lécba CF se zaméiuje na prodlouzeni a zabezpeceni co nejvyssi kvality Zivota pacienta.
S tim souvisi zabranéni endobronchidlni infekci a udrzeni spravné funkce plic po co nejdelsi
dobu, téz zajisténi spravné vyzivy, kterd obsahuje vysokokalorickou stravu obohacenou
o chybgjici pankreatické enzymy. Je potfebné, aby pacienti z divodu prevence pied bakterialni

infekci dodrzovali disledny hygienicko-epidemiologicky rezim a tzv. centrovou péci.

Velké c¢ast terapie je orientovana na hlavni klinické projevy CF, zejména na plicni
onemocnéni. Ke zlepSeni prichodnosti dychacich cest se vyuziva respiracni fyzioterapie a
inhala¢né podavané mukoaktivni 1éky. Na fedéni hlenu jsou rovnéz vhodné latky obsahujici
enzym DNasu, ktery $t€pi DNA rozpadlych bilych krvinek, a diky kterému je nemocny schopen
sekret dychacich cest 1épe vykaslat. U pacientd s chronickou bakteridlni infekci
(napt. zpusobenou Pseudomonas aeruginosa) je aplikované chronické supresni antibioticka a
protizdnétliva 1écba, kterd je také ve vétSin€ pripadi podavéana inhalacné (kdyz nedochazi
ke zlepSeni, 1ze podat intravendzn€). Antibioticka 1écba je Castokrat kombinovana, dlouhodoba
a uzivana ve vysokych davkach. Uspéchem této antimikrobialni kiry je ¢asna diagnostika
infekce??. Spravny druh antibiotik je volen na zakladé piitomnosti daného mikroba v dychacich
cestach, proto je nezbytné pravidelné mikrobiologické vySetieni sputa. Je-li pfitomna bakterie
dobfe citlivd na antibiotika (jako napiiklad ,zlaty stafylokok®), mohou byt podavana

peroralng!®,

Dalsi snaha vyzkumnych tymu je vytvofit funkéni antipseudomonadovou vakcinu
zabranujici u pacienti s CF kolonizaci Pseudomonas aeruginosa. Vytvaieji se vakciny
bud’ monovalentni, cilené na jednotlivé antigeny Pseudomonas aeruginosa, nebo polyvalentni
proti vice antigentim najednou. Velmi slibné se jevi monovalentni vakcina proti bi¢ikovym

antigentim bakterie, nebo konjugativni vakciny?.

Ve stavu, kdy plice nejsou schopné plné okyslicovat krev, se doporucuje dlouhodoba
kyslikova terapie. Nedostatecné okysliceni krve totiz miize vést k zuZeni cév v plicich, a tim

k nadmérnému naméhani srdce, které pak pumpuje krev do uzsich cév nez je obvyklé.

Pokud se stav nemocného zhorsi natolik, Ze intenzivni vySe popsana 1écba selhava a

nadéje na preziti déle nez 1-1,5 roku mizi, jako feSeni se voli transplantace plic'®.
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1.8 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (PA) je gramnegativni, pohybliva, aerobni tyCinka, kterd
je z rodu Pseudomonas klinicky nejvyznamnéjsi. PA je typickym piedstavitelem oportunnich
patogenti. Krom¢ rostlin a zvitat se vyskytuje i u lidi. Neohrozuje zdravé jedince, avSak
unemocnych s CF a imunokompromitovanych pacientli zptisobuje zavazné infekce'®. Tvar této

bakterie je zndzornén na obrazku ¢. 4.

Obrazek €. 4 — Pseudomonas aeruginosa. Snimek byl zachycen pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu.

Obrézek byl pfevzat a upraven'®.

I kdyz PA nejlépe roste v rozmezi teplot 25-37 °C, je schopna ristu az pii 42 °C, coz
ji pomahd odlisit se od mnoha jinych druhti z rodu Pseudomonas. PA je ubikviterni
mikroorganizmus zpiisobily preit za riznych podminek okolniho prostiedi'®. V ptirodé
se vyskytuje zejména v odpadnich vodach a v mensi mife v pidé. Ve velkych poctech byva
objevena v béznych potravindch jako je zelenina ¢i ovoce. Stejné jako jiné bakteridlni druhy,
které se vyskytuji v zivotnim prostiedi, PA kolonizuje Sirokou Skalu povrchii — napftiklad
nedostateéné dezinfikované respiratni pomiicky ¢i stomatologické nacini, katetry,
nechlérované bazény, hlavice sprch, vodovodni kohoutky a odpady nebo vitivky. V souhrnu

muizeme tvrdit, Ze pro pacienty s CF je velkym rizikem pravé vlhké prostfedi, kde mohou byt
11



infikovani. Tato tzv. vSudypfitomnost PA byla pfipsana jejimu vSestrannému energetickému
metabolizmu a nizkym ristovym narokim. Navic pfiblizné 8 % z velkého genomu PA kdoduje
tzv. regulacni geny, které umoziuji bakterii pfizplsobit se rliznym slozitym rlstovym

prostiedim™18-20,

Nedavné epidemiologické studie prokazuji, ze PA je bézny nozokomialni kontaminant,
coz je typické zejména pro kmeny se zvysSenou rezistenci na antibiotika. Odhaduje se,
ze zpusobuje 10-20 % tzv. nemocni¢nich infekci. Bakterie napada jakoukoli tkan ohroZenou
imunodeficienci. PA je pfic¢inou vzniku infekce dychacich cest, mocovych cest, Skary (dermis),
mékkych tkani, kosti a kloubtl, krve a gastrointenstinalniho traktu, obzvlast u pacientii s CF,
zavaznymi popaleninami, transplantacemi organt, tuberkulézou, akutni leukémii nebo AIDS.
tmrtnost?!?2. PA miize kolonizovat i zdravé jedince, u kterych se viak onemocnéni malokdy
projevi.

Pti kultivaci se PA vyznacuje svymi kovové lesklymi koloniemi, které jsou mnohdy
z¢asti autolyzovany. Nejcastéjsi jsou S (hladka) a R (drsnd) disociaéni faze, pro nemocné s CF

jsou typické mukoidni kolonie.

1.8.1 Virulentni faktory Pseudomonas aeruginosa

Nejen zména prostiedi v dychacim traktu hostitele je disledkem ¢astého vyskytu PA
u pacientil s CF, ale vyznamnou roli také hraji urcité vlastnosti bakterie — jeji virulentni faktory.
PA obsahuje celou fadu téchto faktorii zG€astiiujicich se na patogenité. Rozd¢lujeme je na ty,
které jsou vazané na buiku bakterie (extracelularni polysacharid, lipopolysacharid, poriny,
fimbrie, bi¢iky, lektiny) a ty, které jsou extracelularnimi produkty bakterialni buniky (pigmenty,

enzymy, toxiny)>.

PA ma schopnost konvertovat se v mukoidni formu, a to diky tvorbé mukoidniho
exopolysacharidu nazyvaného alginat, ktery je linearnim kopolymerem kyseliny
B-D-mannurové a kysliny a-L-guluronové. Alginat formuje kolem bunky bakterie ochranny
obal, ktery mé tendenci se spajet s alginatovymi obaly sousedicich bun¢k a tim vytvaret matrici
biofilmu (vyssi forma bakteridlniho spolecenstvi). Tento exopolysacharid umoziiuje bakteriim
Iépe se ukotvit k buitkdm respiracniho epitelu a vytvaret G€innou barieru proti opsonizaci a
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fagocytoze. Bakterie, které jsou soucasti biofilmu vykazuji téz vétsi rezistenci k antibiotikim.

Produkce alginatu je fizena pfes tzv. ,,quorum sensing** systém?.

Slozkou vnéjsi membrany bakterialni buniky jsou lipopolysacharidy (LPS) a proteinové
molekuly nazyvané poriny, které mnohym latkdm (dokonce i nékterym antibiotikiim) zabranuji
diftizi pfes membranu do buiiky. Soucasti LPS je lipid A, ktery indukuje endotoxické vlastnosti
LPS. LPS PA je mén¢ toxicky nez u jinych gramnegativnich tyCinek, coz usnadnuje vznik
chronickych infekci z divodu vyvolani nizké zanétlivé odpovédi. Na virulenci bakterie
se ucastni polysacharidova cast LPS, a to tak, ze zprostiedkovava adhezi na CFTR protein
epitelidlnich bun¢k. Dalsi Cinitele adherence PA jsou pili typu IV zabezpecujici vazbu
na hostitelské buniky a polarni bi¢iky, které kromé toho, Ze se vazi na mucin epitelidlnich bunék,

se také z(astiuji na pohybu bakterie a tvorbé& biofilmu!®22,

Vétsina kmend PA produkuje jeden nebo vice pigmentd, z kterych nejznamé;jsi jsou
pyocyanin (modrozeleny), pyoverdin (Zlutozeleny a fluorescen¢ni) a pyorubin (¢ervenohnédy).
Ptedchozi vyzkumy naznacuji, ze pyocyanin nejenom piispiva k perzistenci PA v plicich
pacientl s CF, ale také inhibuje n¢které mitochondridlni enzymy, nebo narusuje pohyb fasinek,
¢im zhorSuje samocistici schopnost dychacich cest. Dal§imi produkty PA uplatiiujicimi se
v patogenité jsou extracelularni enzymy, pfedev§im proteolytické enzymy (Stépici kasein,
fibrin, elastin a kolagen) nebo hemolytické enzymy (napiiklad hemolyzin s aktivitou

)18,23

C fosfolipasy nebo termostabilni glykolipid . Ackoli patogeneze PA byla pfipsana

endotoxinu (LPS), nedavné ditkkazy naznacuji, Ze exotoxin A (protein, extracelularni produkt

vvvvvv

a miize zplsobit az buné¢nou smrt??,

1.8.1.1Bakterialni lektiny

Dals$i vyznamné virulentni faktory PA jsou lektiny — proteiny, které se v hojné¢ mife
vyskytuji na vn€j$i membrané bakterialni bunky, kde rozeznavaji hostitelské glykokonjugaty a
vazou se na jejich sacharidové struktury. Umoziuji tak adhezi PA na hostitelské bunky.
V plicnich epitelidlnich buiikach se na povrchové receptory obsahujici D-galaktosu specificky
vaze lektin PA-IL (Pseudomonas aeruginosa I lectin) a na receptory obsahujici L-fukosu lektin
PA-IIL (Pseudomonas aeruginosa 11 lectin). Bylo zjisténo, ze diky interakci s glykokonjugaty

se tyto lektiny rovn&z podileji na tvorbé biofilmu?*.
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Lektin PA-IIL (lecB) na rozdil od PA-IL (lecA) postrada ve své primarni struktufe
cystein, methionin a histidin. Kvarterni strukturu maji naopak totoznou. Vytvareji komplex
slozeny ze Ctyf monomernich jednotek (obrazek €. 5). Zvlastnosti obou lektini je vazba
sacharidovych ligandii prostfednictvim pifimé interakce sionty kovi. Interakce
lektin-sacharidovy ligand také zahrnuje vodikové vazby mezi postrannimi fetézci aminokyselin
a hydroxylovymi skupinami monosacharidi. V PA-IL vytvafi vazebné misto se selektivni
specifitou pro galaktosu jeden vapenaty iont spolu s vySe zminénou unikatni siti vodikovych
vazeb. Naproti tomu v PA-IIL se nachazi misto se Sirokou specifitou pro vazbu rtznych
monosacharidil (zejména pro fukosu nebo manosu) tvofené az dvéma ionty vapniku, které jsou
schopné vazat s velmi vysokou afinitou. Kazda monomerni jednotka téchto dvou lektinli ma

jedno vazebné misto, ¢ili vaze pravé jednu molekulu piislusného ligandu?’.

Obrazek ¢. 5 — Kvarterni struktura lektini PA-IL s galaktosou (A) a PA-IIL s fukosou (B). Znazornéné dva
tetramerni komplexy, které maji jednotlivé monomery rizné zbarvené. Vapenaté iontd tvofici vazebna mista
lektin jsou zobrazeny oranzovou barvou pomoci kulickového modelu. Na vazebnych mistech miizeme pozorovat
i navazané sacharidové ligandy (galaktosa pro PA-IL a fukosa pro PA-IIL), jejichz atomy kysliku jsou ¢ervenou a

atomy uhliku zelenou barvou. Obrazek byl pfevzat a upraven?®.

V ptipadé kontaktu PA s poSkozenymi ¢i zanicenymi tkanémi, jako naptiklad u ran
z popaleni nebo u plic pacienti s CF, se PA miize proménit ve velmi agresivni patogen.
Ve vsech téchto ptipadech je pozménéna glykosylace povrchli danych hostitelskych bunék.
U plicniho epitelu pacientli s CF je zvySend terminalni fukosylace a sniZena sialyzace.
Rovnéz hlen pokryvajici epitel dychacich cest téchto nemocnych, ktery se skldda predevsim

z mucind (glykoproteiny obsahujici 70-80 % sacharidll), vykazuje vyssi hladiny sialylovanych
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a sulfatovanych oligosacharidi. Pravdépodobné vSechny tyto aspekty vyznamné pfispivaji
k vazb& PA-IIL a tim usnadiiuji kolonizaci PA na hostitelském povrchu!#?*. Mnohé studie
naznacuji, Ze oba lektiny kromé¢ toho, ze specificky rozeznavaji sacharidové struktury a ucastni
se na vazbé patogenu, se mohou chovat jako determinanty virulence. Bylo prokéazano,
ze PA-IL ma na epitelidlni bunky dychacich cest cytotoxicky tc¢inek tim, ze snizuje jejich rust,
a tak prispiva k poskozovéni téchto bunék?’. Na druhé strané PA-IIL blokuje pohyb fasinek,

které zajistuji samodistici schopnost plic?.

Pro prevenci a 1é¢bu infekci piisobenych PA se v posledni dobé navrhuje inhibice vazby
lektinti PA-IL a PA-IIL, a to zejména kviili vysoké stabilité této vazby a nizkému riziku vzniku
bakterialni rezistence. Vazbu lektinil na hostitelské buiiky blokuji inhibitory, které obsahuji
specifické sacharidy. Patfi mezi né napiiklad derivaty monosacharidi, vicevazebné
glykoklastry a dendrimery, ptirodni glykoproteiny a polysacharidy, glykomimetické peptidy.
Studie ukézaly, Ze U¢inn¢ inhibuji tvorbu biofilmu PA. Jejich specialni vlastnosti je
tzv. vicevazebnost (z angl. ,,multivalence®), ktera vyrazné zvysuje afinitu a specifitu interakce
mezi inhibitorem a lektinem?*%¢. Dal§i moznou variantou inhibitoru lektindi PA-IL a PA-IIL
jsou specifické anti-lektinové protilatky, napt. IgY pfipravené ze Zloutkil vajec imunizovanych
slepic. Rovnéz jako vySe uvedené struktury se velmi U¢inné€ podili na zabraiiovani navazani

bakterie PA k epitelu plic?®.

1.8.2 Rezistence na antibiotika

Nozokomialni infekce zplisobené PA se Casto tézko 1é¢i jak kvli vnitini rezistenci PA
vici antibiotiklim, tak pro jeji schopnost vyvinout dal§i mechanizmy rezistence na mnoho
skupin antimikrobidlnich latek (vCetn¢ aminoglykosidli, chinoloni a [-laktamu).
PA piedstavuje fenomén rezistence na antibiotika, ktery vyuziva téméf vSechny znamé

enzymatické a mutaéni mechanizmy bakterialni rezistence?.

Vnitini odolnost tohoto patogenu je dana nizkou permeabilitou vnéj$i membrany, kterou
PA jako kazdd gramnegativni bakterie obsahuje, expresi efluxnich pump vylucujicich
antibiotika z bunky a produkci enzymu inaktivujicich antibiotika. Ziskana odolnost PA mize
byt dosaZena muta¢nimi zménami nebo ziskanim rezistentnich genli horizontalnim genovym

pfenosem. Muta¢ni zmény mohou zpiisobit snizenou absorpci antibiotika do bakterialni buiiky

15



(zejména kvuli mutaci porinovych proteini vyskytujicich se ve vnéjsi membrané PA, které
bézné zprostiedkovavaji difuzi hydrofilnich antibiotik), modifikace cilovych latek, nadmérnou
expresi efluxnich pump a enzymu inaktivujicich antibiotika. Takto ziskana rezistence vyrazné
prispiva k rozvoji kmenti odolnych proti mnoha terapeutickym latkam (tzv. MDR kmeny —
z angl. ,,multidrug-resistant), které zptisobuji tézkosti pti eradikaci PA a tim zptsobuji vétsi
pocet perzistentnich infekci. Adaptivni odolnost PA se tykd tvorby biofilmu v plicich
infikovanych pacientt, kde biofilm slouZzi jako difuzni bariéra pro omezeni piistupu antibiotik
k bakterialnim bunkam, a generovani perzistentnich bunék. Mukoidni kmeny, které jsou
schopny tvofit biofilm a pteZzit Gitok antibiotik jsou zodpovédné za dlouhodobé a opakované

infekce u pacientd s CF.

Prakticky u vSech pacienti s CF se ¢asem vyvine MDR kmen. Z tohoto divodu
se konven¢ni antibiotiky proti infekcim PA stavaji stale méné efektivni. V dnesni dobé je jen
nékolik c¢astecné¢ uCinnych druhG antibiotik, vcéetn¢ fluorochinolonl, imipenemu a
gentamicinu**. V rdmci soucasné 1é¢by infekce zpiisobené PA se doporucuje pouZiti riiznych
kombinaci antibiotik nebo vyvinuti dal$ich u¢innéjsich antibiotik, co se vSak jevi jako velmi
omezené a ¢asoveé narocné. Vyvoj novych terapeutickych ptistupt k 1é€bé PA je proto velmi
zadouci a v poslednich letech ziskava stale vice pozornosti. Tyto nové strategie piisobi zejména
na virulentni faktory bakteridlni buiiky s cilem prevence infekce a to tak, ze virulentni faktory
inaktivuji €1 inhibuji. Zahrnuji napfiklad inhibici systému ,,quorum sensing‘ nebo bakterialnich
lektint. Jednou z vyhod téchto strategii je velké mnoZstvi potencialnich cilii zasahu. Dal§imi
terapeutickymi pristupy mohou byt pouZiti chelatacnich latek, nanocastic, fagové terapie,

vakcinaéni strategie a mnohé jiné?*3°.

1.9 Inhibitory lektinG PA-IL a PA-IIL

1.9.1 Slepici protilatky

V SirSim slova smyslu jsou protilatky, jinak také imunoglobuliny (Ig), specifické
bilkoviny produkované v téle jako odezva na cizi latky, nazyvané antigeny. Rozeznavame pét
odlisnych tfid imunoglobulinti (IgM, IgA, IgG, IgD, IgE) produkovanych plazmatickymi
buiikami, které v ramci diferenciace vznikaji z aktivovanych B lymfocytt, tzn. z B lymfocytu,
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které se setkaly s pfisluSnym antigenem. Protilatky jsou vyznamnou slozkou specifické
(ziskané) imunitni odpovédi humoralniho typu. Jejich tlohou je identifikovat a oznacit dané
cizorodé¢ latky, a tak zajistit jejich likvidaci (destrukei) pomoci fagocytdzy, kterou zabezpecuji
specialni butiky — makrofagy®!. Struktura imunoglobilunt je tvofena dvéma totoznymi tézkymi
a dvéma totoznymi lehkymi polypeptidovymi fetézci navzajem propojenymi disulfidickymi
mustky. Naptiklad u savcl lehké fetézce sestdvaji ze dvou domén — variabilni a konstantni.
Naopak tézké tfetézce obsahuji jednu variabilni a tfi konstantni domény. Tvar molekuly
protilatek pifipomina pismeno Y. Tyto makromolekuly lze proteolyticky rozstépit na dva stejné
fragmenty Fab (z angl. ,,fragment antigen binding*) zplisobilé vazat antigen a jeden fragment
Fc (z angl. ,fragment crystallizable®), ktery zabezpecuje vazbu na Fc receptory daného
fagocytu. Popsana struktura protilatky IgG, ktera reprezentuje az 75 % ze vSech protilatek
v krvi, je zobrazena na obrazku ¢. 6. Navazanim protilatky na antigen pfes N-konce zminénych
variabilnich domén dochazi k tzv. neutralizaci cizich latek, coz vede napt. k zabranéni vstupu
patogenu do bun¢k a poSkozovani bunck hostitele. Vazbou na antigen miize také dojit k deji
nazyvaném opsonizace, kde dochazi k oznaceni patogenu a nasledujicimu znic¢eni efektorovymi
buitkami, ptedevsim fagocyty. Tim, Ze je protiladtka navazéna ptes jeji Fab fragment na antigen
patogenu a pies Fc fragment na fagocyt, stivd se mezi patogenem a fagocytem jakymsi

spojovacim mostem?"32,

NH, NH,
NH,

VARIABILNI
DOMENY
L+H

VARIABILNi
DOMENY
L+H

KONSTANTNI
Fab DOMENY _F7,ss0vs

ablast

KONSTANTN
DOMENY
L+H

Fab

Lehky fetézec KONSTANTNI

DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Tézky fetezec

COOH COOH

Obrazek ¢. 6 — Struktura homodimeru imunoglobulinu IgG. Protilatka se sklada z dvou tézkych (H) a dvou
lehkych (L) polypeptidovych fetézcti navzajem propojenych disulfidickymi mustky. Rozezndvame u ni dva rizné
typy domén — variabilni a konstantni. Molekulu imunoglobulinu je mozno pomoci proteas rozstépit na dva stejné
fragmenty Fab, které se vazou na antigen a jeden fragment Fc zabezpecujici vazbu na fagocyt. Obrazek byl prevzat

a upraven®,
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Vhodnou alternativou béznych protilatek ziskanych z krve experimentélnich zvirat jsou
slepi¢i protilatky izolované z vajecnych Zloutkl. Ptaci si koncentruji imunoglobuliny ve svych
vajickéach kvili ochrané potomkii — zajisténi jejich pasivni imunizace. Ve vajecném Zloutku
se nachazi imunoglobuliny oznacované IgY (z angl. ,,yolk Ig*), které ackoli maji stejnou funkci
jako sav¢i IgG, strukturalné jsou odlisné. Molekulovd hmotnost IgY je vyssi a oproti IgG mayji
témeét zdvojndsobeny obsah cukernych slozek. Slepi¢i protilatky se zdaji byt vyhodnym
prostiedkem pro profylaxi bakteridlnich infekci vzniklych v plicich pacienti s CF, a to hned
z vice diivoda. Na rozdil od savcich IgG, protilatky IgY po vytvoreni komplexu s antigenem
neindukuji zanétlivou reakci. Dalsi pfednosti je moZnost opakované piipravit znaéné mnozstvi
protilatek, protoze jedna slepice je schopna snést pfiblizné 20 vajec mésicné, pficemz kazdé
vejce obsahuje az 100 mg IgY. Z etického hlediska je velkou vyhodou to, Ze sbér vajec je
na rozdil od ziskavani krve savcti zcela neinvazivni. Z ditvodu velké evolu¢ni vzdalenosti ptaka
a savcl, slepi¢i protilatky lépe reaguji na savCéi antigeny. Na savéich proteinech totiz
rozeznavaji a vazi vétsi pocet epitopti nez obdobné savéi protilatky. Studie prokazaly, ze
protilatky IgY proti lektinim PA se skute¢né¢ podileji na snizeni adhezi bakterie PA

na epitelialni buriky pacientti s CF tim, Ze inhibuji vazebnou afinitu lektinti?$3433,

1.9.2 Multivalentni inhibitory na bazi sacharidu

Dal$im pomérné novym terapeutickym piistupem je vytvoieni molekul se specifickymi
sacharidy, které by mély vyssi afinitu k lektinim PA, neZ maji sacharidové struktury
glykokonjugatli (glykoproteiny nebo glykolipidy) pfirozené¢ se nachdzejicich na povrchu
epitelialnich bunék. Vyzkum se zaméfuje spiSe na syntetické neZ ptirodni anti-adhezivni latky.
Syntetické glykokonjugaty by obecné mély dosahnout lepsi topologii a vazebné vlastnosti, nez
piirodni monovalentni glykanové ligandy jejichZ interakce se zdaji byt piilis slabé*¢. Vzhledem
k tomu, Ze jednotlivé vazby mezi lektiny a sacharidy nejsou obvykle dostatecné silné,
je pro dosazeni biologicky relevantnich vazebnych afinit a selektivit nutné tzv. multivalence
lektinti 1 jejich ligandid. Multivalence je umoznéna tim, ze molekula nebo molekuldrni komplex
obsahuje ve své struktufe ndkolik identickych vazebnych mist. Uginnost inhibitorti na bazi
sacharidi je tedy zaloZena na ,cheldtovém efektu“ Ccili na intramolekuldarni vazbé

multivalentniho ligandu na n&kolik vazebnych mist lektinu®’-.
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Navrh takového multivalentniho ligandu vychéazi z dvou pfistupti. Prvnim a zéaroven
nejpouzivanéj$im je tvorba multiglykosylované struktury ligandu, ktera by nejlépe vyhovovala
lektinové topologii (z angl. ,,lectin-based design® €ili tvar vytvofeny na zékladé¢ multimerni
lektinové struktury). Druhym pfistupem je navrh zalozeny na ligandu (z angl. ,,ligand-based
design®), kdy se vytvofi zjednodusena a optimalizovana struktura mimikujici oligosacharidy
ptirodnich glykokonjugati. Avsak tento postup je z divodu obtiznosti ziskat ptfehled o

prirozené valenci, topologii a hustoté oligosacharidii nesmirné komplikovany>’.

Za ucelem vytvofeni inhibicnich systémii bylo syntetizovano velké mnozstvi
glykokonjugatli vyznacujicich se riznymi tvary, fyzikalnimi vlastnostmi a valenci (obrazek
¢. 7, str. 20), ktera je ve vétsSin€ pripada vyssi nez u cilovych molekul. ZvySovani valence ¢asto
zvys$i afinitu k lektiniim az do bodu, kdy dal$i zvySovani jiz nemé z4dny nebo jen velmi maly
ucinek na asociacni (vazebnou) konstantu K, dané interakce. Valence struktury také muze
ovlivnit tvorbu makromolekularnich produkt. Ukdzalo se, Ze jeji zvySeni mohlo vést nejen
k intramolekularnim interakcim ligandu a receptoru, ale k intermolekularnimu zesiténi a tvorbé
agregatil (napt. zesitovani molekul lektinu multivalentnimi inhibitory). V zéavislosti na aplikaci
a cili byly pro pfipravu vicevazebnych glykokonjugiti pouzity rtiznorodé multivalentni
struktury. Obecné¢ jsou tvotfeny centralni jednotkou — jaddrem, na kterém jsou navazany ,,vétve*
zakonCené sacharidovymi epitopy (koncové jednotky). Povaha jadra ve skute¢nosti urcuje
pocet vétvi, jejich vzdjemnou vzdalenost a prostorové usporadani. Struktura jadra také hraje
dilezitou roli v aktivit¢ a mechanismu uc¢inku celého ligandu. DalSi dva zésadni faktory
pro ziskani u¢inné inhibi¢ni makromolekuly jsou délka a rigidita vétvi. Strukturu jddra mohou
tvotit napiiklad polymerni molekuly, sacharidy a bilkoviny. Zajimavosti je to, ze rizné skelety
téchto inhibitor se stejnou valenci mohou vykazovat rizné Grovné aktivity vici stejnému

lektinu®04142,
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Obrazek ¢. 7 — Schematické zobrazeni struktur riznych typi multivalentnich glykokonjugatii. Obrazek byl

pievzat a upraven®.

1.9.2.1 Glykoklastry

Glykoklastry, taky nazyvané klastrové glykosidy, jsou malé molekuly obsahujici
synteticky fizeny pocet vazebnych epitopl ptipojenych rameny (,,vétvemi*) k multivalentnimu
jadru. Timto zplisobem se propoji vyhody homogennich malych molekuldrnich inhibitori
se zvysenim valenci®. Findlni struktury glykoklastrii jsou obvykle dimery, trimery, tetramery
atd. Na obrazku ¢. 8 (str. 21) je zndzornén ptiklad chemické struktury monovalentniho
(monomer), divalentniho (dimer) a trivalentniho (trimer) glykoklastru. Tyto malé syntetické
molekuly mohou poskytovat ¢asto riiznorodé funkce a byt viceméné flexibilni*?. V porovnani
s odpovidajicimi monovalentnimi sacharidy maji glykoklastry vyrazné¢ zvySenou aviditu.
Jejich strukturu jadra tvofi napf. rozvétvené aromatické nebo alifatické konstrukce, cyklické

peptidy, kalixareny, porfyriny &i cyklodextriny*’.
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Obrazek ¢. 8 — Chemicka struktura monovalentniho (19), divalentniho (20) a trivalentniho (21) glykoklastru
(a). Schematicka ilustrace téchto tfi typu glykoklastri ukotvenych na povrchu (b). Obrazek byl pievzat a

upraven*,

Doposud byly syntetizovany rizné druhy glykoklastri. Ukazalo se, Ze jsou velmi t¢inné
v souvislosti s aplikaci tzv. klastrového glykosidového efektu (z angl. ,.cluster glycoside
effect™). Koncept tohoto efektu spocivd ve zvySeni afinity komplexu lektin-sacharid diky
multivalenci lektinli a / nebo sacharidi. ZvySenim pocétu nezavislych vazeb zapojenych
do interakce umoznuje az exponencidlné zvysit silu celkové slabé vazby komplexu

lektin-sacharid. Tim se globalni interakce stava siln€j$i neZ u monovalentni struktury.

Ve skutecnosti je vzhledem k malé velikosti struktury glykoklastri usnadnéna interakce
jejich sacharidovych koncovych skupin (sacharidovych zbytkil) s vazebnymi misty riiznych
lektinG spiSe nez interakce s riiznymi vazebnymi misty stejného lektinu. To mulZe souviset
se situaci, kdy je spojovaci rameno (,,vétve®) pfili§ kratké, coz nasledné vede k tvorbé

agregati®’.

Pouziti glykoklastrii vykazujicich vysokou afinitu k lektinim se ukazuje jako slibna
strategie boje proti patogeniim, kterd nevyvolava fenomén rezistence. N&kolik studii naznacuje,
ze u PA-IL mohou galaktoklastry souc¢asn¢ dosahnout na dvé vazebna mista nachazejici se
na malé strané tetramerni struktury lektinu, coz vede ke klastrovému glykosidovému efektu.
Takové soucasné vazby je u PA-IIL z dGvodu jiné prostorové distribuci vazebnych mist
vazat PA-IIL G¢innégji (vykazuji efektivni klastrovy glykosidovy efekt) nez trimerni struktury,

protoze jsou schopny vazat s vysokou afinitou a nizsi disocia¢ni konstantou. Piesny zptlisob
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rozpoznavani multivalentnich glykoklastrt jejich bakteridlnimi lektinovymi partnery jesté stale

neni plné pochopen, a proto ndvrh vhodnych ligand@ ziistdva prozatim empiricky*346,

Tato prace je zaméfena na studium multivalentnich inhibitord na bazi sacharidi
(konkrétné glykoklastri) a jejich vyuziti v inhibici adheze PA na plicni epitelialni bunky.
Zaroven jsou tyto mechanizmy porovnavany s dalS§im typem inhibitorti — anti-PA-IIL slepic¢imi

protilatkami.
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2. Cil prace:

Cilem prace je prokazat schopnost vybranych multivalentnich inhibitorti na bazi fukosy
(tzv. glykoklastrii) inhibovat adherenci Pseudomonas aeruginosa (sbirkovy kmen ST 1763)

na epitelidlni bunky plic (linie CuFi-1 a NuLi-1).
Pro uskute¢néni tohoto cile bylo potiebné splnit nasledujici dilci tkoly:
e ovefit spravnost fungovani systému adhezniho testu pomoci slepicich IgY s inhibi¢nimi

vlastnostmi

e reprodukovat vysledky zpfedchozi prace pouzitim tetravalentniho glykoklastru
(CSM-539)

e vlastni studium profylaktického ucinku glykoklastrt s nizsi valenci.
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3. Material a metody:

3.1 Pouzity materidl, chemikalie a pristroje

3.1.1 Pristroje

analytické vahy DV215CD
autoklav Varioklav®

centrifuga Eppendorf 5415 R, 5418
centrifuga Hettich Universal 320 R
CO; inkubéator MCO-170AIC
inkubdtor s funkci tfepani ES-60
laminarni box BIO 126

lamindrni box MB 120

mikroskop Motic AE31

mikroskop Nikon ECLIPSE TE2002-U
s programem NIS-Elements AR 2.30

mikrovinny autoklav Microjet
pipetovaci nastavec Pipetus

predvazky 440-35A

spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro

s programem i-control
spektrofotometr Spekol 11

vodni lazen

Ohaus, Svycarsko

H+P Labortechnik GmbH, Némecko

Eppendorf, USA

Hettich Zentrifugen, Némecko
Panasonic Healthcare Co., Japonsko
MIUlab, Cina

Labox, CR

Labox, CR

Motic, Némecko

Nikon, Japonsko

The Rodwell Autoclave Company, UK
Hirschmann, Némecko
KERN, Némecko

Tecan, Svycarsko

Carl-Zeiss, Némecko

Memmert, Némecko
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3.1.2 Material a chemikalie

0,25% Trypsin-EDTA Solution

15, 50 ml plastové zkumavky

BEGM medium

BSA fraction V

bunécné linie CuFi-1 a NuLi-1

Collagen type IV from human placenta
desticky CellBind® 96 jamek
dimethylsulfoxid (DMSO)

fetalni bovinni sérum (FBS)

jednorazové plastové sterilni pipety 1-25 ml
kryozkumavky

kultivaéni lahve 12,5-25 cm?

kyselina octova

LHC-9 medium

mikrozkumavky 0,2-2,0 ml

parafilm

PBS tablety (1 do 500 ml dH»O; pH 7,45)
Peha-Soft nitrilové rukavice bez pudru
penicilin G, sodna sil

PKH 26 Red Fluorescent Cell Linker Mini
Kit for General Cell Membrane Labeling

Gibco™ Invitrogen, UK
TPP, Svycarsko
Lonza Biotec s.r.0., Svycarsko

Merck, Némecko

ATCC®, USA
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Sigma, USA

Corning®, USA

Aplichem, Némecko

Lonza, Svycarsko

Corning, USA

Corning, USA

TPP, Svycarsko; VWR International, CR
Lachema, CR

Gibco™ Invitrogen, UK

Eppendorf, USA

Bemis, USA

Gibco™ Invitrogen, UK

Hartmann, CR

DUCHEFA BIOCHEMIE B. V., Holandsko

Sigma, USA



PKH 67 Green Fluorescent Cell Linker Mini ~ Sigma, USA
Kit for General Cell Membrane Labeling

sterilni mikrofiltry 0,22 pm Merck Millipore, Némecko
streptomycin sulfat SERVA GmbH, Némecko
Spicky Biohit, UK

trypanova modi 0,4% Sigma, USA

zmrazovaci kontejner Nalgene® Cryo 1 °C Thermo Fisher Nalgene®, USA

3.2 Metody prace s tkarnovymi kulturami

V této experimentalni casti byly celkové vyuzZity dvé bunétné linie — CuFi-1 a
NuLi-1, které predstavuji adherentni, imortalizované epitelidlni bunky plic. Linie CuFi-1 jsou
izolované od pacienta s cystickou fibrézou (s mutaci AF508 v CFTR genu, homozygotni forma)

a naopak linie NuLi-1 jsou odebrany od normalniho (zdravého) jedince.

Z divodu zabranéni riziku kontaminace byla veskerd prace s bunéénymi kulturami
uskutecnovana ve sterilnim prostiedi specidlni tkanové laboratofi (konkrétné v lamindrnim
boxu MB 120). Pro dodrZeni zasad aseptické prace byly rovnéz vSechny ptislusné pracovni
pomucky sterilni jednordzové nebo ndmi vysterilizované v autoklavu (program pii teploté
121 °C, za ¢as 20 min). Pfi praci s bunénymi liniemi bylo jedndno podle origindlniho

produktového listu ATCC*7#,

3.2.1 Priprava kultivacnich lahvi s kolagenem

Povrch kultivaénich 1ahvi byl potazen kolagenem typu IV z lidské placenty. Nejdiive
byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 0,9 mg/ml — komercni preparat kolagenu byl
v laminarnim boxu MB 120 rozpustén v 0,25% v/v kyseliné octové pfi teploté 4 °C ptiblizné
4 h za obCasného zamichani (pozn. kolagen se vaze na plast, proto jeho rozpusténi musi probihat
ve sterilni sklenéné nadobce). Nasledné byl tento zasobni roztok zfedén 15x deionizovanou
vodou na vyslednou koncentraci 60 pg/ml a prefiltrovan pfes 0,22 pm filtr. Déle byl roztok
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aplikovan do kultivacnich lahvi v takovém objemu, aby byl pokryt cely kultiva¢ni povrch —
pro 25 cm?1ahev 2 ml, pro 75 cm? lahev 4-5 ml a pro 150 cm? lahev 8-9 ml. Takto pfipravené
lahve byly ponechany pies noc (minimaln¢ 18 h) inkubovat v lamindrnim boxu pfi laboratorni
teploté. Po inkubaci byl roztok kolagenu odebran. Lahve byly 2-3x promyty 4 ml PBS a
nasledn¢ nechany vyschnout v zapnutém lamindrnim boxu dnem vzhlru s pootevienymi vicky.
Po pfiblizn€ 2 h sterilizaci UV zafenim byly kultivac¢ni 1dhve zajiStény parafilmem a dale

skladovany pii teploté 4 °C. Pfed kazdym pouzitim byl povrch 1dhvi vzdy peclivé promyt PBS.

3.2.2 Rozmrazeni bunécnych linii

Dlouhodobg se tyto linie uskladiiuji v kapalném dusiku nebo v hlubokomrazicim boxu,
kde teplota dosahuje -80 °C. Cely proces rozmrazeni musi probéhnout ve velmi malém ¢asovém
intervalu, a to z diivodu ¢astecné toxicity dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery se zde vyuziva jako

kryoprotektant.
Postup:

Nejdtive bylo pfipraveno médium (LHC-9 nebo BEGM) s kombinaci antibiotik
penicilin-streptomycin (100x koncentrovany roztok — penicilin G sodna siill o koncentraci
6 mg/ml a streptomycin sulfit o koncentraci 10 mg/ml). Néasledné¢ bylo toto médium
vytemperovano ve vodni 14zni na 37 °C. Z hlubokomraziciho boxu byly buiiky vyjmuty a rychle
v intervalu 50-60 s rozmrazeny ve stejné vodni lazni. Déle byly pfeneseny do plastové sterilni
15ml zkumavky. Podle tabulky €. 1 bylo k buné¢né suspenze (o objemu 1 nebo 2 ml) postupné

po minutach pfidavano vytemperované medium.

Tabulka €. 1 — Postup natfed’ovani suspenze.

objem bun&ené pridavek média po minutach [ml]

suspenze [ml] 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

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

2 0,20 | 0,24 | 0,30 | 0,38 | 0,52 | 0,72 | 1,04 | 1,72 | 3,38 | 9,50
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Po piidani posledni davky média byla suspenze centrifugovdna v centrifuze Hettich
Universal 320R po dobu 5 minut (1000 RPM). Vznikl4 peleta byla resuspendovana v 1 ml
média. Z této suspenze byl ndsledné odebran alikvot na ureni poctu a viability bunék
za pouziti trypanové modii (kapitola 3.2.5). Zbytek bunécné suspenze byl pienesen
do kultivaéni ldhve s povrchem 25 cm? (specidlni lahev potazena kolagenem typu IV,
viz. v kapitole 3.2.1), ktera byla pfedem naplnéna vytemperovanym médiem (opét LHC-9 nebo
BEGM s antibiotiky penicilin-streptomycin) o objemu 5 ml. Na rozdil od bézné subkultivace

se zde nasazuje inokulum o vyssi hustoté bunck.

Pozn. — buiiky po rozmrazeni rostou velmi pomalu, nutno je kontrolovat kazdy den.

3.2.3 Kultivace bunécnych linii

Bunééné kultury byly kultivovany v inkubatoru MCO-170AIC pii teploté 37 °C a 5%
COy, ktery je ulozen ve specidlni laboratoti vyhrazené pro praci s tkanovymi kulturami. Vhodny
povrch pro rist bunck vytvari kolagen typu IV z lidské placenty, kterym se potahuji kultivaéni
lahve (kapitola 3.2.1). Pfi kultivaci byla k médiu LHC-9 nebo BEGM piidavana kombinace
antibiotik penicilin-streptomycin. Médium v kultiva¢nich lahvich bylo ménéno kazdé 2-3 dny
v objemu z4vislém na velikosti 1ahve (pro 25 cm? ldhev 5 ml média, pro 75 cm? 1dhev 15 ml

média a pro 150 cm? lahev 25 ml média).

3.2.4 Subkultivace bunécnych linii

Subkultivace (,,pasédz*) bun¢k se provadi s cilem zmenseni hustoty bunék v kultivacni
nadobé. Cast prvotni bunééné kultury je prevedena do nové kultivaéni nadoby obsahujici
cerstvé médium. Subkultivace u adherentnich linii zabezpecuje jejich narist pouze
do uniformni monovrstvy. Bunky pfisedlé na povrchu ldhvi jsou uvolnéné pomoci trypsinu

s EDTA. Pro zastaveni ptisobeni trypsinu se pouziva FBS (fetdlni bovinni sérum).

Samotna ,,pasaz“ byla provadéna piiblizné kazdych 7 dni — to vSak zavisi na rychlosti
ristu buné€k, jejich schopnosti vytvofit zminénou monovrstvu a poctu nasazenych bunék
na pocatku. U kazdé linie byl vedeny zdznam o poctu ,,pasazi“ od rozmrazeni, pficemz

maximalni doporuceny pocet subkultivaci je 15 (kvili zachovani vlastnosti bunék).
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Postup:

Pivodni médium bylo z kultiva¢nich lahvi vylito a k ptfisedlym bunkam byl pipetovan
0,25% trypsin s EDTA (0,53 mM) v objemu zavislém na velikosti lahve (pro 25 ¢cm? lahev
1,5 ml, pro 75 cm? lahev 3 ml a pro 150 cm? lahev 6 ml). Kultivaéni nddoby byly nasledné
po dobu 8 min ponechany v CO: inkubatoru pfi teplot¢ 37 °C. Mezitim byla k médiu
LHC-9 / BEGM pridana kombinace antibiotik penicilin-streptomycin a vSechny zkumavky a
kultiva¢ni 1ahve byly oznaceny (bunééna linie, ¢islo pasaze, datum, jméno). Po uplynuti 8 minut
byly lahve z inkubatoru vyndany a pod mikroskopem ovéteno, zda se bunky uvolnily z povrchu
lahvi. Plsobeni trypsinu bylo inhibovano piidavkem ekvivalentniho mnozstvi 1% (v/v) FBS
(ptidany objem na zaklad¢ velikosti kultivaéni lahve jako pti ptidavku roztoku trypsinu).
Aby se uvolnil i zbytek bunék, byl kultivacni povrch pomoci pipety peclivé oplachnut
(min. 3x) roztokem s buné¢nou suspenzi, ktery byl pak pieveden do centrifugac¢nich zkumavek
a centrifugovan 5 min v centrifuze Hettich Universal 320R (1000 RPM). Supernatant byl
odstranén tak, aby se nenarusila peleta, ktera byla pak resuspendovana v 1 ml pfipravené¢ho
média (LHC-9 / BEGM s antibiotiky penicilin-streptomycin). Pro stanoveni poctu a viability
bunék byl z této suspenze odebran alikvot. Nové kultivaéni ldhve s kolagenem typu IV byly
promyty 4 ml PBS a naplnény pfipravenym vytemperovanym médiem s antibiotiky. Nasledné
do nich bylo nasazeno vypo¢itané mnozstvi bung&k — u linie CuFi-1: 1-3 x 10? viabilnich

bunék/cm?, u linie NuLi-1: 1,5-2,0 x 10* viabilnich bunék/cm?.

3.2.5 Urceni poctu a viability bunék

Pro stanoveni poctu a viability bun€k byl vyuZivan mikroskop Motic AE31 a Biirkerova
komtrka (téZ nazyvana hemocytometr). Pro odliSeni zivych bunék od mrtvych slouzi barvivo
trypanova modf, které vstupuje do nezivych bunék, hromadi se v nich, a tak zptisobuje jejich

modré zbarveni, piicemz Zivé bunky zistavaji nezabarvené.

Postup:

Alikvot odebrany z Iml bunéc¢né suspenze vzniklé po ,,pasazi‘ byl ziedén médiem a
smichén s 0,4% w/v trypanovou modii v poméru 1:1 (4 pl bunééné suspenze ziedéné 16 pl

média + 20 pl trypanové modii). Z této smési bylo pipetovano 10 pl na miizku Biirkerovy

komiirky, ktera pak byla vlozena pod mikroskop. Mrizka je slozena z 9 velkych Ctverci
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(tvorené 4x4 malymi Ctverci), z kterych byly vybrany vzdy 3 pro pocitani (v kazdém spocitany
jen 2 strany po obvodu a stfed velkého ctverce). Do statistického vyhodnoceni jsou zahrnuty

jenom zivé bunky (modie neobarvené).

Pocet bun€k na mililitr suspenze (x) je dany vztahem:

celkovy spocitany pocet bunék v 1w s
YSP yP x fedéni vzorku x 10% .

- pocet ¢tverci,v kterych se pocitalo

3.2.6 Zamrazeni bunécnych linii

Bunky byly pievedeny do suspenze jako pii bézné subkultivaci (kapitola 3.2.4).
Pro stanoveni poctu a viability bunék byl ze zasobni suspenze odiiat alikvot (postup dle kapitoly
3.2.5). Nasledné byl piipraven pottebny objem tzv. kryoprotekéniho média — 60 % (v/v)
LHC-9 nebo BEGM médium, 10 % (v/v) DMSO a 30 % (v/v) FBS. Buné¢na suspenze byla
déle centrifugovana v centrifuze Hettich Universal 320R po dobu 5-10 minut (1000 RPM).
Vytvotfend peleta byla resuspendovéana v pfipraveném kryoprotekénim médiu o doporucené
koncentraci 1-5 x 10° viabilnich bun&k/ml. Po 1-1,5 ml této suspenze bylo alikvotovano
do ptfedem vychlazenych a popsanych kryozkumavek, kter¢ pak byly piemistény
do zmrazovaciho kontejneru Nalgene® Cryo 1 °C (naplnény isopropanolem) zajidtujiciho
postupné ochlazovani vzorkt rychlosti pfiblizné 1 °C/min. Kryozkumavky s kontejnerem byly
po dobu 24 h umistnéné do hlubokomraziciho boxu. Druhy den byly zkumavky z kontejneru
vyjmuty a pifelozeny do kapalného dusiku (v pfipadé dlouhodobého uchovéani) nebo byly
ponechany v boxu pii teploté¢ -80 °C (v ptipad¢ kratkodobého uchovani). Pfi skladovani
bunécnych linii po del§i dobu nez 2 tydny pfi teploté¢ -80 °C vSak muze dojit ke snizovani

viability bun¢k.

3.3 Metody prace s Pseudomonas aeruginosa

Veskera prace s PA probihala v mikrobiologické laboratofi, konkrétné v laminarnim
boxu BIO 126 za dodrzeni vSech podminek aseptické prace. Pro testovani bakteridlni adheze
byl vyuzit sbirkovy (kontrolni) kmen bakterii PA oznaceny PAK (ST 1763). Bakterie byly

bézn¢ skladovany v hlubokomrazicim boxu (-80 °C).
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3.3.1 Rozmrazeni a kultivace PAK

Vzorek bakteridlni suspenze byl vyjmut z hlubokomraziciho boxu (-80 °C) a rozmrazen
pii laboratorni teploté. Za pomoci injek¢ni stiikacky bylo do 100ml sterilni Erlenmeyerove
banky pfevedeno 10 ml média pro PA (,,PS* médium — 1,6% (w/v) pepton; 1% (W/v)
enzymaticky kaseinovy hydrolyzat; 0,5 % (v/v) glycerol; 57 mM K»SO4; 15 mM MgCly;
piipraveno Ing. H. Bartotiovou, UZFG, AV CR). Do tohoto média pak bylo pipetovano 20 pl

rozmrazené bakteridlni suspenze.

Kultivace probihala v inkubatoru s funkci tfepani ES-60 (konstantni tfepani

pii 150 RPM) po dobu 14 h, pfi teploté 37 °C.

3.3.2 Stanoveni mnozstvi PAK v suspenzi

Pro urCeni koncentrace bakterii v suspenzi bylo vyuzito méfeni optické denzity
(absorbance pfi 600 nm, ODsoo) na spektrofotometru Spekol 11. Vztah, na zdklad¢ kterého byla

vypo¢itina koncentrace bakterilnich bun&k v suspenzi je: ODgoo = 1 <> ¢ = 6-10® bakterii/ml.

3.3.3 Zamrazeni PAK

Po 14 h kultivaci (kapitola 3.3.1) ze vzniklych namnoZenych bakterii v PS médiu bylo
alikvotovano po 100 pl do mikrozkumavek. Dale bylo do nich pipetovano ekvivalentni
mnozstvi (100 pl) kryoprotekéniho média — 40% (w/v) glycerol v PBS, které bylo sterilizovano
ptes 0,22 um filtr. Mikrozkumavky s jednotlivymi alikvoty byly rychle zamrazeny v kapalném

dusiku a poté uskladnény v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

3.4 Fluorescencni znaceni

Fluorescen¢ni znaceni epitelidlnich buné€k plic (linie CuFi-1 a NuLi-1) a bakterii PA
bylo uskute¢iiovano pomoci fluorescen¢nich barviv PKH67 a PKH26, které maji odlisné
excitani a emisni maxima. Vyuzitim svych dlouhych alifatickych fetézct jsou tato barviva
schopna vazat se do membrany bunky aniz by modifikovaly jejich povrchové struktury,
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¢imz by se mohla ovlivnit adheze. Soucasti baleni byl i roztok Diluentu C, ve kterém se barviva

rozpoustéji.

Epitelialni buniky plic byly znac¢eny barvivem PKH67 (zelené fluoreskujici slouc¢enina),
kterého excita¢ni maximum je pii 490 nm a emisni maximum pii 520 nm. Bakterialni bunky
byly znaceny barvivem PKH26 (zluto-oranzové fluoreskujici sloucenina), jehoz excitacni

maximum je pfi 551 nm a emisni maximum pii 567 nm.

49,50

Postup fluorescencniho znaceni byl provadén na zékladé produktovych listd a

diplomové prace Mgr. Michaely Vaskové!.

3.4.1 Fluorescencni znaceni bunécnych linii pomoci barviva PKH67

Po ptfevedeni bunck do suspenze subkultivaci (kapitola 3.2.4) bylo odebrano potiebné
mnozstvi bunék pro znaceni barvou PKH67, které byly vzapéti od zbytkli média centrifugaéné
promyty 5 ml PBS po dobu 5 min (1000 RPM, centrifuga Hettich Universal 320R). Supernatant
byl opatrné¢ oddélen a vznikld peleta byla resuspendovana v 250 pl Diluentu C (objem
stanoveny pro 1 kultivaéni nddobu o velikosti 75 cm?). Déle byl piipraven roztok barviva
PKH67 v Diluentu C o koncentraci 8§ uM (2 ul PKH67 s 248 ul Diluentu C), ktery byl
v ekvivalentnim mnozstvi pfidan k ptfipravené suspenzi bunck (fedéni 1:1). Smés byla Setrné
ale diikladn€ promichéna pipetou a ponechana inkubovat 5 min v COz inkubétoru bez ptistupu
svétla (zkumavka obalena alobalem). Reakce byla zastavena piidavkem ekvivalentniho
mnozstvi 1% FBS (tzn. k 250 pl roztoku barviva PKH67 v Diluentu C ptidano 250 ul FBS).
Reakéni smés byla opét ditkladné promichéna a pak 10 min centrifugovana v centrifuze Hettich
Universal 320R (1000 RPM). Nato byly buiiky jesté¢ 3x centrifugaéné promyty 3 ml média
LHC-9 nebo BEGM (5 min, 1000 RPM, centrifuga Hettich Universal 320R). Na zavér byla
vznikla peleta resuspendovéana v 1-2 ml média. Pro urCeni poctu a viability bunék byl z této

zékladni bunécné suspenze odebran alikvot (kapitola 3.2.5).
Méreni relativni fluorescence:

Pro toto méfeni byl vyuzivan spektrofluorimetr Tecan Infinite M200. Na zacatku byly
nastaveny parametry pro méfeni — vinova délka excitace 470 nm a emise 505 nm, spodni ¢teni
desticky, nckolikandsobné Cteni jamky (u 96-jamkové desticky - vyplnény ctverec 3x3),
automatické zasileni (,,optimal gain®).
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Nakonec byla fluorescence bun¢k kontrolovana na mikroskopu Nikon Eclipse (filtr

31001 FITC C87701).

3.4.2 Fluorescencni znaceni bakterii pomoci barviva PKH26

Po 14 h kultivace (kapitola 3.3.1) byla narostla bakterialni kultura PAK v PS médiu
rozdélena do 2ml mikrozkumavek, které¢ byly centrifugovany 5 min v centrifuze Eppendorf
5415R (12000 RPM). Vzniklé pelety byly resuspendovany v 1 ml PBS a spojeny do jedné
zkumavky. Déle bylo zmétené ODsoo a koncentrace bakterii v suspenzi byla stanovena dle
kapitoly 3.3.2. Pro fluorescen¢ni znaceni bylo odebrano potiebné mnozstvi suspenze bakterii
(odebrany objem zavisi od poctu méfeni, Cili nasazenych jamek pii adheznim teste).
Ta pak byla po dobu 5 min centrifugovana v Eppendorf 5415R (12000 RPM). Vytvotena peleta
byla po opatrném odstranéni supernatantu resuspendovana v Diluentu C (125 pul
na 3-10” bakterii). Nato byl pfipraven 20 uM roztok barviva PKH26 v Diluentu C (2 ul PKH26
v 123 pl Diluentu C), ktery byl pak v ekvivalentnim mnozstvi (125 pl) ptidan k bakterialni
suspenzi. Pipetovanim byla reakéni smés peclivé promichana a pak ponechéna inkubovat
za tmy (zkumavka obalend alobalem) pfi laboratorni teploté¢ po dobu 30 min. Reakce byla
zastavena pridavkem ekvivalentntho mnoZstvi 1% (w/v) BSA (bovinni sérovy albumin).
Po dikladném promichani byla smés centrifugovana 10 min pii 13000 RPM (Eppendorf
5415R). Peleta byla pak jesté 3x centrifugacné promyta 1 ml PBS nejdiiv 10 min (13000 RPM),
potom 7,5 min a nakonec 5 min (12000 RPM) v centrifuze Eppendorf 5415R. Konec¢na peleta
byla resuspendovana v 1-2 ml pufru PBS. Na zavér byla opét dle kapitoly 3.3.2 stanovena

koncentrace (uz nabarvenych) bakterii v suspenzi.
Méreni relativni fluorescence:

Pro toto méfeni byl téZ vyuZzivan spektrofluorimetr Tecan Infinite M200. Na zacatku
byly zadany parametry pro méteni — vlnova délka excitace 522 nm a emise 569 nm, spodni
cteni desticky, n€kolikanasobné ¢teni jamky (u 96-jamkové desticky je vyplnény ctverec 3x3),

zesileni nastaveno manualné na hodnotu 160.

Fluorescence bunék byla také kontrolovana na mikroskopu Nikon Eclipse ptes filtr

31002 Rdil C87702.
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3.5 Adhezni test

Byl studovéan vliv vybranych latek (multivalentni inhibitory na béazi sacharidi nebo
anti-PA-IIL slepici protilatky) na adhezi Pseudomonas aeruginosa na plicni epitelidlni bunky.
K tomu byla vyuzita metodika tzv. adhezniho testu, kterd byla pifevzata z ptedeslych

diplomovych praci®!>2,

Pro adhezni testy byl vyuzit modelovy systém epitelidlnich bun€k plic CuFi-1 a
NuLi-1 (kapitola 3.2), které byly kvuli jejich kvantifikaci fluorescencné znaCeny pomoci
barviva PKH67. Jako bakteridlni model byl vyuzit sbirkovy kmen Pseudomonas aeruginosa
oznatovan PAK, ktery byl fluorescencné znacen barvivem PKH26. Jamky s neoSetfenymi
buitkami (bez multivalentniho inhibitoru nebo protilatky) slouzili jako kontrola. Jednotlivé
situace v jamkach pak byly vyhodnoceny jako pomér relativni fluorescence PAK vztazeny

na relativni fluorescenci CuFi-1 nebo NuLi-1.

Prvni vybrané agens, na kterém byly studovany inhibi¢ni vlastnosti, byly anti-PA-IIL

slepic¢i protilatky (tabulka €. 2).

Tabulka €. 2 — Seznam pouzitych protilatek.

Oznaceni vzorku Pivodni znaceni Popis vzorku protilatek
protilatky protilatky
A K1 frakce pfed imunizaci
B 3R1-8R1 (spojené frakce po imunizaci
frakce)
C NF7 frakce nezachycené na afinitni koloné

Protilatky byly poskytnuty Mgr. Michaelou Vaskovou a Mgr. Patrikem Pomazalem (katedra
biochemie PfF UK, Praha).
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Dal§im zkoumanym antiadhezivnim agens byly tfi multivalentni inhibitory na bazi

fukosy — KGY-4, ERJ-440 a CSM-539 (tabulka ¢. 3).

Tabulka €. 3 — Seznam pouzitych multivalentnich inhibitord.

Valence
Relativni molekulova
Oznaceni inhibitoru (odpovida mnozstvi
hmotnost )
terminalnich zbytkt fukosy)
KGY-4 356,43 monovalentni
ERJ-440 898,95 divalentni
CSM-539 2074,16 tetravalentni

Inhibitory byly poskytnuty Mgr. Lenkou Malinovskou, Ph.D. (Narodni centrum pro vyzkum
biomolekul, PfF MU, Brno a vyzkumna skupina prof. RNDr. M. Wimmerov¢, Ph.D, CEITEC,

Brno). Avsak z divodu ochrany dusevniho vlastnictvi neni mozné jejich struktury zvetejnit.

Postup:

Po fluorescenénim znaceni barvivem PKH67 (kapitola 3.4.1) byl ze zasobni suspenze
epitelidlnich bun€k (CuFi-1 nebo NuLi-1) odebran alikvot pro stanoveni poctu bunck v roztoku
dle kapitoly 3.2.5. Do 96-jamkové desticky Corning CellBind® bylo aplikovano vytemperované
(na 37 °C) médium (LHC-9 nebo BEGM), vtakovém mnozstvi, aby celkovy objem
v jedné jamce byl 150 pl. K médiu bylo néasledné ptidano spocitané mnozstvi nabarvenych
bunék — pro 96-jamkovou desti¢ku vysledny pocet by mél odpovidat 8,4-10* bunék/jamka.
S cilem vytvofit v jednotlivych jamkach konfluentni vrstvu bunck byla desticka inkubovéana
v CO; inkubatoru (5% CO») pfiblizn¢ 24-48 h pti teploté 37 °C, ¢imz byl také poskytnut

dostatecny ¢as pro regeneraci buné€k po jejich barveni.

Bakterie PAK znacené barvivem PKH26 (kapitola 3.4.2) byly kvantifikovany (kapitola
3.3.2) a na jamku bylo na rozdil od epitelidlnich bunék aplikovano stondsobné mnozstvi —

8,4-10° bakterii/jamka.
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Pro adhezni test byly pfipraveny zasobni suspenze bakterii:

1. pro jamky sneovlivnénymi buiikami (bez multivalentniho inhibitoru / protilatky):
8,4-10° bakterii PAK/jamka + doplnéni PBS do celkového objemu v jamce 50 pl
2. pro jamky s oSetfenymi buiikami:
a) pridavek multivalentniho inhibitoru: 8,4-10° bakterii PAK/jamka
+ roztok inhibitoru o konecné koncentraci 2-1000 uM + doplnéni PBS

do celkového objemu v jamce 50 pl

b) piidavek protilatek: 8,4-10° bakterii PAK/jamka + roztok protilatky o kone¢né

koncentraci 1 mg/ml + doplnéni PBS do celkového objemu v jamce 50 pl.

Mikrozkumavky s takto pfipravenymi zasobnimi suspenzemi byly inkubovany za tmy

pii laboratorni teploté po dobu 30 min.

Jakmile se v jednotlivych jamkéch vytvofila konfluentni monovrstva bunék (CuFi-1,
NuLi-1), byla desti¢ka vyjmuta z inkubatoru a médium z jamek opatrné odstranéno. Déle byla
kazda jamka promyta 200 ul PBS. Z pfipravenych zasobnich vzorka bakterii bylo do jamek
pfidavano po 50 pl odpovidajici bakteridlni suspenze. Desticka byla obalena do alobalu a
ponechana 2 h inkubovat (pfi laboratorni teplot€). Nasledné byly baktérie, které se nenavazaly,
z jamek odstranény trojnasobnym promytim PBS (prvné 100 pl a pak dvakrat 60 pl PBS).
Aby nedoslo k vyschnuti, byly jamky s buitkami nakonec pfevrstveny 40 pl PBS.

Na zéavér byla desticka vlozena do spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro a
zmétfena relativni fluorescence (program i-Control). Pro sprdvné meéteni byly nastaveny

parametry dle kapitoly 3.4.1 (pro barvu PKH67) a kapitoly 3.4.2 (pro barvu PKH26).

Rovnéz byly jednotlivé jamky s riznymi experimentdlnimi situacemi pozorovany

na mikroskopu Nikon Eclipse (program NIS-Elements AR 2.30).
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4. Vysledky:

4.1 Adhezni testy

V prvni fade jako antiadhezivni latky byly zkoumény anti-PA-IIL slepic¢i protilatky.
Déle byl studovan profylakticky ucinek multivalentnich inhibitord, konkrétné glykoklastri,
na modelu bakteridlni adherence PAK na plicni epitelidlni buiiky CuFi-1 a NuLi-1.
Pro porovnani (jako kontrola) byly pouzity pouze bakteridlni buniky bez glykoklastrt

¢i protilatek.

Oba typy bunék, jak plicni epitelidlni, tak bakterie PAK, byly kvuli vizualizaci a
kvantifikaci znaceny fluorescen¢nim barvivem PKH67 (pro buiiky CuFi-1 a NuLi-1) a PKH26
(pro bakterie PAK). K vyhodnoceni miry adherence bakterii byl pak vyuzit pomér relativnich
fluorescenci, tedy relativni fluorescence PAK vztazena na relativni fluorescenci CuFi-1 nebo

NuLi-1.

4.1.1 Adhezni testy se slepicimi protilatkami

Vedle efektu glykoklastri byl studovan i vliv specifickych zloutkovych imunoglobulinti
na adhezi bakterii PAK na plicni epitelialni buniky CuFi-1 ¢i NuLi-1. K tomu byly vybrany dva
vzorky anti-PAIIL protilatek — vzorek B obsahujici SF ¢ili spojené frakce (3R1-8R1)
po imunizaci a vzorek C obsahujici nezachycené frakce (NF7) z afinitni purifikace spojenych

frakci. Vzorek A byl pfipraven z vaji¢ek pted imunizaci, a proto slouzil jako kontrolni (K1).

Vysledky pokust s bunéénou linii CuFi-1 jsou zobrazeny na obrazku €. 9 (str. 38) a

pro linii NuLi-1 na obrazku €. 10 (str. 39).
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Obrazek €. 9 — Vliv anti-PA-IIL slepicich protiliatek na adherenci PAK na epitelidlni buiiky CuFi-1. Bakterie
PAK jsou fluorescen¢né znaceny barvivem PKH26 (Ex/Em: 522/569 nm, ,,gain* 160). Plicni epitelialni bunky
CuFi-1 jsou fluorescen¢né znaceny barvivem PKH67 (Ex/Em: 470/505 nm, ,,gain“ 158). Jako antiadhezivni latky
byly pouzity IgY frakce: A — pied imunizaci (K1), B — po imunizaci (SF), C — nezachycené frakce po afinitni
purifikaci (NF7), v jamce vzdy koncentrace 1 mg/ml. Jamky s CuFi-1 bez pfidani protilatky (tzv. neoSetfené
buriky) slouzily jako kontrola. Vynesené hodnoty jsou primér naméfenych hodnot (ze tfi jamek) relativni
fluorescence PAK vztazeny na primér namefenych hodnot (ze tfi jamek) relativni fluorescence CuFi-1 + SD.

Od hodnot relativni fluorescence PAK a CuFi-1 byla odec¢tena hodnota relativni fluorescence pozadi.
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Obrazek ¢. 10 — Vliv anti-PA-IIL slepifich protilitek na adherenci PAK na epitelidlni buiiky NuLi-1.
Bakterie PAK jsou fluorescencné znaceny barvivem PKH26 (Ex/Em: 522/569 nm, gain 160). Plicni epitelialni
buiky NuLi-1 jsou fluorescenéné znac¢eny barvivem PKH67 (Ex/Em: 470/505 nm, gain 158). Jako antiadhezivni
latky byly pouzity IgY frakce: A — pfed imunizaci (K1), B — po imunizaci (SF), C — nezachycené frakce po afinitni
purifikaci (NF7), v jamce vZdy koncentrace 1 mg/ml. Jamky s NuLi-1 bez pfidani protilatky (tzv. neoSetfené
buiiky) slouzily jako kontrola. Vynesené hodnoty jsou primér naméfenych hodnot (ze tii jamek) relativni
fluorescence PAK vztazeny na primér namétfenych hodnot (ze tfi jamek) relativni fluorescence NuLi-1 + SD.

Od hodnot relativni fluorescence PAK a NuLi-1 byla odectena hodnota relativni fluorescence pozadi.

4.1.2 Adhezni testy s multivalentnimi glykoklastry

S cilem reprodukovat vysledky z pfedchozi diplomové prace®! byl jako prvni pouzit

tetravalentni inhibitor CSM-539 v koncentraci 1,5 a 3 mM (obrazek €. 11, str. 40).

Nasledné byly v adheznich pokusech testovany glykoklastry sniz§i valenci —
monovalentni KGY-4 a divalentni ERJ-440 v koncentratnim rozmezi 2-1000 uM (obrazek

€. 12 na str. 41, obrazek €. 13 na str. 42, obrazek €. 14 na str. 43 a obrazek ¢. 15 na str. 44).
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Obrazek ¢. 11 — Vliv CSM-539 na adherenci PAK na epitelidlni buiiky CuFi-1. Bakterie PAK jsou
fluorescenéné znaceny barvivem PKH26 (Ex/Em: 522/569 nm, gain 160). Plicni epitelialni buiikky CuFi-1 jsou
fluorescenéné znaceny barvivem PKH67 (Ex/Em: 470/505 nm, gain 146). Jako antiadhezivni multivalentni
inhibitor na bazi fukosy byl pouzit tetravalentni glykoklastr CSM-539 v koncentraci 1,5 a 3 mM. CuFi-1
bez ptidani inhibitoru slouZily jako kontrola (modry sloupec). Vynesené hodnoty jsou primér naméienych hodnot
(ze ti1 jamek) relativni fluorescence PAK vztazeny na primér namétfenych hodnot (ze tfi jamek) relativni
fluorescence CuFi-1 £ SD. Od hodnot relativni fluorescence PAK a CuFi-1 byla odeftena hodnota relativni

fluorescence pozadi.
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Obrazek €. 12 — Vliv KGY-4 na adherenci PAK na epitelidlni buiiky CuFi-1. Bakterie PAK jsou fluorescencné
znaéeny barvivem PKH26 (Ex/Em: 522/569 nm, gain 160). Plicni epitelidlni buiiky CuFi-1 jsou fluorescenéné
znaceny barvivem PKH67 (Ex/Em: 470/505 nm, gain 148). Jako antiadhezivni inhibitor na bazi fukosy byl pouzit
monovalentni glykoklastr KGY-4 v koncentranim rozmezi 2-1000 pM. CuFi-1 bez pfidani inhibitoru
(tzv. neosetiené buriky) slouzily jako kontrola. Vynesené hodnoty jsou prumér naméfenych hodnot (ze tii jamek)
relativni fluorescence PAK vztazeny na primér naméfenych hodnot (ze tfi jamek) relativni fluorescence

CuFi-1 £ SD. Od hodnot relativni fluorescence PAK a CuFi-1 byla odectena hodnota relativni fluorescence pozadi.
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Obrazek ¢. 13 — Vliv KGY-4 na adherenci PAK na epitelialni buiiky NuLi-1. Bakterie PAK jsou fluorescencné
znaéeny barvivem PKH26 (Ex/Em: 522/569 nm, gain 160). Plicni epitelialni buitky NuLi-1 jsou fluorescenéné
znaceny barvivem PKH67 (Ex/Em: 470/505 nm, gain 148). Jako antiadhezivni inhibitor na bazi fukosy byl pouzit
monovalentni glykoklastr KGY-4 v koncentraénim rozmezi 2-1000 puM. NuLi-1 bez pfidani inhibitoru
(tzv. neosetiené buniky) slouzily jako kontrola. Vynesené hodnoty jsou primér namétenych hodnot (ze tii jamek)
relativni fluorescence PAK vztazeny na primér naméfenych hodnot (ze tfi jamek) relativni fluorescence
NuLi-1 £ SD. Od hodnot relativni fluorescence PAK a NuLi-1 byla odectena hodnota relativni fluorescence

pozadi.
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Obrazek ¢. 14 — Vliv ERJ-440 na adherenci PAK na epitelidlni buiiky CuFi-1. Bakterie PAK jsou
fluorescenéné znaeny barvivem PKH26 (Ex/Em: 522/569 nm, gain 160). Plicni epitelidlni bunky CuFi-1 jsou
fluorescencné znaceny barvivem PKH67 (Ex/Em: 470/505 nm, gain 143). Jako antiadhezivni multivalentni
inhibitor na bazi fukosy byl pouzit divalentni glykoklastr ERJ-440 v koncentra¢nim rozmezi 2-1000 uM. CuFi-1
bez ptidani inhibitoru (tzv. neosetiené bunky) slouzily jako kontrola. Vynesené hodnoty jsou primér naméfenych
hodnot (ze tii jamek) relativni fluorescence PAK vztaZzeny na primér namétenych hodnot (ze tii jamek) relativni
fluorescence CuFi-1 £ SD. Od hodnot relativni fluorescence PAK a CuFi-1 byla odectena hodnota relativni

fluorescence pozadi.
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Obrazek ¢. 15 — Vliv ERJ-440 na adherenci PAK na epitelidlni buiiky NuLi-1. Bakterie PAK jsou
fluorescenéné znaceny barvivem PKH26 (Ex/Em: 522/569 nm, gain 160). Plicni epitelialni buniky NuLi-1 jsou
fluorescencné znaceny barvivem PKH67 (Ex/Em: 470/505 nm, gain 143). Jako antiadhezivni multivalentni
inhibitor na bazi fukosy byl pouzit divalentni glykoklastr ERJ-440 v koncentra¢nim rozmezi 2-1000 uM. NuLi-1
bez ptidani inhibitoru (tzv. neosetiené bunky) slouzily jako kontrola. Vynesené hodnoty jsou primér naméfenych
hodnot (ze tii jamek) relativni fluorescence PAK vztaZzeny na primér namétenych hodnot (ze tii jamek) relativni
fluorescence NuLi-1 £ SD. Od hodnot relativni fluorescence PAK a NuLi-1 byla ode¢tena hodnota relativni

fluorescence pozadi.

4.2 Mikroskopicka pozorovani

Pro doplnéni byly jednotlivé jamky mikrotitra¢ni desti¢ky s riznymi experimentalnimi
situacemi pozorovany na fluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse (program NIS-Elements

AR 2.30). N&kter¢ situace byly také zdokumentovany.

Na obrazku €. 16 je znazorn€nd situace v jamce s buitkami CuFi-1 bez ptidavku
inhibitoru a na obrazku ¢. 17 s pfidavkem tetravalentniho inhibitoru CSM-539, kde lze

pozorovat pokles mnozstvi navazanych bakterii PAK.
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Obrazek ¢. 16 — Mikroskopické snimky bunék CuFi-1 a PAK, bez pfidavku inhibitoru. Pozorovani bylo
provedeno na mikroskopu Nikon Eclipse (program NIS-Elements AR 2.30) pfi zvétSeni 40x. A — linie CuFi-1
(nabarvena PKH67), pouzity filtr 31001 FITC C87701; B — bakterialni buiiky PAK (nabarvené PKH26), pouzity
filtr 31002 Rdil C87702; C — piekryv snimkt A a B. Upraveno v programu Imagel.

-

Obrazek ¢. 17 — Mikroskopické snimky bunék CuFi-1 a PAK, s pfidavkem inhibitoru CSM-539. Pozorovani

bylo provedeno na mikroskopu Nikon Eclipse (program NIS-Elements AR 2.30) pii zvétSeni 40x. A — linie
CuFi-1 (nabarvena PKH67), pouzity filtr 31001 FITC C87701; B — bakterialni buitky PAK (nabarvené PKH26),
pouzity filtr 31002 Rdil C87702; C — prekryv snimkd A a B. Upraveno v programu Image].
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5. Diskuse:

Autozomalné recesivni dédi¢ny onemocnéni cystickd fibroza (CF) vznikd mutaci CFTR
genu, ktery koduje CFTR protein slouzici v téle jako chloridovy kanal. Vétsina vzniklych
klinickych projevii u pacientli s CF se muze vysvétlit pravé poruchou propustnosti tohoto
iontového kanalu®. Dusledkem poruchy CFTR proteinu je vznik velmi hustého hlenu
pokryvajiciho povrch dychacich cest, ktery kromé jin€ho piispiva k tvorbé piiznivého prostiedi
pro ruast bakterii. U pacientli s CF se vyskytuje zvysena adherence bakterii k plicnimu epitelu
zpusobena poruchou glykosylace glykokonjugatii nachazejicich se v plazmatické membrané
epitelidlnich bunék®. Nejcast&jsi bakterii zpiisobujici infekce u nemocnych je Pseudomonas
aeruginosa (PA). Divodem jejiho Castého vyskytu je nejen zména prostiedi v dychacim traktu
hostitele, ale vyznamnou roli také hraji jeji virulentni faktory jako je naptiklad lektin PA-IIL.
Tento lektin umoznuje adhezi PA na hostitelské bunky, kde se vaze na povrchové receptory
obsahujici L-fukosu a zarovef se podili na tvorb& biofilmu®*. Pravé k zamezeni adherence
bakterii byly v této préaci testované riizné antiadhezivni agens jako naptiklad multivalentni
inhibitory na bazi fukosy cilené na lektin PA-IIL. K tomu, aby byla ovéfend spravnost
fungovani celého systému byly pouzity i jiné antiadhezivni latky, konkrétné anti-PA-IIL slepici

protilatky.

Pro ucel testovani danych agens byl vyuZit experimentadlni systém zaloZeny
na imortalizovanych plicnich epitelidlnich bunéénych linii CuFi-1 izolovanych od pacienta
s CF a NuLi-1 izolovanych od zdravého jedince. Tento systém byl pfevzat z ptredchazejicich

praci51,52

a nasledné optimalizovan. Ob& imortalizované linie jsou stabilni a nenaro¢né
na dlouhodobéjsi kultivace. Proto byly pouZity jako relevantni model pro studium adheze
bakterii PA na plicni bunky pacienta s CF a plicni builkky zdravé osoby. Pro sledovani
bakteridlni adheze byl s cilem navéazat na predeslou diplomovou praci®!' vyuZit stejny sbirkovy
(kontrolni) kmen bakterii PA oznaceny PAK (ST 1763). Adhezni test spo¢iva v sledovani miry
adherence PAK na uvedené bunécné linie v nepfitomnosti nebo v pfitomnosti vybranych
antiadhezivnich agens. Z diivodu vizualizace a stanoveni poctu byly bunééné linie a PAK
fluorescen¢né¢ znaceny barvivy PKH (PKH67 pro buiky, PKH26 pro bakterie).
Takto nabarvené bunky a bakterie byly aplikovany do specidlnich 96-jamkovych

mikrotitracnich desticek s upravenym povrchem pro adherentni linie znacky Corning

CellBind®. Z divodu dostupnosti jen malého mnozstvi multivalentnich inhibitort byly zvoleny
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96-jamkové mikrotitrani desticky, kterych jamky na rozdil od 24-jamkovych desticek maji
mensi objem. Zaroven 96-jamkové desticky poskytuji vétsi pocet moznych experimentalnich
usporadani (v jedné desticky se muze testovat Siroka Skala koncentraci daného inhibitoru).
Specifickou vlastnosti epitelidlnich bunék je to, ze ptirozen¢ adheruji na povrch jamky a na dné
vytvareji monovrstvu, ¢im se napodobuje situace v plicich a zaroven se zamezi odmyti bun¢k
béhem jednotlivych krokii adhezniho testu. Pti vyhodnocovani namétenych dat byl vyuzit
pomeér relativni fluorescence PAK/CuFi-1 nebo PAK/NuLi-1, ktery vyjadiuje pocet bakterii
na jednu bunku. Zhodnoceni situaci v jednotlivych jamkach bylo vzdy provedeno

1 mikroskopickym pozorovanim, ¢imz byla také ovétena ucinnost fluorescencniho znaceni.

Imunoterapie specifickymi protilatkami IgY pfipravenymi z vajeCnych zloutkd
imunizovanych slepic se jevi jako slibnd alternativa antibiotik pro prevenci napf. respiracnich
infekei u pacientt s CF. U lidi a zvitat byly IgY vyuZivany v boji proti riznym bakteridlnim
nebo virovym infekcim. Mnohé klinické studie potvrzuji profylakticky ucinek oralné
podavanych IgY protilatek proti PA. Jejich aplikace je zifejmé bezpecna, protoze béhem

dlouhodobého uzivani IgY nebyly zaznamenany 74dné negativni vedlejsi u¢inky>>>4.

Jako prvni antiadhezivni agens byly tedy vybrany rGzné frakce IgY protilatek proti
lektinu PA-IIL poskytnuté katedrou biochemie, PiF UK (Praha). Prvni vzorek znaeny K1 byla
frakce ziskand z vajicek pfed imunizaci slepice. Dal$i vzorek byla spojena frakce (3R1-8R1)
izolovana z vajecného zloutki po imunizaci slepice antigenem PA-IIL AG/fuc (modifikovany
rekombinantni antigen s mutaci snizujici afinitu pro fukosu, ktery obecné vykazuje
s protilatkou vy$§i reaktivitu neZ jiné typy modifikovanych rekombinantnich antigenti®).
V diplomové praci®! byla metodou ELISA ovéfena schopnost téchto dvou izolovanych frakci
rozeznat antigen PA-IIL — obé frakce vykazovaly s antigenem jen nizkou reaktivitu. V naSem
ptipadé frakce po imunizaci (3R1-8R1) u linii CuFi-1 nevykazovala Zadny efekt. Ve zminéné
diplomové praci®! nebyl vysledek adhezniho testu zcela jednoznaéni — jedna frakce izolovana
po imunizaci nevykazovala zadny efekt, avSak druha frakce stejného typu od jiné slepice
protektivni efekt vykazovala. Tak, jak se ptfedpokladalo, frakce izolované pfed imunizaci
slepice v piipadé linii CuFi-1 zde nemély zadny efekt. Prekvapivé, v predchazejici praci®! bylo
chovani téchto frakci opané — nespecifické frakce, jako jsou frakce ziskané pied imunizaci,
nebo nezachycena frakce (NF7) z afinitni purifikace, které by specifické anti-PA-IIL protilatky
nemély obsahovat, Castokrat protektivni efekt vykazovaly. Nezachycena frakce NF7 znatelné

snizovala adherenci PAK jak u linii CuFi-1, tak u NuLi-1. Vysvétleni tohoto efektu ziejme
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spo¢iva v tom, Ze lektin imobilizovany na afinitni kolon¢ nem¢l dostupné vazebné misto
pro sacharidy, a tak protilatky proti tomuto vazebnimu mistu se nemohly zachytit a kolonou
prosly do nezachycené frakce®. Tak v nezachycené frakci NF7 ziistaly specifické protilatky,
které inhibuji lektin. Kdyz byl porovnan protektivni efekt protilatek IgY u linii CuFi-1 a
NuLi-1 nebyly vysledky zcela jednozna¢né. U linie CuFi-1 by mél byt inhibicni efekt IgY
vyraznéjsi, a to z divodu vétsi adherence baktérii PA na tyto buiiky (pfedpoklad pozménéné
sialyzace). Avsak v predkladané praci i predchozich pracich®> byla adherence PA u obou linii

srovnatelna.

Dalsim vybranym antiadhezivnim agens jsou syntetické multivalentni inhibitory PA-IIL
na bazi fukosy — konkrétné tzv. glykoklastry, kterych strukturu tvofi multivalentni jadro a
z ného vychdézejici spojovaci ramena (,,vétve*) zakoncené sacharidovymi skupinami, fukosami.
Glykoklastry vykazuji vysokou afinitu k lektinim, a proto se jejich vyuZiti jevi jako velmi
slibnd strategie boje proti patogentim, kterd na rozdil od antibiotik nevyvolava fenomén
rezistence. Jejich vyznamnou vlastnosti, diky které¢ vykazuji znacny inhibi¢ni potencial,
je multivalence®”*. Cilem vyzkumu zabyvajiciho se témito syntetickymi inhibitory je snaha
najit co nejlepsi glykoklastr, ktery by byl vyuzit ve vyvoji novych antibakteridlnich léka.
Vyhodou synteticky ptipravenych inhibitorti oproti slepi¢im protilatkdm IgY je jejich

definovana struktura, kterd umoznuje dobrou reprodukovatelnost jejich G€inku.

Nejprve byl pouzit jiz diive testovany tetravalentni inhibitor CSM-539 s cilem
reprodukovat vysledky z predchozi diplomové prace®', na kterou predkladana bakalafské prace
navazuje. U tohoto glykoklastru byl opét potvrzen trend zvySujiciho se inhibi¢niho efektu
se snizujici se koncentraci. Takovy typ chovani, pozorovany i u jinych multivalentnich
inhibitord, je pfipisovan sitovani bakterii prostfednictvim téchto latek. Pii vySSich
koncentracich multivalentniho inhibitoru dochézi tak k tvorbé agregati PAK, které adheruji
na epitelidlni buiiky a tim zvy3uji hodnotu fluorescenéniho signalu®'*’. Dalsi dva vybrané
inhibitory byly monovalentni glykoklastr KGY-4 a divalentni glykoklastr ERJ-440.
Jejich inhibicni efekt byl studovan v SirSim koncentraénim rozsahu i proto, ze bylo k dispozici
vetsi mnoZstvi téchto latek. Monovalentni inhibitor pravdépodobné z diivodu nizké valence
nevykazoval zadny vyznacny protektivni efekt jak u linie CuFi-1, tak u NuLi-I1.
Naopak u divalentniho inhibitoru bylo ve vys$sich koncentracich (500 a 1000 uM) pozorovano
vyznamné snizeni bakterialni adheze u obou linii bun¢k. Publikované studie naznacuji, Ze
dimerni inhibitor na bazi fukosy vaze PA-IIL uc¢innéji (vykazuji efektivni klastrovy
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glykosidovy efekt) nez trimerni struktury. Pozorovany efekt souvisi s tim, Ze dimery jsou
schopny vézat se s vysokou afinitou a niz$i disociaéni konstantou*®. Zarovei se jinde prokazuje,
ze pro dosazeni vysoké afinity jsou Casto rozhodujici topologie a povaha linkert (,,vétvi®), spise
nez samotna valence®. To, Ze nebyl vyznamny protektivni efekt u obou typt glykoklastri
jednozna¢né dokazan, mohlo byt zplisobené tim, ze bakterie PA lektin PA-IIL neexprimovaly
v dostate¢né mife. Jak ukazuji vysledky v predeslé praci®!, PA-IIL v pouZitém modelovém
systému adhezniho testu hraje jako adhesin PAK vyznamnou roli. V jeho nepfitomnosti
se koncové fukosy glykoklastrii nemaji na co navazat a nasledn¢ neinhibuji adherenci PA
na bunécény povrch. Z casovych ditvoda vSak nebylo mozné ovétit pritomnost PA-IIL v kultufe
kontrolniho kmenu PAK a tim potvrdit ¢i vyvratit uvedenou domnénku. Zavérem je mozno
shrnout, Ze divalentni inhibitory, zejména ve vysSSich koncentracich, nebo vice valentni
inhibitory, jako CSM-539, se zdaji byt slibnymi kandidatnimi slouc¢eninami pro dalsi inhibi¢ni

studie.
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Souhrn:

Pomoci specifickych slepicich anti-PA-IIL protilatek byla ovéiena funkce modelového
systému pro studium adherence PA na epitelidlni bunécné linie — protilatky inhibovaly
vazbu PA.

V piipadé tetravalentniho glykoklastru CSM-539 byl potvrzen inhibi¢ni efekt, ktery se
se snizujici se koncentraci inhibitoru zvySoval.

Monovalentni glykoklastr nevykazoval u buné¢nych linii CuFi-1 nebo NuLi-1 zadny
vyrazny protektivni efekt.

Naopak divalentni glykoklastr ve vyssich koncentracich (500 a 1000 uM) prokazoval

u obou bunéénych linii vyznamné snizeni adheze PA.
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