PRIRODOVEDECKA FAKULTA UNIVERSITY KARLOVY
KATEDRA BIOCHEMIE

Diplomova prace

PRIPRAVA SLEPICICH PROTILATEK PROTI
VYBRANYM ANTIGENNIM STRUKTURAM
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Bc. Martina Kosova

Skolitel diplomové prace: Doc. RNDr. Petr Hodek, CSc.

PRAHA, 2008



Prohlasuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypracovala samostatné¢ pod vedenim
Skolitele Doc. RNDr. Petra Hodka, CSc. a viechny pouZité prameny jsem fadné citovala.
Misto a datum: Podpis:

Chtéla bych timto podékovat vedoucimu své diplomové price Doc. RNDr. Petru
Hodkovi, CSc. za cenné rady a pomoc pfi psani této prace. Déle bych chtéla pod€kovat
vem, ktefi mé& podporovali a stali za mnou v dobé mého studia. Dékuji.



Obsah diplomové prace

Seznam pouZitych zkratek 3
1 UVOD......iitiimirinninniincnniisensiiisssiissnmesssstessentssssssssasssnessssssssansesssnsasansannansasss 5
1.1. Pseudomonas 6
1.1.1. Pseudomonas rUGIN0SA. .........c.ceuevreeerrenreernencsenersenessnsassiseesenssssseesssssessassssnses 7
1.1.2. Burkholderia Cepacia ..........coceeururrerererrerenrenesensreneseesesesessssessesessssssesessesessesssasens 9
1.13 PAtOENILA. .......cooirrrererireeterenreesresesseerestesesseseseestsssesaesessesaeassesssssssssessessassses 10
1.1.3.1. Zpusobena onemocnéni a rizikové faktory ...........ccccveeeeeeecerceeceeceeecnenns 12

1.2. Cystick4 fibréza 13
1.2.1. Bakteridlni infekce spojené s cystickou fibrézou............cceevvevueeriverceereenerecnnenne 21
1.3. Terapie infekcf Pseudomonas Aeruginosa 24
1.3.1. LECba antibiotiKy ........c.cceceveeveerercerreineenenrenresseniesensesieeesssseesessssessessessessessnnnens 24
1.3.2. Aktivni versus pasivii imunizace.............ccoereevereeeerenreresnrenenesssneseseesesnessnens 27
1.4. Protilitky a imunitni systém 29
14.1. SaVE PIOtLALKY ......cccoveverreereereneeneirtesesensesesessesnessessessnessesasssessessessessesesennnsens 29
1.4.2. SIePICl PrOtIMALKY .......c.corveereererenerterenereesieesseesteseeressessessesessessesasssssssessessesssees 31
1.5. Virulend¢ni a s virulenci spojené faktory Pseudomonas aeruginosa.............. 35
1.5.1. Vybrané antigeny pro imunizZaci............cceceeeererrrrereenerseeresrernrsesessssessssessessansns 36
1.5.2 BICHK ettt saesasae s resa e ae s 37

2. CIL PRAGCE.......cicirerereecsesesemssesssssessesssessesssmssassessesssmssnssesssmsssssssssnsns 42
3.  MATERIAL A METODY ......ccccoevermrinsesmsnsssssssssassessssssssssssssssssssssessssnsssnsases 43
3.1. PouzZity materisl 43
3.2. Pouzité pFistrojové vybaveni a pomicky 4
3.3. PouZité metody 45
3.3.1. SChéma PrACE ......cocvevieiecrieiicrecreectececrresseeseestesneeressnessee st ssressessnasaesnnssnasasases 45
3.3.2. Piiprava antigenQ pro imuniZaci .........c.ceceeveerereernerecnsnnenesesseesessessessesnessnsssoses 46
3.3.2.1. Isolace biiki bakterie Pseudomonas aeruginosa...........ccccceeereeeeneeveennne. 46
3.3.2.2 Konjugace peptidi A a B s KLH........coccoinieiiiceccenenncncicnenncneaees 46
3.3.3. IMUNIZACE SIEPIC ......cvveereretiirctetcteeeetets s s 47
3.34. Isolace Protilatek IZY .......ccoviviinieciineirienersecrenenese e e e saesaeseesaesne s s sane 48
334.1. Mefeni koncentrace proteintl ..........cccceeeeeeireenirnirninsenneencscnesinsessesssssasenne 49
3.3.5. Afinitni purifikace protilatek .............cocceeeerniininnnniniineicercececcee e 49
3.3.6. Testy specifity protilatek ...........ccoeeervernierennrenrenrinrieneeneseeneeeeseesesessessessssne 54
3.3.6.1. ELISA ...oerteetretrentente st s e ssaesssessess s ssesssssesasassssasstensossasens antes 54
3.3.6.2. EleKtroforéza............cccoveeenrinenenenreennneenieseneneseessssensesssessesessssessesss ssnns 56
3.3.6.3. WEeSLEIN BlOt ........cveriirirereeeeeeececeecreeeeeseeeee e sne e ensenssnssnesas osnes 59



3.3.7. Isolace potkanich plicnich epitelidlnich bun€k typu Il ...........ccoceveeuecnennnnene. 60
3.3.8. Barveni bakterii a bun€k pro pozorovéani v mikroskopu..........ccceceeuevirvenreernae 61
3.3.8.1. Barveni barvou GIiEmSa ..........cccceveeeecerrececrennnneeenenssesensessessesessessesseessenns 61
3.3.8.2. Grammovo Barveni ............ccccoevinuenireneesecenenncniesenreseessenessesseseesesssssesssens 62
3.3.8.3. Flourescentni znadeni bakterii..........cccoeeerrrrenerrenererneeniienrenesnensessesanesnens 62
3.3.9. Testy adheze bakterii ..........ccceeurverrrerreniinenecreninentncseeseeseeseesesresesessessesaessnens 63
B, VYSLEDKY ...ccorensemssensssnsssssssesssessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssassssssssssassssssans 65
4.1. Piiprava antigent pro imunizaci 65
4.1.1. IS01Ace BiCHKU ......c.oouieuiiiirrecictrctrcntrceestet ettt s sae et snesae e sanessnens 65
4.2 Isolace protilitek 67
4.3. Testy specifity protilitek 68
43.1. ELISA .ot nceetntseseeneseessessessesestssesssssssesssstessesessesssnssssssssasssnass 68
43.2. WESEEIM BIOL ...ttt sae e sestesesassesaeseasssnens 71
44. Afinitni purifikace protilitek 72
44.1. Ovéfeni specifity purifikovanych protilatek ...........ccceeerverernecnseeseerenseeseeeenne 75
44.1.1. ELISA ..ottt ettt seste s s s sessesassesaasssnasnesesess 75
44.1.2. WESLEIN DOt ...ttt eeeesente e stssessassesnesssnssnsassnsssnnnes 78
44.13. ELISA IgY proti peptidiim za pouZiti bi¢ikové frakce jako antigenu ....79
4.5. OvéFeni specifity protilitek IgY proti celé PA 80
4.6. Mikroskopovini bakterii Pseudomonas aeruginosa 81
4.7. Isolace potkanich plicnich epitelidlnich bunék typu II 84
4.8. Test adheze bakterii 84
5.  DISKUSE .....ccoottiiiincnnniiiisinnniinissesnmeisssestmsissssinessssssessssssnsssssssssasssssassassasanaas 87
6.  SOUHRN......coitiiriittniincscnnnnnssssenanisssssnnessssantasssssnssssssssnsssssssssasssssansassasnasass 93
7. SEZNAM POUZITE LITERATURY .....ccoceeercereensnsnsesssessasssnsasasasssessassnsensanees 94



Seznam pouZitych zkratek

A

Azso
AK
BC
BCIP/NBT
BIS
CF
CFTR
CNBr
DEA
E. coli
EDTA
ELISA
EtOH
Fc
FITC
GIT
Gua

h

IFN
IKEM

Ig

absorbance

absorbance pfi 280 nm

aminokyselina

Burkholderia cepacia

5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat/nitroblue tetrazolinum
N, N’-methylen-bis-akrylamid

cysticka fibr6za

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
bromkyan

diethylamin

Escherichia coli

ethylendiamintetraoctova kyselina

enzyme-linked immunosorbent assay, imunochemick4 metoda
ethanol

rheumatoidni faktor protildtek

fluorescein isothiokyanat

gastrointestinalni trakt

guanidin hydrochlorid

hodina

gama interferon

Institut klinické a experimentalni mediciny
imunoglobuliny

sav¢i imunoglobulin

slepi¢i imunoglobulin

interleukin 8, chemokin

letalni davka, pfi které nepteZije 50 % z pokusnych zvifat
hmotnost

molarita

methanol

minuta

relativni molekulova hmotnost



OprF
Oprl

PA

PBS
PMN
PNPP
PVDF
RPM

s

SDS
SDS-PAGE
TEMED
TLR

TNF

TRIS
TWEEN® 20
\'

viv

w/v

ULM UK 2.LF
UZFG AVCR

vnéj$i membréanovy protein F

vngj$i membréanovy protein I

Pseudomonas aeruginosa

sodny fosfatovy pufr s obsahem NaCl (isotonicky roztok)
polymorfonuklearové

para-nitrofenyl fosfét

polyvinylidendifluoridovd membrana

otaCky za minutu

sekunda

dodecylsulfat sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

toll-like receptors — eukaryotické receptory, které rozeznavaji
molekularni €asti asociované s patogeny

tumor nekrotizujici faktor

tris-(hydroxymethyl) aminomethan

polyoxyethylen (20) sorbitan monolaureat

objem

objemova procenta

hmotnostni procenta

Ustav lékafské mikrobiologie Univerzity Karlovy 2. 1ékatské fakulty

Ustav Zivodisné fyziologie a genetiky Akademie véd Ceské
republiky



1. Uvod

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni bakterie, kterd miZe vystupovat jako
oportunni lidsky patogen. Pro rizikové skupiny potenciondlnich pacienti je velmi
nebezpetnd, protoZe zpisobje vazné infekce. Vyznamnou skupinou takto ohroZenych
jedincd jsou pacienti trpici cystickou fibr6zou, pro které jsou infekce Pseudomonas
aeruginosa tasto i smrtelné.

Tato bakterie prokazuje velkou rezistenci na $irokou $kalu antibiotik, bylo by tedy
vhodné navrhnout né&jakou uéinnou prevenci - oékovaci metodu, kterd by vyskyt infekci
zasadné omezila nebo alespoii zlep$ila priibéh jiZ probihajicich infekci.

Slepi¢i protilatky na rozdil od sav&ich nevyvoldvaji zanétlivou reakci, a proto
mohou byt vhodnym nastrojem pro pasivni imunizaci chranici rizikové skupiny pfed
infekci Pseudomonas aeruginosa.

Vyznamnym virulenénim i adherenénim faktorem této bakterie je bi¢ik (majoritni
protein FliC) a zejména protein F1iD ze $pi¢ky bi¢iku. Proto byly bi¢ik a peptid z proteinu
FliD (typ A, B) vybrany pro pfipravu protilatek v organismu slepice.



1.1. Pseudomonas

Obrazek 1: Obrdzky Pseudomonad: A. Elektronmikroskopicky snimek, B. Snimek z

[fluorescenéniho mikroskopu, C. Grammovo barveni I

Je to gramnegativni aerobni tyCinkovita bakterie (viz obrazek 1). Vyskytuje se
v odpadnich vodach, v pud¢€ a také vzacnéji ve stolici lidi a domécich zvifat. Velmi €asto
se nalézd vnemocni¢nim prostfedi: na jednotkach intenzivni péce, novorozeneckych
odd€lenich, na stomatologickém oddéleni - kde miiZe kontaminovat rizné 1ékafské nacini.
Z tohoto dtivodu zplisobuje Casto nemocnini ndkazy - tzv. nosokomidlni infekce.
Kolonizuje pfedevsim sliznice respiraéniho traktu a moc¢ovych cest u hostitelti se snizenou
schopnosti obrany 2.

Pseudomonady hraji dileZitou roli vaerobni dekompozici, biodegradaci a
pfirodnich cyklech prvki uhliku a dusiku. Maji schopnost rozkladdat stovky organickych
slouenin. Mezi nimi napfiklad: plasty, pesticidy, herbicidy, insekticidy, petroleové
substance, mastné kyseliny, rizné alifatické i aromatické uhlovodiky a jiné téZce
rozlozitelné a odolné organické molekuly zne€idtujici Zivotni prostfedi. Neumi ovSem
degradovat teflon, jednouhlikaté slouceniny (methan, methanol, formaldehyd),
biopolymery — celulézu a lignin a jejich role v anaerobnim rozkladu je minimalni.

Charakteristickymi znaky jsou tyto fyziologické vlastnosti: chemoorganotrofie,
aerobni metabolismus, neschopnost fermentace, fotosyntézy a fixace dusiku a moZnost
rustu na mnoha organickych substratech. Disimiluji cukry Entner-Doudoroff cestou.
Samoziejmé existuji vyjimky z této pomé&rmné piesné fyziologické charakterizace. N&které
druhy umi fixovat vzdu$ny dusik (Pseudomonas stutzeri). Pseudomonas aeruginosa je po

fenotypickém ,,shiftu“, ktery se odehrdvd pfi Kkolonizaci hostitelské tkan€ schopna
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Obrdzek 2: Kolonie Pseudomonas aeruginosa na agaru

Plasmidy, které mohou P4 obsahovat jim Casto propiijéuji rezistenci k mnoha
antibiotikim a jinym antibakteridlnim latkam. Tato rezistence je také z €asti odiivodnéna
jejich pfirozenym sklonem vytvafet si anaerobni biofilm, pfes ktery se antibiotika
nedostanou.

PA tvoti rozpustné pigmenty: modrozeleny pyocyanin (methyllhydrofenazin) a
Zlutozeleny fluorescein 2. PA je jedinym zndmym producentem pyocyaninu (viz obrazek
3). Casto je¥t& také produkuje pyoverdin — fluoreskujici pigment a n&kdy i &erveny
pyorubin nebo hnédy pyomelanin. Flourescentni pigmenty plsobi jako siderofory pfi
pfijiméni Zeleza z okoli (jejich produkce je vyrazn€ zvySena pfi nedostatku Zeleza).

Nékteré tyto pigmenty ptisobi také jako virulenéni faktory .



Obrdzek 3: Rozpustny modry pigment pyocyanin je produkovdn mnoha kmeny

Pseudomonas aeruginosa '

1.1.2. _Burkholderia cepacia

Obrdzek 4: Burkholderia cepacia *

Burkholderia cepacia (BC) gramnegativni pohybliva ty¢inka (na obrazku 4). Prvné
byla popséna roku 1949 jako ptivodce hniloby cibulovitych rostlin. Pozdéji bylo zjisténo,

Ze je schopna zpiisobovat nosokomiélni infekce a zafadila se tak mezi nebezpe€né huméanni



opurtunni patogeny. Nej¢astéji byla nalezena u imunosupresivnich pacienti a u pacientti
trpicich cystickou fibr6zou >.

Tato bakterie byla dfive znama pod jménem Pseudomonas cepacia, dnes uz ale je
zafazena do své vlastni skupiny. M4 také jako P4 minimélni nutri¢ni poZadavky a miZe

rist dokonce i na penicilinu G !. Burkholderia cepacia je rezistentni viiki mnoha druhiim

antibiotik.

1.1.3. Patogenita

Bakterie PA se mohou uplatiiovat jako patogeny dychactho traktu, vylu€ovaci
soustavy, pfi riznych zranénich (vyskyt PA pfi zranénich se projevuje modrym hnisem,
zpusobovanym prav€ pyocyaninem nebo fluorescenci) a také se nachazi v krvi. ProtoZe je
bakterie tak nendrodna na nutriéni poZadavky, je pfitomna v nejriznéjSich prosti¥edich:
Casto kontaminuje lékafské pfistroje, je nalézdna v potravé, v lécich, kosmetickych
ptipravcich a preparétech obsahujicich rostlinné latky 2. Dezinfekéni i&inek proti P4 maji
chlorované preparaty 2.

Diky celé fad¢ virulenénich faktori produkovanych PA je patogenita PA
multifaktoridlni. Na patogenité se ze strany mikroba uplatiiuji jednak faktory vdzané na
bakteridlni buiiku (extracelularni polysacharid, slizovd vrstva, sténovy lipopolysacharid),
jednak extracelularni produkty (enzymy, toxiny, pigmenty) 2.

Infekce Pseudomonas Aeruginosa mé 3 faze:
1) adherence na hostitelskou tkar
2) akutni infekce
3) chronicka infekce

1) adherence na hostitelskou tkan

PA se pomoci svych pili a bi¢iku adheruje na epitelialni butiky (Easto respira¢ntho
traktu). Funkci specifickych receptorti pro adhezi maji sacharidy jako galaktosa, mannosa
nebo sialovd kyselina exponované v glykolipidech na povrchu membran epitelidlnich
buné€k. Ke schopnosti bakterie adherovat se na epitelidlni buiiky pfispivaji také n&které
vné&j$i membranové proteiny (OprF).
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Kromé& toho také mukoidni polysacharid — alginit a exoenzym S pravdépodobn&
hraji svou roli v bakteridlni adhezi. Je-li epitelidlni tkaii n&jakym zpisobem pozménéna
(zranéni, hlenovy sekret, atd.), jsou tyto monosacharidy zfejmé 1épe dostupné a nastava
tudiZ ve&tsi riziko, Ze se bakterie na tkani uchyti.

2) akutni infekce

Akutni infekce se vétSinou projevuje do urditého poctu vyskytujicich se bakterii.
V této fazi se d4 jeste 1éCit. Na prabéh infekce ma vliv mnoho faktort - at’ jiZ samotny stav
pacienta, tak mnoZstvi riznych virulenénich faktorii, kterymi jednotlivé bakterie na
hostitelsky organismus pusobi.

Schopnost PA napadnout hostitelskou tkaii a vyvolat infekci zdvisi na mnoZzstvi
produkovanych extracelularnich enzymt a toxinl, které narusuji fyzikdlni bariéry a
poskozuji hostitelskou buitku, a také na rezistenci PA k fagocytéze a k hostitelskému
imunitnimu obrannému systému " 2. Vy&et a funkce n&kterych t&chto faktort virulence
jsou podrobné&ji uvedeny déle v oddilu 1.5.

Imunitni reakce je kromé potate¢nich fazi pfirozené imunity (kdy ptsobi
polymorfonukledry) vazina hlavné na IgM, které zvySuji opsonizaci a napomahaji tudiz
fagocytéze. Komplement nepiisobi zpravidla na virulentni kmeny baktericidng 2.

3) chronicks infekce

Chronicka infekce PA je definovana jako trvald perzistence bakterie po dobu
minimiln€ 6 mésich nebo jako signifikantni vzestup protilatek. Charakteristickym
ptiznakem perzistujici chronické infekce PA je produkce mukoidniho alginitu a tvorba
mikrokolonii, které jsou Spatn& propustné pro antibiotika S. Doch4zi zde k takzvanému
fenotypovému shiftu, bakterie méni zptisob vyZivy - jde o anaerobni respiraci vyuZivajici
NOjs". V tomto stadiu infekce se fik4, Ze bakterie kolonizovala hostitele a 1é¢eni této faze
jiZ neni ptili§ moZné.

Také u zdravého ¢lovéka se vyjimedné tato bakterie miZe objevit a zpisobit i
mensi infekci. Patogenita PA je vSak do znatné miry ovlivnéna aktudlnim stavem
infikované osoby. Nebezpeéi vzniku infekce je pfevaZn€ mezi ohroZenymi skupinami
pacienttl, které maji jisté predispozice ke vzniku PA infekce dle ddle zmin€nych rizikovych
faktoru.
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1.1.3.1. Zpuisobend onemocnéni a rizikové faktory

PA zpusobuje celou fadu onemocnéni a zdravotnich komplikaci *:

endokarditida (PA infikuje srdedni chlopné; dostava se sem z krevniho fecist€)
respiratni infekce (ohroZeni jsou pacienti se $patnym stavem dychacich cest nebo
imunity; objevuji se tedy u pacientd schronickym plicnim onemocnénim, u
neutropenickych pacientd, pacientd trpicich rakovinou podstupujicich
chemoterapii, u pacientti CF; mukoidni kolonizace u pacientti CF)

bakteriémie a septikémie (u pacientii se Spatnou imunitou — AIDS, neutropenie,
vazné popéleniny; v&tSinou se pacienti nakazi v nemocnicich)

infekce centrdlni nervové soustavy (meningitidy a mozkové abscesy; pfifiny -
zran€ni hlavy, lékafsky zékrok anebo infekce v jiné &asti téla)

usni infekce a zanét vnéjsiho ucha (Casto zpisobuje zanéty usi u plavch; nebo pti
zranéni, piercingu)

o¢ni infekce (jestliZe jsou o¢ni obranné mechanismy poskozeny, bakterie produkuje
elastasu, alkalickou proteasu a exotoxin A - naru$i se rohovka a infekce miiZze vést
az ke ztraté¢ zraku)

infekce kosti a kloubli (vétSinou se roziifi z jiného mista infekce; nebo po néjakém
zranéni)

infekce vyluCovaciho traktu (v&tSinou nosokomidlni infekce; miiZe se dostat do
krevniho fedisté a zplsobit septicky $ok)

infekce gastrointestindlniho traktu (mtiZze zpisobovat infekce v jakékoliv &asti;
¢asto jedinci s oslabenou imunitou; také moZnost vzniku septického Soku)

koZzni infekce (dermatitidy, infekce po zranéni, popaleninich; snadnid nikaza u
pacientit AIDS; miiZe se vyskytovat i u zvlastnich forem akné€)

Rizikové faktory, které podstatné zvySuji pravd€podobnost stat se hostitelem PA

jsou: rakovina, popaleniny, kriticky stav, pobyvani na jednotkach intenzivni pé¢e, AIDS,

oteviend zranéni, neutropenie, imunodeficience, imunosuprese (po transplantaci),
dlouhodobé uZivani antibiotik, leukémie, t&Zké operace, diabetes mellitus 7 piercing
chrupavky horniho usniho boltce °, noeni kontaktnich otek °. Nejvyznamn&jiim
rizikovym faktorem pro vznik P4 infekce je ale dédi¢né onemocnéni cysticka fibr6za.
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1.2. Cysticka fibroza

Infekce Pseudomonas aeruginosa jsou ¢asto spojovany s cystickou fibrézou.

Cysticka fibr6za (CF) je autosomalné recesivnim dédi¢énym onemocnénim. Podstata
patogenetickych zmén u CF je mutace CFTR genu. ,,Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator“ - CFTR je chloridovy kandl, lokalizovany v apikdlni membrané
epitelidlnich bun€k a regulovany cyklickym adenosinmonofosfatem. Tento kanal je u CF
nepruchodny pro chloridové ionty, v disledku &ehoZ se méni sloZeni a fyzikalné chemické
vlastnosti hlenu na povrchu sliznic. Hlenovy sekret na povrchu epitelu se zahuituje, coz
naru$uje normalni funkci organi a je pfifinou vé&tSiny klinickych ptiznakii CF. Ve
vyvodech potnich 214z nemohou byt z primdrniho sekretu, tvoficiho se v klubi¢ku potnich
Zlaz jako ultrafiltrat plazmy, resorbovéany chloridy a tedy ani sodik, a proto je v potu
vysok4 koncentrace soli 6. CF se projevuje pfedeviim opakovanymi infekcemi dychacich
cest, neprospivanim, vysokym obsahem soli v potu a u mui neplodnosti .

Cysticka fibréza je zdvaZzné onemocnéni, které bylo diive pro postizené smrtelné
hned v prvnich letech Zivota. Oviem dnes uZ véasnd spravnd diagnostika a moderni
1é¢ebné metody zménily prognézu nemoci a i kvalitu Zivota nemocnych. V disledku toho
se také zna¢né€ prodlouZil v&k, kterého se dnes béZné lidé s cystickou fibrézou doZivaji:
V uplynulych 65 letech se vyrazn€ zménila prognéza nemoci. Zatimco je$té po skon&eni 2.
sv€tové valky umirala v&tSina déti v kojeneckém vé&ku, pfeZivad dnes 50 % nemocnych do
4. dekady Zivota '°. Nicméng ani toto jet& neni vie, co miZe lékafska véda spolu s dalsimi
pfirodnimi v€dami pro boj s touto nemoci udélat. Jsou zde stéle dal$i cesty, které by mohly
jesté vice zkvalitnit Zivot CF pacientt, prodlouZit jejich dobu Zivota anebo tiplné odstranit
pfi¢inu jejich obtiZi.

Prvni historické zminky o CF jsou znamy dokonce uz ze 17. stoleti, kdy se zpivaly
lidové popé€vky o tom, Ze dit&, jehoZ pot chutna slan€ je o¢arované a proto brzy zemfe.
Pozdé&ji byla samoziejm& snaha o zraciondlnéni této zvla$tni souvislosti. Soudilo se, Ze
té€Zce nemocné déti se hodné poti a malo myji a timto lze vysvétlit slanost jejich potu.

Prvni popis cystické fibrézy je ale aZ zroku 1938 od americké patolozky D.
Andersonové. Hodn€ ndpomocny zacal byt také potni test pro véasné a dostateéné p¥esné
diagnostikovani této nemoci. Roku 1976 bylo vypracovano prvni komplexni 1é&ebné
schéma, s nimZ se i vyrazn€ zlepsily vyhlidky nemocnych. Gen pro CFTR byl odhalen
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roku 1989, coZ umoznilo poznani podstaty nemoci a také se zapocaly vahy a pokusy
souvisejici s genovou terapii.

Ocekéva se, Ze dnes narozeni nemocni maji nadé€ji doZit se kauzalni 1é¢by - at’ jiZ
genovou terapii, ¢i farmakologickym ovlivnénim defektniho proteinu.

CF je d&di¢na porucha, kterd se vyskytuje pom&me &asto: Kazdy 25.-30. znas
muZe byt nosi¢em této nemoci. Pravdépodobnost je tedy, Ze kazdé 625.-900. manZelstvi je
manZelstvim, v kterém oba potenciondlni rodie jsou nosi¢i nemoci. Statisticky pfipada
jedno CF dit¢ na kaZdych 2 500-3 500 narozenych déti, nejvyssi frekvence vyskytu CF je
v evropské populaci, a to 1:2500. Dnes jiz také mnohem lépe rozumime genetice a
biochemické podstat¢ onemocnéni. Mutace CFTR genu jsou pfendSeny podle
Mendelovych zikonti autosomalné recesivnim zptiisobem. Pro dva rodife-nosi¢e mutace
tohoto genu tedy existuje 25% pravdépodobnost, Ze se jim narodi dit¢ postizené CF (to
zdédi od kaZdého rodi¢e pravé tu alelu, na niZ je pfitomny zmutovany CFTR gen), 50%
pravdépodobnost, Ze narozené dité¢ bude zdravym nosi¢em mutace tohoto CFTR genu (at’
uZ mutace zd€d€né po otci ¢i po matce) a koneéné 25% pravdépodobnost, Ze se jim narodi
zdravé dité, které ani nenese Z4dnou mutaci CFTR genu (viz obrézek 5) 6.

14



Zdravy nosi¢ Zdravy nosic¢
mutace genu mutace genu

Mutace Mutace
CFTR CFTR

25% 25% 25% 25%
Zdravy nosi¢  Dité, které ~ Dité  Zdravy nosié
mutacegenu neneseani sCF  mutace genu

jednu mutaci

Obrdzek 5: Schéma dédi¢nosti mutace CFTR genu z rodiéii na déti '’

Gen kddujici CFTR protein se nach4zi na 7. chromosomu. CFTR protein je tvofen
1480 aminokyselinami, obsahuje doménu n&kolikrat prochézejici membrénou, n€kolik
vaznych mist pro ATP a oblast transportu iontd pfes membranu '2.

Je znédmo pfiblizn€ 800 moZnych mutaci CFTR genu. Je také pozoruhodné
sledovat nejCast&j$i typy vyskytujicich se mutaci na riznych zemépisnych mistech,
v kterych se odr4i historie a migrace evropskych nérodd .

K diagnéze CF se pouzivd nékolik metod: vySetfeni potnim testem (normadini
koncentrace chloridi v potu je 10-30 mmol/l potu, u CF jsou hodnoty vét$inou nad 60
mmol/l), molekuldrn€ genetické vySetfeni a vySetfeni transepitelidinfho rozdilu potenciali.
NejdileZit&j$i metodou ale samoziejmé zlistdvd molekuldarn€ genetické vySetfeni, které
muZe potvrdit nebo vyvratit podezteni na CF. PouZivd se molekularn€ genetickd a
prenatélni diagnostika bud’ pfima (zndmé a pfesn€ lokalizované mutace) nebo nepiima
(pomoci genovych markeri, které se vyskytuji v blizkosti mutovaného genu nebo v genu
samotném) °. Prenatdlni diagnéza CF je moZna uZ od 11. tydne gravidity a provadi se
z DNA bun&k plodové vody nebo z placenty °.
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Piiznaky upozoritujici na diagnézu CF

Prvni upozomméni na CF miZe byt ultrazvukové vySetfeni v t€hotenstvi nebo
anamnesticky dotaz pfi vySetfeni novorozencti, zda jejich pot chutné slané.

Klinické podezfeni je spojeno pfedevsim s pfiznaky vyskytujicich se problémt
respiraéniho ustroji a gastrointestindlniho traktu. V riznych v€kovych obdobi viak mohou
byt pfiznaky upozoriiujici na CF rizné. Struény popis hlavnich ptiznakt spojenych s CF
miZeme vidét na nasledujicim obrazku 6.
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Obrdzek 6: Projevy cystické fibrézy ©

CYSTICKA FIBROZA V PRAXI

Dychaci cesty

Obstrukce dvchacich cest.  chronicky
zdanét, infekce bakterii  Pseudomonas
aeruginosa.

Jdtra
Obstrukce malvch Zlucovodic a porucha
Jaterni funkce u cca 5 % pacientii.

Slinivka brisni

Insuficience zevni sekrece pankreatu
a jako ndslednd komplikace i diabetes
mellitus.

Tenké strevo
Obstrukce stfeva v prenatdlnim obdobi
(mekoniovy ileus).

Pohlavni orgdny
Muiskd neplodnost pro prenatdlni ob-
strukci vasis deferentis (CBAVD).

KuZe

Porusend regulace vymény iontii v potni
lldze vede ke zvysené koncentraci chlo-
ridi v potu.
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Patofyziologie u CF a zpusoby lé¢en{

Respiralni tstrojf

V patofyziologii plicnich zmén se uplatiiuje zdkladni geneticky podminény defekt
CFTR genu. V disledku poruch CFTR genu se zahu$tuje hlen a méni jeho sloZeni a tak
pericilidrni tekutina na povrchu epitelu dychacich cest je u CF isotonickd a neschopna
baktericidie (narozdil od normalnitho hypotonického sloZeni). Snadno zde tudiZ vzniké
infekce. Neutrofily v reakci na vzniklou infekci produkuji proteasy a ty se pfimo podile;ji
na destrukci plicni tkdn€, vyvolavaji hypersekreci hlenu a po3kozuji €innost fasinkového
epitelu. Pii progresivnim plicnim onemocnéni se téZ uplatiiuji eosinofily, zinétlivy
interleukin IL-8, volné kyslikové radikaly (sniZeni hladiny ochranného vitaminu E).
Degradace neutrofili zpusobuje uvolfiovéni jejich DNA a ta dale pfispiva k zvySené
viskoelasticité sekretu °.

Na obréazku 7 je rozdil mezi normélni a poskozenou sliznicf dychacich cest.
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Normalni sliznice dychacich cest

Podslizni¢ni Bufika
Zlaza

Sodikové
ionty Epitelialni
/
Rasinky burika
L Bunka Chloridové
Epitelialni secernujici ionty
bunka hien CFTR kanal
Vdechnuté &astice Vzduch

Poskozena sliznice dychacich cest

Pozménéna
podslizni¢ni :
Zlaza Burika

Chiloridové
Sodikové ionty

— Hien ionty

Chybéjici

nebo

W poskozeny
Vzduch CFTR kanal

Bakterie DNA rozpadlych

imunitni  bilych krvinek
buriky

Obrdzek 7: Normdlni a poSkozend sliznice dychacich cest s hlenotvornou podsliznicni
Zldzou a burikami vystelky (epitelu) — Fasinkovymi a sekretujicimi hlen. Vedle je
zndzornéna burika s normdiné fungujicim chloridovym kandlem. V dolni Edsti obrdzku je
sliznice dychacich cest u CF se zbytnélou podsliznicni Zldzou, porusenou vystelkou,
bakteriemi, imunitnimi burikami a DNA z rozpadlych bilych krvinek v hlenu. V pravé Cdsti
obrdzku je bunka s chybéjicim nebo poSkozenym CFTR kandlem, ktery je nepropustny pro
chloridy "'.

Lé&eni respiraénich onemocnéni CF pacientli je ¢asové velmi naro¢né - probiha
vlastn€ témé&f neustile. LéCebnd rehabilitace sestdvd zrespirani fyzioterapie, dechové
rehabilitace a pohybovych aktivit.

Pacienti denn¢ inhaluji léky na zfed’ovani hlenu. Vyznamny je nedédvny objev,
pomoci n€¢hoZ dochézi k velmi dobrému zfedéni hlenu - je to inhalace rekombinantni
lidské DN Asy, ktera §t€pi DNA degradovanych polymorfonukleart.
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Pii velkém zhorSeni funkce plic se pfistupuje i k transplantaci plic, kterd obvykle
vyrazn€ zvy$i kvalitu Zivota pacienta. Navzdory tomu se ale pacient po transplantaci
nedoZivdA mnoho let zdivodu agresivni imunosupresivni 1é€by provazené mnoha
vedlejsimi u&inky (jako je i snadna infekce organismu) .

Gastrointestindlni trakt u CF

Insuficience exokrinni funkce pankreatu je nejb&€Znéj$im gastrointestinalnim
symptomem CF. Pankreas je morfologicky a &astedné i funkéné zmé&nén a nemiZe proto
produkovat travici enzymy. Nejvice je naruSeno trdveni tukd. Lé&ba proto spolivé
v peroralni dodavce pankreatickych enzymni.

Dal$imi potiZemi mohou byt: pankreatitida, diabetes mellitus vdzany na CF,
gastroezofagealni reflux, peptidické viedy, gastritida, mekoniovy ileus, distalni intestinalni
syndrom, invaginace, onemocnéni appendixu, fibrotizujici kolonopatie, prolaps rekta,
jaterni onemocnéni ©.

Dobré vyZiva - vhodny a dostateny pfijem energie, je pro pacienty s CF velmi
duleZity - ovliviiuje pribeh jejich nemoci. Pankreaticky insuficientni nemocni se $§patnym
stavem vyZivy byvaji dfive chronicky kolonizovani PA a jejich stav se zhorSuje rychleji
neZ u pacientii s dobrym stavem vyZivy. Stav vyZivy tak do urité miry vypovida o
celkovém klinickém stavu pacienta 6.

Pfi zvySeném poceni (v 1€t&, pfi fyzické zatéZi) je nutny veétsi pfivod soli. PotiZze
také mohou byt s pfijmem vitamini rozpustnych v tucich - coZ jsou A, D, E, K. Tyto
vitaminy se proto vé&tSinou podévaji spolu s pankreatickou substituci, aby byla zaji§téna
jejich maximalni absorbce.

Ostatni komplikace
e postizeni potnich Zl4z (pot obsahuje Skrat vice soli, pfi velkém poceni proto
nebezpeti hypoelektrolytémického Soku)
e postizeni reprodukéniho ustroji (98 % muZi, nadvarle konéi slepé, chybi jeho

vyvod - pravdépodobn€ vyvodné cesty ucpany hustym hlenem; nékdy i Zeny,
v dé€loZnim hrdle vazky hlen)

e osteopordza (hor$i vsttebavani vitaminu D z potravy)
e kardiomyopatie

e projevy autoimunity °

20



Prognéza 1é¢eni CF
Délka a kvalita Zivota jedinci s CF pomalu stoupa - z divodu novych a stile

lepsich zpisobu 1é¢by. PfestoZe vyzkum a vyvoj genové terapie neustéle pokracuje, dosud
neni pouZitelna ke kauzalni 1¢b&. Proto je ted’ dileZité co nejlépe pe€ovat o nemocné CF,
1é¢it je zatim dostupnymi metodami, aby se doZili genové terapie v co nejlepSim stavu. A
tyto zplsoby 1é&by se také dale snaZit zdokonalovat a vyvijet nové. Tim mém na mysli
hlavné boj s nejvétsimi nepfiteli pacienti CF, coZ jsou bakterie Pseudomonas aeruginosa a

Burkholderia cepacia.

1.2.1. Bakteridlni infekce spojené s cystickou fibrézou

Plicni infekce

Husty hlen u pacienti je Zivnou pidou pro bakterie a viry. Pacienti trpi
opakovanymi respiranimi infekcemi, jejichz pfechod do chronické podoby je nejéastéjsi
pfi€inou umrti. Krom& nejzdvaZnéjsich infekci P4 a BC se u pacienti CF je$t¢ mohou
vyskytovat infekce zpilisobené t€émito patogeny: Pfedev$im jsou to Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumonie. Dale se také mohou objevit
Pneumococci, Enterobacteriaceae, Klebsiella, Escherichia coli, Stenotrophomonas
maltophilia, Citrobacter, Proteus, Legionella, Pasteurella multocida, Alcaligenes faecalis,
Mycoplasma pneumoniae, Aspergillus fumigatus a dalsi °. Respira&ni viry mezi n&% patfi i
viry chfipky mohou zvy$it vnimavost pacienti k sekundarnim kolonizacim zpisobenych
bakteriemi. Na obrazku 8 je graf ukazujici vyskyt jednotlivych patogeni u pacientd CF
v USA v roce 2002.
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Obrdzek 8: Graf srovndvajici vyskyt jednotlivych patogenit v plicich pacientii s cystickou
fibrézou (USA, 2002)

Pseudomonas aeruginosa

Vyznamnym faktorem pro rozvoj plicntho poskozeni je chronickd infekce
Pseudomonas aeruginosa, ktera je zodpovédna za velkou ¢ast morbidity a mortality CF
pacienttl. Kolonizace touto bakterii roste s vékem, v dospélém v€ku byva kolonizovano aZ
80 % pacientd ®. (RovnéZ pankreatick4 insuficience je asociovana s dfiv&j$i kolonizaci
PA) Tato infekce se miiZze prenaet i mezi pacienty CF, ale neni pfenosna na zdravého
&lovéka. Cislo asialylovanych glykolipidi - bunéénych povrchovych receptori pro PA je
totiZ vét$i u homozygoti AF508 '°.

Pseudomonas aeruginosa produkuje mnoho toxini a faktorti virulence. Né&které
znich, jako napf. elastasa a alkalickd proteasa interferujici s faktory nespecifické
(fagocyt6za) a specifické imunity (NK buiiky, imunoglobuliny). Toto lokalni poskozeni
imunity pfispivd k chronickému rdzu infekce Pseudomonas aeruginosa. Specifické
protilatky, které stoupaji v prib&hu infekce maji spiSe blokujici charakter nez aby
zprostfedkovavaly opsonizaci a lyzi bakterii. Protilitky tak nejsou schopny infekci
eliminovat. Hlavni divod perzistence pseudomonadové infekce je schopnost bakterie
produkovat mikrokolonie obsahujici alginat. Alginat interferuje s chemotaxi fagocyt6ézou a
ucinnosti antibiotik.

Pocate¢ni infekce je pfitom vétSinou zahdjena nemukoidnimi typy P4, ale zmé&na
na mukoidni typ koreluje srozvojem protilatkové odpovédi na antigeny a toxiny PA.
Protilatkova odpovéd’ se postupné zvysuje v prib&hu ngkolika let °. Objevuji se protilatky
patfici ke vem tfidam IgG. Vysoké hodnoty IgG, a IgGs; koreluji s hor$im priibéhem a to
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po spojeni s imunokomplexovym chronickym zanétem v plicich, na kterém se podili velky
ptiliv polymorfonukleari °.

Takzvany mukoidni fenotyp PA je tedy spojen s hor§im prib&hem infekce a horsi
progndézou. Mé za nasledek veétsi rezistenci na antibiotika, ochranu pfed fagocyt6zou a
komplementem. Proto je velmi diileZitd prevence a v&asné zachyceni inicialni kolonizace
PA v dob¢, kdy bakterie jesté nebyva pfitomna v mukoidni formé&. Nutni je ¢asné razantni
antibioticka lé¢ba - tak 1ze chronickou infekci oddalit o n€kolik mésict aZ let.

Burkholderia cepacia

Infekce timto patogenem u CF pacientii nabyvaji v poslednich desetiletich na
vyznamu a intenzité. Zdrojem infekce je pravdépodobné pfedeviim sekret dychacich cest
nemocnych pacientl. Riziko pfenosu se zvy3uje s intenzitou kasle u pacienti. Prevalence
infekce BC roste s vékem. Riziko infekce ze zevniho prostfedi je malé, ale velké je riziko
pfenosu infekce navzijem mezi pacienty CF (nebo i z rukou zdravotnického personalu —
mezi pacienty CF).

Hlavnim tskalim infekce timto patogenem je velka primarni rezistence a snadné
ziskéni dal3i rezistence tohoto patogenu na antibiotika. Eradikace této infekce u CF
pacientl neni prakticky moZna.

Jsou zndmé rizné kmeny BC, které se li$i epidemiologickym a klinickym prib&hem
infekce. Infekce timto patogenem miiZe probihat zcela asymptomaticky (bud’ samostatné
nebo v kombinaci s infekci P4) nebo jako progresivni zhorSovani plicniho onemocnéni (s
teplotou, ubytkem na véze a nutnosti opakovanych hospitalizaci). Tteti forma této infekce
miiZe probihat jako rapidni zhorSovani stavu, vedouci rychle k smrti pacienta (dokonce i u
onemocnéni, které dosud probihalo mirn€). Bezprostfedni pfiinou smrti pak obvykle byva

abscedujici pneumonie a sepse (,,cepacia syndrom*) 6.
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1.3. Terapie infekci Pseudomonas Aeruginosa

(zaméfeno predeviim na pacienty cystické fibrézy)

Infekce vyvoland riiznymi patogeny se 1€¢i antibiotiky, ale bakterie PA a BC jsou
na antibiotika zna¢n€ rezistentni. JestliZe neni infekce chronicka, je je$t€ moZna jeji 1é¢ba,
ale jakmile se dostane do své chronické faze - antibiotika jiZ jen sniZuji aktudlni pocet
bakterii v plicich, ale infekci zcela neodstrani. Antibiotika se vét§inou podavaji del$i dobu
nebo opakovang, ve v&t$im mnoZstvi a také v riznych kombinacich - coZ je samozfejmé
obrovska zitéZ pro cely organismus pacienta CF. Déle budou uvedeny moZnosti 1é€by ¢&i
prevence infekci PA (pfedeviim ve spojeni s pacienty CF).

1.3.1. Lécba antibiotiky

Na lé&bu PA infekci se pouZiva: polymyxin B, kolistin, gentamicin, ofloxacin a
ciprofloxacin ? ; flourochinoly, gentamicin, imipenem”.

Nejvétsi centrum v CR, které sdruuje pacienty s CF a které se této nemoci uz
nékolik let vé€nuje je pfi Fakultni nemocnici Motol v Praze - I1. détska klinika. Zde popisuji
1é¢bu takto: U nemocnych infikovanych PA se doporufuje pravidelnd 3-4krat ro&né
opakovand ¢&trnéctidenni kura, ktera spoéivd v intravenéznim poddvani kombinaci
antibiotik. Aminoglykosidy se podévaji s betalaktamy (piperacilin, ceftazidim, imipenem,
aztreonam) nebo s cotrimoxazolem ¢&i chinolony. Hladiny aminoglykosidd jsou
monitorovany. Pravidelné provadéni této terapie se osv&d¢ilo v danském CF centru a je
pfejimdno mnoha dal$imi pracovisti. Vyb&r antibiotika se ¥di citlivosti mikroba.
V poslednich letech se osvédéil i ciprofloxacin podavany perordln€ - podava se v davce 30
mg/kg/den, a to i malym détem. Inhalovand antibiotika jsou u nemocnych chronicky
infikovanych P4 podavéana dlouhodobg, n€kdy i trvale. Nejeastéji se k tomuto zptisobu
1é¢by uziva Colimycin, pfipadn€ aminoglykosidy nebo betalaktamy. V soucasné dob¢ se
v USA zkoud{ tobramycin bez konzervainiho prostfedku ve vysokych dévkich (600
mg/3krat denné€). Léteni infekci vyvolanych multirezistentnimi bakteriemi je jednim
z nejvétsich problémi poslednich let. Je to také BC, kterd byva velmi rezistentni na
aminoglykosidy a je citlivd pouze na 2-4 betalaktamy. Nicméné se v 1é&b&é doporuduje
podavat kombinaci vysokych davek aminoglykosidi s betalaktamy, protoZe in vivo miize
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existovat synergismus. Za velmi ddleZitou je pokladana prevence infekce, ponévadZ je
dobte pFenositelné mezi pacienty navzijem *.

V dénském centru pro CF, v Kodani zadali v roce 1971 s vyzkumem CF - sledovali
pravideln€ hodnoty specifickych protilitek proti PA v séru pacientti CF, ktefi byli jiZ ve
stadiu chronické infekce '®. Zjistili, Ze tato protildtkova odpovéd’ tizce koreluje s priib&éhem
nemoci a Z¢ sjeji pomoci mohou diagnostikovat zivaZnost a pokrodilost infekce.
RozliSovali tak mezi ob&asnymi, pferu§ovanymi infekcemi a chronickou kolonizaci, ktera
je charakterizovana zvySenou protilitkovou odpovédi. Mira protildtkové odpovédi je
zavisla na pokrodilosti zanétu a poskozeni tkan€. Rychle rostouci mnoZstvi protilatek a
tvorba imunokomplexti a precipitatii je spojena se patnou prognézou 6. S postupné se
zlep3ujici 1é€bou PA infekci se zvySuje i $ance udrZet infekci PA alespoii né&jaky &as pod
kontrolou.

Dle pouzité 1é€by v jednotlivych €asovych obdobich se postupné zvySoval &as
pfeziti pacienti po objeveni se chronické infekce a také se prodluZoval primérny veék
pocatku chronické infekce.

Zlepdujici se lé¢ba infekci PA je presentovdna v tomto &asovém vyvoji (grafické
znazornéni je na obrazku 9):
e 1971-1975; intraven6zni antibioticka terapie byla pfedepisovana pouze u akutnich
plicnich problémi, primé&mé to bylo jedenkrat roéné
o 1976-1980; vSichni pacienti s chronickou PA infekci byli 1é€eni kazdé 3-4 mésice
po dobu 2 tydni podavanim antibiotik intravenézni cestou
e 1981-1986; byla zavedena duslednd isolace infikovanych a neinfikovanych
pacientd, zlepSeni vieobecnych hygienickych podminek v nemocnici branicim
vzajemnému pifenosu infekci mezi pacienty, zavedeni vysoce kalorické diety
e 1987-1993; pro prevenci ¢i odloZeni pocatku chronické infekce byla indikovana
agresivni chemoterapie ordlnim podavanim ciprofloxacinu s kombinaci s inhalac{
colistinu po 3 tydny kdykoliv byla P4 isolovana ze sputa neinfikovaného pacienta,
inhalace colistinu byla pfedepsdna vSem chronicky infikovanym pacientim mezi
pravidelnou intravenézni lé¢bou, n€kterym pacientlim byl podévan jest¢ ordiné
ciprofloxacin, pozdéji byla po&ateéni agresivni terapie prodlouZena aZ na 3 mésice
1994-2000; denni inhalace rekombinantni lidské DNAsy
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Dtive se kaZzdoro¢né u infikovanych pacienti CF objevilo 5 novych precipitujicich
protilatek proti PA v krvi, dnes uZ se toto ¢&islo sniZilo na 2,4 (v poslednich 10 letech) - coz
indikuje lep$i prognézu a delSi pfeZivani pacienti s chronickou PA infekci. V grafu na
obrazku 9 je zndzornén podet specifickych protilatek (proti PA) v zdvislosti na &ase od

pocatku chronické infekce PA. Také potatek chronické infekce se zvysil z 11 let (pozdéji
uz 9,3 let) na 13,8 let 6.
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Obrdzek 9: Primérny pocet precipitujicich protildtek po vzniku chronické infekce '°

Pies viechny tyto snahy se je$t¢ nepodafilo vyléCit chronickou infekci PA.
Podavanim antibiotik se infekce pouze zmirni a prodlouzi Zivot pacientim. Ale tyto
vysoké davky antibiotik a jejich dlouhodobé uZivani jsou velkou zatéZi pro lidsky
organismus a je zde také nebezpeli, Ze si bakterie postupné na uéinné léky navyknou a
stanou se vici nim rezistentni.

Resenim by bylo t¥mto PA infekcim tpln& zabranit. O to se miZeme snaZit

prostfednictvim imunizace risikovych skupin pacientli ohroZenych touto vdZnou infekci.
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1.3.2. Aktivni versus pasivni imunizace

Pseudomonas aeruginosa je nejCastéj$i patogen zpusobujici pfileZitostné
nosokomidlni infekce. Dale jsou to je$t€ naptiklad Staphylopcoccus aureus a
Enterobacterie. Tyto pfileZitostné patogeny piedstavuji v dne$ni dobé ¢im dal veétsi
problém. Je to dusledkem zvySujici se rezistence bakterii na b&Zn€ uzZivana antibiotika.
Casty vyskyt oportunnich infekei je také zapfigin&n tim, Ze p¥ibyvé vice jedinct, ktefi maji
omezenou funkci imunity zpisobenou chronickym ¢i akutnim onemocnénim nebo
zranénim .

Nabizi se zde proto jiny zplsob jak se vypofadat s témito bakteridlnimi infekcemi.
K tomuto ucelu by mohla poslouzit aktivni ¢i pasivni imunizace ohroZenych jedinci — tedy
potencidlnich pacientl, u kterych existuje zvy$end pravdépodobnost nakazy témito
ptileZitostnymi patogeny.

Na otazku, zda je vhodn&j$i aktivni €i pasivni imunizace nelze odpovédet
jednozna¢né a musime proto uvaZovat ptipad od ptipadu.

Jaké by mé&ly byt obecné predpoklady pro pouZziti aktivni imunizace?

e musi byt mozné pfesn€ ur€it v dostate¢ném ¢asovém odstupu pfed mozZnosti vzniku
infekce rizikové skupiny, aby mohla probéhnout v€asna preventivni opatfeni
(o€kovani)

e nalezeni dostateCné imunogenniho (protilitky proti nému se tvofi ve vysoké
koncentraci a maji velkou afinitu) antigenu specifického pro dany organismus,
ktery je zaroveri pro lidsky organismus netoxicky

e risikova skupina lidi, kterA ma byt aktivn€ imunizovana je schopna dostatetné

velké imunitni odpovédi na podavany antigen (¢i celou bakterii)

JestliZe nejsou vyse zmin€né podminky splnény, tak je na misté pouZit spiSe pasivni
imunizaci, kterd miiZe slouZit i jako podptirny 1é¢ebny prostfedek.

Pasivni imunizaci je vhodné pouZit u nosokomidlnich infekci, kdy nelze dostatedné
pfedem ur¢it, kdo bude patfit do ohroZené skupiny a tudiz pouZiti aktivni imunizace by zde
nebylo vzdy v€asné. Aktivni imunizace také vice zatéZuje organismus — coZ je pro
pacienty, ktefi jiZ trpi né¢jakym zdravotnim problémem dal$i komplikaci. U pacientii CF by
se po aktivni imunizaci mohla vytvofit zanétliva odpovéd’ — ktera je u nich velmi

nezadouci, protoZze vyrazné zhorSuje jejich zdravotni stav. Vyhodou pouZiti protilatek
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k 1é¢b€ té€chto nosokomidlnich infekci misto antibiotik je, Ze bakterie si na protilatky

nedokaZe vytvofit rezistenci.

Kritéria vybéru antigenu
Dale je tfeba rozhodnout, pouZije-li se pro aktivni imunizaci nebo na produkci
protilatek pro pasivni imunizaci cela bakterie ¢i pouze jeji vybrana ¢ast — nejcastéji faktory
odpovédné za virulenci ¢i adhezi bakterie. Nebo je také moZnost vybrat ztéchto
antigennich struktur pfimo peptidovy antigen, kdy vznikaji monoklonélni (¢i polyklonalni)
protilatky proti vybranému epitopu, ktery je schopen navodit dostatenou produkci
protilatek.Vhodné je vybrat dostate¢n¢ ucinny peptidovy antigen.
Pfi vybéru peptidového antigenu je tfeba brat v ivahu nasledujici obecna kritéria:
e peptid by nemél byt soucasti vyrazné sekundarni struktury (a - helix, B - struktura),
naopak vhodna jsou mista s absenci sekundarni struktury
e peptid, ktery je co nejvice obnazen a exponovan na povrchu (aby byl snadno
dostupny protilatkam)
e dostatecna antigenicita (aby byla navozena dostate¢na tvorba protilatek)
e musi byt jedine¢ny (podobna peptidova struktura samoziejmé nesmi byt pfitomna
v téle hostitele, struktura by méla byt druhové specificka)

e (Casto je vhodny peptidovy antigen nedaleko C konce proteinové sekvence

Voditkem pfi vybéru peptidu miiZe byt také jeho schopnost kompetitivné inhibovat
adhezi celé bakterie. Vyznamnost jednotlivych aminokyselin v peptidu pak lze zjistit
postupnymi zdménami jednotlivych aminokyselin v peptidu a vzajemnym porovnanim

jejich inhibi¢nich schopnosti.

Pokud je diskutovana aktivni a pasivni imunizace, byly by vhodné popsat

podrobnéji strukturu protilatek a jejich zékladni funkci v imunitnim systému.
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1.4. Protilatky a imunitni systém

Imunitni systém patfi k zakladnim homeostatickym mechanismim organismu. Jeho
funkci je udrZovani integrity organismu tim, Ze rozpoznava $kodlivé od neSkodného a
chrani tak organismus proti $kodlivinam zevniho i vnitfniho ptivodu 18 Tato funkce se
projevuje takto:
e obranyschopnost — imunitni systém rozpozna vnéjsi $kodliviny a chrani organismus
proti patogennim mikroorganismiim a jejich toxickym produktim
e autotolerance — imunitni systém rozpoznava vlastni tkdn€ organismu a udrZuje
toleranci vi¢i nim
e imunitni dohled — imunitni systém rozpoznd vnitini Skodliviny, tj. prib&zné

odstraiiuje staré, poSkozené a n€které zménéné (zmutované) buiiky 18

1.4.1. Savdi protildtky

Struktura protilatek

Protilatky jsou tvofeny dveéma tézkymi (H) fetézci kovalentné spojenymi
disulfidickymi mustky. Ke kazdému té¢Zkému fetézci je disulfidickym miistkem pfipojen
jesté jeden lehky (L) fetézec. T&€zké se skladaji ze Etyf a lehké fetézce ze dvou
imunoglobulinovych domén. Domény na N-konci té¢Zkého i lehkého Fetézce jsou variabilni
a oznacuji se Vy a Vi, ostatni domény jsou konstantni (viz obrazek 10). Variabilni domény
H a L fetézca vytvafeji spole¢né vazebné misto pro antigen. Tézké fetézce jsou v Fc ¢asti
(opsonizujici imunoglobuliny se touto oblasti vaZi na Fc-receptory fagocyti)

glykosylovany '3,
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IgG

igY

Obrdzek 10: Struktura savéi protildtky IgG a slepici protildtky IgY '°

Vi, Vi — variabilni domény téZkého a lehkého fetézce; Ci — konstantni doména lehkého

Fetézce, Cy, , 3 — konstantni domény téZkého retézce IgG, C,; 2 3 4 — konstantni domény

tézkého retézce IgY

Tridy imunoglobulini

IgM — pentamer; prvnim typem protilatek tvofici se po setkdni s antigenem; nevaze
se na Fc-receptory fagocyti, u€inné aktivuje komplement

IgG (IgG1 — IgG4) — nejhojnéj$im imunoglobulinem, dobie se vaZe na Fc-receptory
fagocyti; IgG1 a IgG3 aktivuji dobfe komplement

IgA — slizni€ni a sérové forma; sekretovany na povrch sliznic; neaktivuje
komplement; funguje jako opsonin

IgE — uplatiiuje se v obrannych reakcich proti mnohobunéénym parazitim na
sliznicich; alergické reakce

IgD — na povrchu B bungk '8
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Mechanismy piisobeni protilitek

e neutralizace — protilatky mohou blokovat (neutralizovat) aktivitu toxinti, vird a
jinych mikroorganismii tim, Ze se vaZi ne kritické epitopy majici toxickou nebo
adheren¢ni funkci

e opsonizace — vazbou protilatky na mikroorganismy a antigenni ¢astice se podstatné
zlepSuje nebo vibec umoziiuje jejich pohlceni fagocyty a aktivuji se destrukéni
mechanismy fagocyti

e aktivace komplementu — protilatky navdzané na antigen mohou aktivovat
komplement; to pfispiva k opsonizaci, chemotaxi fagocytli a rozvoji zanétlivé

reakce '8

Bylo by vhodnéjsi, aby protilatky pouZzivané pro cely pasivni imunizace nedavaly
podnét k rozvoji zanétlivé reakce. T€émto podminkdm vyhovuji ptaci imunoglobuliny
isolované z vaje€nych zloutktl a oznaCované IgY, které se posledni dobou t&si stale veétsi

oblib&. Maji totiZ oproti savéim protilatkam nékteré vyhody.

1.4.2. Slepici protildtky

Struktura ptaciho IgG je odlisnd od savéiho. Pta¢i IgG obsahuje 4 konstantni
domény, zatimco sav¢i IgG pouze 3. Proto byly ptaci IgG pfejmenovany na IgY (egg
yolk). Struktura IgY v porovnani s IgG je ukdzana na obrazku 10. IgY (~ 180kDa) je
typicka protilatka vyskytujici se u ptaki, plazi a obojzivelniki, zatimco protilatky IgG se
vyskytuji pouze u savci. Srovnanim aminokyselinové sekvence IgY s IgG se ukazuje, Ze
Cy2 a Cy3 domény IgG jsou podobné spiSe doménam Cy3 a Cy4 IgY. Pfedpoklada se, Ze
z chybéjiciho ekvivalentu Cy2 domény u IgG se mohla stit pantova oblast (kterou
postradaji IgY protilatky) *°.

Piedtim, neZz slepice snese vejce, sekretuje do vaje¢ného Zloutku krevni
imunoglobuliny typu IgY a imunoglobuliny IgA a IgM do bilku. Koncentrace protilatek ve
Zloutku je dokonce 1,3 — 1,9 krat vy$si nez v krvi slepice. Po vylihnuti kufete pfejdou IgY
ze Zloutku do jeho krve, zatimco IgA a IgM z bilku zaji$tuji pasivni imunizaci traviciho

traktu 2°.
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IgY na rozdil od IgG nereaguji se savéimi Fc-receptory a neaktivuji savci
komplement. Z diivodu sniZené flexibility protilatek IgY komplexy antigen-IgY precipituji
méné nez imunokomplexy se sav&imi protilatkami 2!, Tyto vSechny vlastnosti IgY jsou
potencionaln€ vyhodné pro pacienty CF, které pravé nejvice obtéZuje zanétliva reakce a
tvorba imunokomplext zhor$ujici funkci plic.

Vyhodou pouZiti IgY je i mensi stres experimentalniho zvifete. Slepici se totiZ jen
odebere snesené vajitko, kdeZto u savcu se protilatky ziskavaji odbéry krve ¢i dokonce
srde¢ni punkci vedouci ke smrti zvifete.

Vytéznost slepiCich IgY oproti ziskdvani protilatek napf. z krali¢i krve je aZ 30 krét
vy$s§i. PrestoZe je koncentrace IgY ve vajeném Zloutku mensi neZ v krvi savci, je slepice
schopna vyprodukovat az 25 g protilatek za rok, nebot’ vejce obsahujici 70-150 mg IgY
jsou slepici snasSena téméf denné. Stejné mnozZstvi protilatek bychom dostali za rok z krve
30 kralikd. Specifické protilatky proti ur€itému antigenu pouZitému pro imunizaci

predstavuji 0,1 -10 % celkové produkce IgY (zavisi na pouZitém antigenu) >,

V obecné rovin€ jsou vejce dileZitym zdrojem Zivin, obsahuji proteiny, lipidy,
vitaminy, mineraly a ristové faktory potfebné pro rozvijejici se embryo. Ale vejce obsahuji
i komponenty, které maji dal$i funkce kromé€ vyZivovaci. Zajimavé biologické aktivity
s nimi asociované jsou: antimikrobidlni aktivita, antiadhesivni vlastnosti, imunomodulace,
protirakovinna aktivita, aktivita sniZujici vysoky krevni tlak, antioxida¢ni vlastnosti a
inhibice proteas **.

Antimikrobialni aktivita je spojovana pfedev§im s IgY a pak také s lysozymem.
IgY protilatky byly jiZ produkovéany proti mnohym bakteriim a virim a prokazaly svou
schopnost vézat se na jejich &sti a zabrénit infekci 2. Pasobily naptiklad proti bakteriim
E. coli, Salmonella, Helicobacter pylori, Staphyloccocus aureus a Streptoccocus mutans.
Potlaceni infekce H. pylori u lidi bylo dosaZeno podavanim jogurtu s IgY proti enzymu H.
pylori. Ve studiich in vitro prokazaly protilatky IgY proti PA redukci adhese P4 na lidské
epitelidlni buiiky, ale neinhibovaly rust bakterii. V dals$i studii s lidmi oraln€ podavané IgY

proti Pseudomonas aeruginosa zabratiovaly PA kolonizacim plic u CF pacienti >,
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Utinnost pasivni imunizace pod4vanim IgY

Podminkou za¢lenéni do studie byla jedna positivni kultura P4 ze sputa a zadné
znamky chronické infekce PA. Této studie se zicastnili vybrani pacienti CF. Kontrolni
skupina byla vybrana retrospektivné.

ProtoZe vejce jsou normalni slozkou lidské potravy, neni zde prakticky Zadné riziko
neZadoucich vedlejSich efektil pfi ordlnim podavani IgY. Lidé si nevytvafi protilatky proti
oraln€ podavanym slepi¢im IgY. Experiment zacal intramuskuldrni imunizaci slepic
dvémi kmeny PA. Po inicialni imunizaci slepice obdrZely jest€ dal$i 3 upominaci davky
v dvoutydennich intervalech a pak kazdé 2-3 mésice. Z nasbiranych vajec byly poté
ziskavany specifické IgY.

Pacientim byla pfedepsana denni davka 50 mg IgY, coZ je asi mnoZstvi obsaZzené
v polovin¢ jednoho vejce. Efekty imunizace za celé casové obdobi jsou shrnuty

v nasledujici tabulce 1:

Tabulka 1: Vliv pasivni imunizace IgY proti PA infekcim u pacientii CF »

imunizovana kontrolni

skupina skupina
pocet pacientt 10 21
primérny vék 11,5 10,6
pocet nasbiranych kultur 315 560
positivni P4 kultury 14 105
procento positivnich kultur 4,4% 18,7%
pacienti bez positivni kultury 4 (40%) 3 (14%)
chronicky kolonizovani pacienti 0 5
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Efekt pasivni imunizace oralnim podavanim IgY — stru¢né shrnuti

e prodlouZeni intervalu mezi prvni a nasledujici infekci P4
e odkladd pocatek chronické infekce PA; u nikoho zimunizované skupiny se

nerozvinula chronicka infekce PA

e redukuje stuperi kolonizace a tedy sniZuje mnoZstvi potfebnych antibiotik *°

Pro vyvozeni zavazné€j§ich zavéri ztéto studie by bylo potfeba vice tcastnikii.
Nicméné tento zplsob imunizace ma slibny potencidl. Bylo by také moZné pouZit pro
vytvofeni specifickych protilatek namisto celé bakterie pouze né&jaky jeji antigen. Jako
antigeny vhodné k imunizaci jsou vét§inou vybirdny nékteré virulen¢ni ¢i adherenci

faktory dané bakterie. Bakterie Pseudomonas aeruginosa ma takovychto struktur vice.
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1.S. Virulencni a s virulenci spojené faktory

Pseudomonas aeruginosa

Poznani virulen¢nich faktorti je dileZité pro odhaleni jejich ulohy pfi infekcich

lidského organismu. Pro vybér vhodného antigenu pro pasivni ¢i aktivni imunizaci je

vhodné zvolit virulenéni i adherenéni faktor a tak pomoci protildtek zabranit adhezi

bakterie nebo eliminovat jeji $kodlivé plisobeni (napf. prostfednictvim toxin).

Nejdilezitéjsi faktory pfispivajici k virulenci bakterie

1,2,26,

e adherenc¢ni faktory

pili

flagella

exoenzym S

vnéj$i membranové proteiny (OprF)

biofilm, etracelularni vrstva tvofena alginatem

e invaziny

elastasa — §tépi kolagen, kasein, elastin, IgA, IgG, inaktivuje komplement, rozklada
fibronektin, naruduje respiracni epitel a fasinky, inaktivuje IFN a TNF

alkalicka proteasa — rozklada fibrin, inaktivuje IFN a TNF

fosfolipasa, lecitinasa (hemolysiny) — naru$uji tkaf a napomahaji lep§imu mnoZeni
bakterii

cytotoxin (leukocidin)

siderofory

pyocyanin — inhibitor mitochondridlnich enzymi, naruSuje tkan, snizuje pohyb

fasinek

e toxiny

exoenzym S - bakteridlni toxin, ADP — ribosylujici

exotoxin A — ma transferazovou aktivitu, katalyzuje pfenos adenosinfosfat ribozy
z NAD na elonga¢ni faktor 2 a tim inhibuje proteosyntézu v buiice

lipopolysacharid (LPS) — bakterialni toxin
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1.5.1. Vybrané antigeny pro imunizaci

Pro imunizaci byly jiZ vybirany rizné struktury PA. V tabulce 2 je uveden stru¢ny

pfehled antigent, které jiz byly vyuZity k experimentim vyuZivajicim aktivni i pasivni

imunizaci.

Tabulka 2: Virulencéni a dalsi faktory vyuZivané jako antigeny pro aktivni i pasivni

imunizaci *

antigen funkce, divod

pili (fimbrie) odpovédné z 90% za adhezi

flagella (bi¢ik) pohyb, adheze

LPS bakterialni toxin, ¢ast bun&¢né stény

vnéj$i membranovy protein F

porin, adheze

vnéj$i membranovy proteinI  porin

elastasa proteasa

fosfolipasa C hemolysin

exotoxin A bakteridlni toxin, ADP — ribosylujici

exoenzym S bakteridlni toxin, ADP — ribosylujici

alginat mukoidni exopolysacharid tvofici anaerobni biofilm
ribosom evolucni vzdalenost

DNA evolu¢ni vzdalenost

lektiny (LecA a LecB) adheze, cytotoxicita

Pro nas$i studii jsme si jako antigen vybrali bi¢ik, protoZe je vyznamnym virulen¢im

a adheren¢nim faktorem bakterie Pseudomonas aeruginosa.
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1.5.2. Bicik

Obrdzek 11: Struktura biciku a lokalizace proteinii FliC a FliD ¥’

Bicik slouZi bakterii k pohybu a chemotaxi (viz obrazek 11, 12). Mutanti bez bi¢iku
prokazali zna¢n€ redukovanou schopnost tvorby bakteridlniho biofilmu za aerobnich ¢&i
anaerobnich podminek 2. Bi¢ik je odpové&dny i za adherenci bakterie a je také vyznamnym
virulenénim faktorem bakterie.

Bi¢ik je velmi komplexni strukturou (pfes 50 geni je zapojeno v syntéze a funkci
bi¢iku), coZ indikuje, Ze se jednd o duleZitou strukturu nezbytnou pro Gspé$ny Zivot
bakterie. Protilatky proti bi¢iku maji v pokusech zna¢ny protektivni G¢inek. Mutanti maji
az 78 % sniZenou schopnost adherence, mutanti postradajici kromé bi¢iku zarovei i pili
dokonce 95 % redukci adherence .

Role bi¢iku v procesu bakterialni infekce se d&li do 3 fazi %, které koreluji s dfive
popsanymi 3 fazemi PA infekce:

e pohyb a chemotaxe pomoci bi¢iku na misto uréeni (vétSinou po vdechnuti do plic)

e adherence na glykolipidy epitelidlnich bun€k - bi¢ik je adhesinem; po navazani
spouSti imunitni signalizani kaskddu chemokind IL-8, které pfilakaji
polymorfonukleary a makrofagy — ¢imz dochazi k zanétlivé odpovédi; P4 je potom
fagocytovana za ucasti biciku jako ligandu

e chronicka infekce pfi niZ jsou vétinou selektivnim tlakem preferovany mutantni

bakterie bez bi¢iku pfezivsi fagocytézu (bakterie uz dale bi¢ik nepotfebuje)
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Protein FliC
Bi¢ik je znaén€ konzervovand struktura mezi kmeny PA — existuji jen 2 druhy
biika které maji odli¥né imunogenni struktury %°. Bikik je tvofen pfedeviim proteinem
FliC (produkt genu flic). Dle strukturnich analyz byly uréeny dva typy tohoto proteinu
(flagellinu) »*:
e typ A, heterogenni s molekulovou hmotnosti 45-52 kDa (za heterogenitu a rtiznou
velikost jsou mimo jiné odpovédné glykosylace flagellinu)

e typ B, homogenni s molekulovou hmotnosti 53 kDa

Obrdzek 12: Snimek z elektronového mikroskopu - isolované biciky *°

Glykosylace bi¢iku se zda byt diilezitym d€jem, protoZe mutanti bez glykosylace
jsou méné virulentni - pravdépodobné néjakym zpisobem zvySuje zanétlivou odpoveéd’
vyvolanou bi¢ikem *'. Sacharidové komponenty oviem netvofi epitopy bitiku *2.

Diky virulenénim a adherenénim vlastnostem a také pro svou zna¢nou
konzervovanost mezi kmeny PA je bi¢ik vhodnym adeptem pro vyvoj imuniza¢nich

vakcin.
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Utinnost imunizace

Byly provadény riizné testy na potvrzeni virulence biciku. Jeden z testi prokazal, Ze
letalni davka mutanti bez bi¢iku musi byt asi 10* vy$3i ne% u normalnich bakterii PA.

Testy byly provadény na mysich s popaleninami. My$i byly imunizovani aktivné
celym bi¢ikem nebo pasivné krali¢imi protilatkami proti bi¢iku. Oba typy imunizace se
projevily jako dostate¢né ucinné. Monoklonalni specifické protilatky proti obéma typiim
flagelly (A, B) zabezpeCuji ochranu proti letilni davce PA. MyS$i imunizované
monoklonalnimi protilatkami proti bi¢iku dostaly po 1 aZ 2 hodinach desetkrat vyssi LDs,.
Imunizované mysi pfeZily na rozdil od kontrolni neimunizované skupiny, kde jich pfeZilo
pouhych 20 % *.

Dalsi pokusy provadéné s bi¢iky jsou shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 3: Uziti flagelly pro imunizaci *

imunogen efekt imunizace

purifikovana flagella (A) 1 preziti dle specifického flagelarniho antigenu;
rovnoméme T preZiti pH pouZiti divalentni
imunizace (mysi s popaleninami) **

¢aste¢né purifikovana flagella (A) specifickd in vitro inhibice pohybu dle
flagelarniho antigenu pii pouZiti protilatky proti
flagelle *°

purifikovana flagella (A, P); specifickd in vitro inhibice pohybu dle

(mysi s popaleninami nebo opafené) flagelarniho antigenu pfi pouZiti protilatky proti
flagelle; T preziti dle specifického flagelarniho
antigenu >

monoklonalni protilatky proti ¢aste¢né specificki in vitro inhibice pohybu dle

purifikované flagellle flagelarniho antigenu pfi pouZiti protilatky proti
flagelle; T preziti dle specifického flagelarniho
antigenu (mysi s popaleninami) *’

(A — aktivni imunizace, P — pasivni imunizace)

Na bi¢iku lze v8ak ur¢it specifi¢téjsi misto odpovédné za jeho adhezni schopnosti.
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Protein FliD

Pro navézani bi€iku na mucin je nezbytny protein ze $pic¢ky bi€iku, produkt fIiD
genu. Je to dobfe exponovand struktura a proto je pravdépodobné, Ze se na ni nachazi
né€jaké epitopy. Gen fliD se vyskytuje spolu s fliC (gen kédujici hlavni protein biciku —
flagellin) ve dvou odlisnych typech A, B. Protilatky proti A, B typim proteinu FliD
reagovaly se viemi kmeny PA, z ¢ehoZ vyplyva, Ze tyto 2 druhy proteinu jsou mezi PA
velmi konzervované *.

V databazich neni k dispozici struktura proteinu FliD. Jako nejbliZ§i protein byl
nalezen flagelarni protein ze Salmonelly typhimurum (~ 20% identita, ~ 50% podobnost).

Aminokyselinové sekvence obou typd proteinu FliD jsou uvedeny nasledné (viz
obrazek 13, 14). Jejich AK sloZeni je ze 43 % identické a z 51 % podobné *%. Pro
imunizaci byly vybrany C — termindlni peptidy z obou typt proteinu FliD (A, B) —
zvyraznény v AK sekvencich. C — terminalni peptidy jsou potenciondlné imunogenni

z divodu absence sekundarni struktury a expozice.

MANSTTINGYNSGLDIKNIVSTLVAAEKAPKEAQLKRLESDTTAKFTGIGQLKSAISDLQTILKELNKP
ELFQKRSASTSDEKFATATATKDALPGIYKLEVTQLASVSKVATASFADGYKTTSGGTLTIKQGADD
AGVTVNVAAGATLAEVRDSLNAQLKDKGITANIVNNPGDGTSRLVFTGKDSGAGKDVFVQGSSGL
ENFNIGSVGADGKLTLSQLDGTSSSSSGYITQAKNAKFSIDGLTLESPTNTVDKVINGVTFELKTVT

DTNKPITISVEQDRGGVKDNIKKFVAAYNKLVGVTSELTGVTKVGDDKAPVVGALVGDSSVRNLLT

TMRNEMVQPGQGTDVRMLADMGITTKKDGTLEIDDKKLDKVLKDKFESVSALFTGDTGLMKRLDD
KLTPYTQTGGVLQQRLDGLQDTIKSVDTQREALNRRVEQLQDRLLKQFTAMDQLIGQLNQTSGRM

Aol

Obrdzek 13: Aminokyselinovd sekvence proteinu FIiD (typ A) ° a vybrany epitop

MAGISIGVGSTDYTDLVNKMVNLEGAAKTNQLATLEKTTTTRLTALGQFKSAISAFQTALTALNSNA
VFMARTAKSSNEDILKASATQSAVAGTYQIQVNSLATSSKIALQAIADPANAKFNSGTLNISVGDTKL
PAITVDSSNNTLAGMRDAINQAGKEAGVSATIITDNSGSRLVLSSTKTGDGKDIKVEVSDDGSGGN
TSLSQLAFDPATAPKLSDGAAAGYVTKAANGEITVDGLKRSIASNSVSDVIDGVSFDVKAVTEAGK
PITLTVSRDDAGVKDNVKKFVEAYNTLTKFINEQTVVTKVGEDKNPVTGALLGDASVRALVNTMRS
ELIASNENGSVRNLAALGITTTKDGTLEIDEKKLDKAISADFEGVASYFTGDTGLAKRLGDKMKPYT

DAQGILDQRTTTLQKTLSNVDTQKADLAKRLAALQEKLTTQFNLLSAMQDEMTKRQKSITDNL-

Obrdzek 14: Aminokyselinovd sekvence proteinu FIiD (typ B) * a vybrany epitop
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Flagelarni aktivace epitelialni signalizace

Zda se, Ze bicik hraje dokonce dominantni imunostimulaéni roli pfi plicni infekci
PA — pfedev§im v jejim pocate¢nim stadiu. Plicni epitelidlni buiiky maji na své apikalni
stran€ ptitomen receptor TLR 5, ktery specificky vaZe bakterialni flagelin. Flagella se také
vaze na glykolipid asialoGM1, ktery je pfitomen v lipidovém raftu spolu s TLR 2. Ob&
tyto vazby maji pak za néasledek zahdjeni zanétlivych signalnich kaskdd vedoucich
napfiklad k produkci cytokini NF-kB a IL-8 a zvy3enou expresi mucinu *°.
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2. Cil price

Cilem této prace bylo pfipravit specifické slepi¢i protilatky proti vybranym
antigennim strukturam bakterie Pseudomonas aeruginosa:

» bi¢iku — hlavnim proteinem je FliC

» peptidiim z bi¢ikového proteinu FliD — typu A/ B

Dale prokazat zda tyto specifické protilatky rozpoznavaji pouZité antigeny a zda

jsou ucinné pfi inhibici adheze bakterie Pseudomonas aeruginosa.
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3. Materiil a metody

3.1. Pouzity material

Fluka, Némecko
azid sodny, p-nitofenylfosfat, Tween® 20, Giemsa, Coomassie Brilliant Blue R-250

Lachema, Brno, CR

vSechny ostatni chemikalie

Nungc, InterMed, Dansko
mikrotitra¢ni desticky Polysorb a Maxisorb (ELISA)

Nutricia Mlé&na vyZiva a.s., Opoéno, CR

nizkotu¢né susené mléko

Pierce, USA
SulfoLink® Coupling Gel, Imject® Maleimide Activated mcKLH

Sigma, USA

krali¢i protilatka IgG proti slepi¢i IgY konjugovana a alkalickou fosfatasou, krali¢i
protilatka IgG proti slepi¢i IgY konjugovana s FITC, DEA, DMSO, CNBr aktivovana
Sepharosa 4B, BCIP/NBT, WRM - standard molekulovych hmotnosti pro SDS-PAGE

Vidia, Vestec, CR
syntetizovany peptidy A /B
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3.2. Pouzité pFistrojové vybaveni a pomicky

Spektrofotometr HP 8453 E — Hewlett Packard

Spektrofotometr Sunrice remote (étecka mikrotitra¢nich desti¢ek) —- TEKAN, Austria
Analytické vahy 40 SM — PESA

Pfedvazky EW 600 — KERN

pH metr model 370 — ATI Orion

Mixér ETA 0010 - ETA, CR

Centrifuga MS —-SANYO, UK

Centrifuga K 70D — JANETZKY, Germany

Ultracentrifuga BECKMAN COULTER ™" Optima™ LE-80K Ultracentrifuge, USA
Mikroskop Nikon ECLIPSE TE2002-U, program NIS-Elements AR 2.30
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3.3. Pouzité metody

3.3.1. Schéma prdce
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3.3.2. Pfiprava antigenii pro imunizaci

3.3.2.1. Isolace bicikit bakterie Pseudomonas aeruginosa

Pouzité roztoky
o PBS: 0,134 M NaCl; 1,8 mM Na,HPO,.12H,0; 1 mM NaH,P04.2H,0; pH 7,2

Vzorek bakterii P4 (sbirkovy kmen) byl ziskdan z ULM UK 2.LF a kultivovan
vsuspenzni kultufe vUZFG AVCR. Bakterie byly vexponencidlni fazi ristu
sedimentovéany a uchovany v PBS (~ 15 ml).

Vzorek byl v kadince na magnetické micha¢ce homogenizovan po pfidani pufru
PBS do vysledného objemu 200 ml. Po promichani byl vzorek mixovan po dobu celkem 1
min (4 x 15 s) v mixeru (zn. ETA) a centrifugovan v centrifuze K24 Janetzki (rotor 6 x 65
ml) 20 min ptfi 13 000 RPM.

Supernatant byl pfelit do kyvet pro ultracentrifugu Ti 45 Beckman (rotor 6 x 70 ml)
a centrifugovan pii 45 000 RPM po dobu 3 h. Supernatant byl opatrné odsét a sediment
rozsuspendovan v~ 500 pl PBS a déle uchovan pfi —20° C. Tento postup byl lehkou

modifikaci postupu pfevzatého z literatury .

3.3.2.2. Konjugace peptiditAa B s KLH

Vybrané peptidy A a B z proteinu FliD ur¢ené k imunizaci byly syntetizovany.

Synteticky pFipravené peptidy
e peptid A: CALSSLPGLVKKS
e peptid B: CASLPYGSGKKT

ProtoZe peptid sim o sob&€ ma pfili§ malou molekulovou hmotnost, aby vyvolal
produkci protilatek, je tfeba zn€ho pfipravit imunogen - tedy zvysit molekulovou
hmotnost navazanim peptidu na vhodnou molekulu (nosi€), aby vznikly konjugéat jiZ mohl

byt pouZit k imunizaci a navodil patfi¢nou imunitni odpovéd’ v produk&nim organismu.
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Imunogen miZeme pfipravit tak, Ze peptid (obsahujici cystein) propojime pomoci
bifunk¢éniho ¢inidla pfes SH skupinu cysteinu na nosiCovy protein — napf.
vysokomolekularni hemocyanin KLH *!. Proto byl v pfipad& obou synteticky ptipravenych
peptidi k jejich N — konci pfidan cystein. Vyhodou takto pfipravenych imunogent je lep$i
expozice peptidovych antigent, ktera amplifikuje signal pro tvorbu protilatek.

PouZité latky a roztoky
o Imject® Maleimide Activated mcKLH (Pierce)
o konjugaéni pufr: 0,1 M NaH,P0,4.2H,0; 0,15 M NaCl; pH 7,2

Aktivovany mcKLH nabizi dostupné maleimidové skupiny které mohou reagovat
s —SH skupinami peptidd (tvorba thioetherové vazby).

Aktivovany mcKLH se rekonstituoval pfidanim vody za tvorby 10 mg/ml roztoku.
Navazené peptidy A, B (1,5 mg) se rozpustily v 200 pl konjugaéniho pufru, smichaly se
stejnym objemem roztoku aktivovaného mcKLH a nechaly se spolu reagovat 2 h za

laboratorni teploty.

3.3.3. Imunizace slepic

Pro imunizaci byly pouZity slepice oznacené dale:
o AS —antigenem celd PA — sbirkovy kmen
o A9 - antigenem bi¢ikova frakce
o 21 - antigenem peptid A
o 22— antigenem peptid B

Slepice (Leghorn) byly chovany v separatni kleci za fizeného svételného rezimu.
Vejce byla sbirana kazdy den a skladovana v lednici pfi 8°C. Pfed prvni imuniza¢ni davkou
byla odebrana kontrolni vejce pro stanoveni bazalni hladiny protilatek — dale pouZivany
jako kontrolni frakce protilatek IgY. Slepice byly imunizovany intramuskularné 3 davkami
antigenu — vZzdy po 100 pg v tydennich intervalech. Po poklesu hladiny protilatek byla

slepici aplikovana dal$i upominaci davka (100 pg).
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Protilatky proti celé P4 byly pipraveny jiZ diive *2. Slepice (A9) byla imunizovana
pfipravenym bakteridlnim antigenem — subbuné¢nou frakci PA nabohacenou o biciky.
Dalsi slepice (21 a 22) byly imunizovany synteticky pfipravenymi peptidovymi antigeny

navazanymi na vysokomolekularni hemocyanin KLH.

3.3.4. Isolace protildtek IgY

Pouzité roztoky
o PBS s azidem: PBS; 0,1% (w/v) azidu sodného (NaN3)

Frakce protilatek byly pfipraveny z 2-9 vajec. Zloutky byly pomoci separatoru
oddéleny a pod tekouci vodou dokonale o¢istény od proteini bilku. Pak byly pieneseny
ptes nalevku do polyethylenového odmérmého vélce a po odecteni objemu byly zfedény 8
nasobnym mnoZstvim destilované vody. Smés byla homogenizoviana na magnetické
michacce. Poté bylo sniZeno pH roztoku na 5,0 — 5,2 ptidavkem 0,5 M HCIl, homogenat
byl pfenesen do uzaviené sklenéné nalevky a zmraZen pfi -20°C.

Po rozmraZeni byl homogenét ptefiltrovan pies filtracni papir v ndlevce do vétsiho
odmérného valce. K ziskanému filtratu byl pfidin NaCl tak, aby vznikl 8,76% (w/v)
roztok. Hodnota pH byla upravena na 4,0 pfidavanim 0,5 M HCI. Roztok byl mich4n na
magnetické micha¢ce 30 minut a poté ponechan v klidu precipitovat 2 hodiny **. Nakonec
byla suspenze centrifugovana v centrifuze Janetzki K70D (vykyvny rotor 4 x 750 ml) 25
minut pfi 3 500 RPM. Sediment (IgY frakce) byl rozpustén v PBS s azidem a skladovan
pti 8°C.
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3.3.4.1. MéFeni koncentrace proteinii

Z roztoku protilatek bylo odebrano 300 pl do mikrozkumavky a tento vzorek byl
centrifugovan po dobu 5 minut pfi cca 13 000 RPM v mikrocentrifuze Micro Centaur
Sanyo. Ze supernatantu bylo odebrdno 50 pl a pfeneseno do 2,45 ml PBS s azidem
v kfemenné kyveté. Byla zméfena absorbance pfi 280 nm, slepym vzorkem byl pufr PBS s
azidem. Koncentrace proteinu ve vzorku byla vypo¢tena podle vzorce:

K=A.n.f
Kde:
K...koncentrace v [mg/ml]
Aaso... absorbance pfi 280 nm
n...fedéni vzorku
f...empiricky faktor = 1,094

3.3.5. Afinitni purifikace protildatek

IgY proti bi¢ikové frakci

Tato metoda je zaloZena na specifické interakci mezi isolovanou protildtkou a
antigenem, ktery je kovalentn€é navazdn na povrchu néjakého nosife. Je to jedna
z nejucinngj$ich metod selektivni separace biopolymert.

Pro vazbu afinantu na nosi¢ se ¢asto pouZivda CNBr aktivovand Sepharosa. CNBr
reaguje s —OH skupinami na agarose za tvorby esterii kyanitu nebo imidokarbonatd. Ty
pak reaguji s primarnimi aminy. Preferovanou vyslednou skupinou je substituovany

imidokarbonat, ktery nenese Zadny naboj **. Reakéni schéma je znazornéno na obrazku 15.
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L4
—CEN RNH2 _!
‘:H oH NH-R

CN ester derivit isomoboviny

RNH 2
C=NH —_— _C==N—R

cykiicky imidokarbonit substituovany imidokarbonét

Obrdzek 15: CNBr aktivovand Sepharosa — schéma reakce **

Piiprava kolony — imobilizace antigenu

Pouzité roztoky a ldtky
o CNBr aktivovana Sepharosa 4B (Sigma)
o 0,001 M HCI
o vazny pufr: 0,1 M NaHCOs; 0,5 M NaCl; pH 8,4
o blokovaci roztok: 0,2 M glycin; pH 8
o promyvaci pufr: 0,1 M octova kyselina 0,5 M NaCl; pH 4
o PBS s azidem: PBS; 0,1% (w/v) azidu sodného (NaNj3)

o kolona

370 ul isolované bi¢ikové frakce bylo povafeno 15 min v SDS (1:1 s 10% SDS) a
smichano s vaznym pufrem do vysledného objemu 1,5 ml.

K navaZenému mnoZstvi - 0,5 g CNBr aktivované Sepharosy 4B na frit€ bylo
postupné pfidavano po davkach 0,001 M HCI (celkové mnoZstvi 100 ml) — na nabobtnani
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a promyti vytvofeného gelu. Na kolonu bylo naneseno 1,5 ml gelu a déle promyvéno
destilovanou vodou (10 x objemu sloupce na kolong).

Kolona byla je§t¢ promyta vaznym pufrem (Sml/na 1g suchého gelu) a hned poté
byl na kolonu aplikovan roztok antigenu ve vazném pufru. Kolona se takto nechala
inkubovat pfes noc pfi 5°C na ,,end — over — end“ mixeru.

Druhy den byla kolona vymyta opét vaznym pufrem (4ml) a pak blokovana 0,2 M
glycinem (1,5 ml) 2 h pfi laboratorni teplot€ na ,,end — over — end“ mixeru.

Poté byla kolona stfidavé promyvéna 3 x vzdy po 4 ml: bazickym vaznym pufrem,
destilovanou vodou a kyselym promyvacim pufrem. Nakonec byla kolona je$t€¢ promyta

PBS s azidem (6ml) a 1ml PBS s azidem byl na kolon& ponechan pro uskladnéni.

Afinitni chromatografie

Poutzité roztoky
o neutraliza¢ni pufr: 2 M K/POy; pH 6,6

o PBS+1MNaCl; pH 7,2

o 0,05MDEA;pH 11,5

o 4 M guanidin hydrochlorid; pH 7

o na neutralizaci kolony: 0,2 M K/POy; pH 7,2

Na kolonu bylo aplikovano 2 ml (tj. 59,5 mg proteinu) spojenych frakci protilatek
IgY proti bicikové frakci. Kolona pak byla inkubovana ptes noc pti 5°C na ,,end — over —
end“ mixeru.
Dalsi den byla kolona promyta nasledovné:
= nejprve se nechal vytéct obsah kolony a kolona byla vymyta je$t¢ 1ml PBS
s azidem
* promyvani PBS — vzdy po 1,5 ml a méfena absorbance u jednotlivych frakci —
promyvano dokud neklesla Ajgo na ~ 0,03 (v 0,5 cm kyvet¢)
= promyvani PBS + NaCl k dal$imu poklesu A3 (tento krok pozdéji vynechan —
dochézelo uz k eluci specifickych protilatek)
» eluce DEA — frakce po 1,4 ml (sbirdny do eppendorfek, které obsahovaly 100 pl
KH,PO, na neutralizaci); v kazdé 1,5 ml frakci zméfeno absorb&ni spektrum (220 —
400 nm) proti blanku (1,4 ml DEA + 100 pl KH,PO,)
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= promyvani guanidin hydrochloridem (4 x 1,5 ml)
= kolona promyta dale 3 ml roztoku 0,2 M K/PO4 o pH 7,2 na neutralizaci kolony
* nakonec kolona je§té promyta asi 6 ml PBS s azidem, 1ml PBS s azidem byl na

koloné ponechan pro uskladnéni

Frakce po eluci DEA s nejvy$§im obsahem proteinu byly dialyzovany proti 7 1 PBS
sazidlem pfi 5°C pfes noc. (Nejprve dialyzovany i frakce po eluci guanidin
hydrochloridem.)

Pro kontrolu pribéhu afinitni chromatografie byla provedena ELISA — vech frakci,
které byly postupné€ jimany v jednotlivych krocich afinitni chromatografie.

IgY proti peptidu A/ B

Afinitni chromatografie za pouZiti imobilizovaného antigenu slouZi k purifikaci
specifickych protilatek.

SulfoLink® Coupling Gel umoziiuje kovalentni imobilizaci peptidii, proteini a
jinych ligand obsahujicich SH skupinu na agarosu pro provedeni afinitni chromatografie.
Iodoacetylové skupiny na tomto gelu reaguji specificky s volnymi SH skupinami (viz
obrazek 16). Raménko tvofeno 12 atomy minimalizuje stérické zabrany a zajistuje u€innou
interakci s navazanou molekulou. Gel je idedlni pro navdzani peptidi a naslednou
purifikaci protilatek. MiiZze imobilizovat asi 1 mg peptidu obsahujici skupinu SH / na 1 ml

pfipraveného gelu s,

SulfoLink® Coupling Gel ~ -SH ligand imobilizovany ligand
w“wﬁ' T ./%Ursm
(0] (o]
agarosovd 12-atom. iodoacetylova thioetherova vazba

kulicka raménko skupina

Obrdzek 16: Struktura a reakéni schéma pro SulfoLink® Coupling Gel ¥
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Pfiprava kolony

Pouszité latky a roztoky
o SulfoLink® Coupling Gel — Pierce
o vazny pufr: 0,05 M Tris; 0,005 M EDTA - Na; pH 8,5
o blokovaci roztok: 0,05 M L — cystein . HCI ve vazném pufru
o promyvaci roztok: 1 M NaCl
o PBS s azidem: PBS; 0,1% (w/v) azidu sodného (NaNj3)

SulfoLink® Coupling Gel se nechal ekvilibrovat na laboratorni teplotu. Pro
vytvofeni 2 ml sloupce na kolon¢ je zapotfebi pouZit 2nisobného mnoZstvi vychozi
suspenze gelu. Do kazdé kolony tedy bylo naneseno 4 ml suspenze a nasledn€ byla kolona
promyta 8 ml vazného pufru.

4 mg peptidu A a B bylo rozpusténo ve 2 ml vazného pufru a vzniklé roztoky byly
aplikovany na kolony (oznacené A, B). Zde se nechaly 15 min michat na ,.,end — over —
end“ mixeru za laboratorni teploty a poté byly jesté ponechany 30 min ve svislé poloze bez
michani.

Roztoky se poté z kolon nechaly vytéct a na kolony byl aplikovan blokovaci roztok
cysteinu (2 ml) a opét 15 min probihalo michani a 30 min staly kolony pouze ve svislé
poloze.

Kolona se nakonec promyva promyvacim roztokem (6 x 2 ml) — a poté jesté

skladovacim pufrem — ktery se v malém mnoZstvi zanecha na koloné.

Afinitni chromatografie

PouZité latky a roztoky
o PBS
o PBS s azidem: PBS; 0,1% (w/v) azidu sodného (NaN3)
o eluéni pufr: 0,1 M glycin . HCI; pH 3
o neutraliza¢ni pufr: 1 M TRIS . HCI; pH 8,5
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Gely z kolon byly pfelity do uzaviratelnych nddobek a bylo k nim bylo pfidéno
5 ml roztoku protilatek proti odpovidajicim peptidim A / B. Nadobky byly dény na ,.end —
over — end* mixer a michany pfes noc pti 5°C.
Gely byly postupné pfeneseny zpét na kolony a promyvany:
* nejprve se nechal vytéct aplikovany roztok + jest€¢ bylo pfidano 1 ml PBS na
vymyti
= kolony byly promyvany PBS vzdy po 1,5 ml a v tomto mnoZstvi byla mé&fena Az -
dokud neklesla na ~ 0,03 (v 0,5 cm kyveté).
= cluce poté probihala roztokem glycinu — frakce po 1,5 ml byly jimany do
eppendorfek (obsahujicich 75 pl neutralizaéniho pufru); absorbéni spektrum bylo
poté méfeno v rozmezi 220 — 400 nm proti blanku (titrovanému roztoku glycinu a
Tris)
® poté byla kolona promyta je$t¢ 6 x 2 ml PBS a nakonec 2 x 2 ml PBS s azidem (+

1ml roztoku ponechéano pro uskladnéni kolon)
Frakce s nejvy$8im obsahem proteinti (dle A pii 280 nm) byly dialyzovany pfes noc

pfi 5°C proti 7 | pufru PBS s azidem. Ve vzorcich byla poté zmé&fena koncentrace proteinti

a provedena ELISA — pro zhodnoceni prib&hu afinitni chromatografie.

3.3.6. Testy specifity protilatek

3.3.6.1. ELISA

ELISA je imunochemickd metoda, jejiZz oznafeni pochazi z anglického nazvu
»Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“. ELISA byla pouZivana pro ovéfeni aktivity
specifickych protilatek IgY — v isolovanych frakcich a ve vzorcich po afinitni purifikaci
protilatek. Princip této metody je zaloZen na interakci specifické protilatky s antigenem
nasledované interakci této priméarni protilatky se sekundarni protilatkou s navézanym
enzymem, ktery pfeméiiuje dodany bezbarvy substrat na barevny produkt.

Metoda ELISA ma vice modifikaci. Pro uc¢ely této prace byl pouZivan nasledujici

postup: Antigen byl adsorbovan do jamek mikrotitraéni desti¢ky, poté probéhla interakce
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se specifickou (primarni) protilatkou a na tento komplex se navazala sekundarni protilatka

— s enzymem alkalickou fosfatazou (viz obrazek 17). Detekce tohoto ternarniho komplexu

se pak déje pomoci pfemény substratu enzymu (PNNP) na barevnou formu méfitelnou pti
405 nm.

Obrazek 17: Komplex antigenu s primdrni a sekunddrni protildatkou

Poutzité ldtky a roztoky

o

(0]

PBS pufr: 0,134 M NaCl; 1,8 mM Na,HPO4.12H,0; 1 mM NaH,P04.2H,0; pH 7,2
PBS Tween puft: 0,134 M NaCl; 1,8 mM Na,HPO4.12H,0; 1 mM NaH,P04.2H,0;
0,1% v/v Tween® 20; pH 7,2

vazny (imobilizaéni pufr): 13 mM Na,CO;; 25 mM NaHCOs; pH 9,6

blokovaci pufr: 2% w/v fidky bilek v PBS Tween pufru (viz vyse)

roztok sekundarni protilatky: PBS; 1:2000 sekundérni protilatky — krali¢i IgG proti
slepi¢i IgY s navazanou alkalickou fosfatdzou (Sigma)

vyvolavaci roztok: 30 mM NaHCO;; 20 mM Na,COs3; ImM MgCly; 0,01% w/v
PNNP

stopovaci roztok: 3 M NaOH

ethanol, methanol

Pro proteinové (a veétdi) antigeny je pouZivana destiCka Polysorp, pro peptidové

antigeny desticka Maxisorp.

Jako antigen byla pouZivana isolovana bicikova frakce v koncentraci 4 pg/ml nebo

roztok peptidu A ¢ B (rozpusténého v PBS) o koncentraci 4 pg/ml - roztoky byly

pfipraveny v imobilizaénim pufru. Do kazdé jamky mikrotitra¢ni desti¢ky bylo aplikovano

100 pl roztoku antigenu a poté inkubovano pies noc pii 4°C.
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Pii pouziti formaldehydem usmrcenych bakteridlnich bun€k jako antigenu byl tento
postup modifikovan (tzv. metoda CELISA): Suspenze bakteridlnich bun€k byla nafedéna
imobiliza¢nim pufrem na koncentraci 4.10” bun&k/ml. Takto zfedény roztok antigenu byl
po 100 pl aplikovan do kazdé jamky mikrotitratni destiCky. Poté byla mikrotitrani
desticka centrifugovana (centrifuga Janetzky — K 70 D) 15 minut pfi 2 000 RPM. Do kazdé
jamky bylo pfidano navic 150 pl EtOH — nechdno 10 minut pfi laboratorni teploté a
odstranéno vyklepnutim. Nakonec bylo do kazdé jamky pfidano 150 pul MeOH — nechéno
15 minut pfi laboratorni teplot€ a opét odstran€no vyklepnutim. Vysu$ena desticka byla
uschovéna pies noc pii 4°C.

Nasledujici den byla kazda jamka promyta 5 x 150 pl pufru PBS Tween, desticka
se pak vysuSila poklepem na filtraéni papir. Poté byla kazd4d jamka blokovana 150 pl
blokovaciho pufru a inkubovana 1 h pti 37°C.

Po inkubaci byla desti¢ka promyta 5x pufrem PBS Tween - 200 pl/jamka. Do
jamek bylo pfidano 100 pl podle pfedem vypocitaného mnoZstvi primarni specifické a
kontrolni protilatky (fedéné v pufru PBS) a desticka byla inkubovana 2 h pfi 37°C. Pouzité
fedéni protilatek bylo 90-30-10-3,3 pg/ml pro isolované frakce protilatek a pro protilatky
po afinitni chromatografii byly pouZity niZ$i koncentrace 10-3,3-1,1-0,37-0,12-0,033
pg/ml.

Po odstranéni protilatek a promyti jamek 5 x 150 pl PBS Tween byla do v$ech
jamek aplikovana sekundarni protilatka (1:2000) a desticka byla inkubovana 1 h pii 37°C.

Po opétovném vymyti jamek 5 x 150 ul PBS Tween bylo do kazdé jamky déano
100 pl vyvolavaciho roztoku, ponechano 10 min stat pfi laboratorni teplot€ a pak byla
probihajici reakce zastavena pfidanim 100 pl 3 M NaOH. Nakonec byla zméfena na
ELISA-étecce absorbance pfi 405 nm a porovnavala se intenzita absorbance u jednotlivych

pouzZitych protilatek.

3.3.6.2. Elektroforéza

Elektroforéza je metoda, ktera vyuZiva schopnosti nabitych ¢astic v elektrickém

poli pohybovat se riznou rychlosti. Rychlost pohybu ¢astic je zavisla na velikosti naboje a
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velikosti molekuly, takZe rtizn€ velké a rtzné nabité molekuly se pohybuji odlisnou

rychlosti. MiiZeme proto elektroforézu vyuZivat k separaci makromolekularnich latek.

SDS-PAGE:

Elektroforéza v polyakryamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym (SDS) je

elektroforeticky zptisob separace na zaklad¢ velikosti molekul separovanych latek, jehoZ

pouZiti je vymezeno specielné€ pro bilkoviny. SDS je detergent, ktery nese pomérné vysoky

zaporny naboj, a proto pfi vazb€ na bilkovinu vyrovnava nabojové rozdily bilkovin a ty se

pohybuji v gelu jen podle velikosti. Takto stanovené hodnoty relativni molekulové

hmotnosti se obecné uzivaji pro ucely charakterizace bilkovinného preparatu.

Roztoky pro elektroforézu SDS-PAGE

o

o

(0]

pufr A: 0,375 M TRIS; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,8

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

pufr B: 0,125 M TRIS; 0,1% (w/v) SDS; pH 6,8

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

vzorkovy redukujici pufr: 0,063 M TRIS; 2% (w/v) SDS; 5% (v/v) 2-
merkaptoethanol; 10% (v/v) glycerol; 0,003% (w/v) bromfenolova modf; pH 6,8
elektrodovy pufr: 0,129 M glycin; 0,025 M TRIS; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3
redukujici vzorkovy pufi: 0,063 M TRIS; 2% (w/v) SDS; 10% (v/v) glycerol; 5%
(v/v) 2-merkaptoethanol; 0,003 % (w/v) bromfenolova modf; pH 6,8

barvici lazeii: 0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250; 46% (v/v) ethanol,
9,2% (v/v) kyselina octova

odbarvovaci lazeii: smés kyseliny octové, ethanolu, destilované vody — v poméru
10:25:65

Tabulka 4: Priprava gelii na SDS-PAGE

hustota gelu separacni gel 8% - A | zaostfovaci gel 3% - B
polymeracni roztok A (B) / ml 2 0,3

pufr A (B) / ml 5,5 2,7

TEMED / ul 7,5 3

persiran amonny (100 mg/ml) / pl 75 60
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Skla pro elektroforézu byla odma$téna ethanolem, pak byla sestavena
elektroforetickd aparatura. Roztok pro tvorbu separaéniho gelu byl pfipraven podle
pfedpisu v tabulce 4 Poté byl nalit mezi skla do vysky cca 3 cm od horniho okraje skel a
prevrstven destilovanou vodou. Asi po 30 min, kdy gel zpolymeroval byla vylita
destilovana voda a prostor nad gelem byl opatrné vysusSen filtraCnim papirem.

Na separa¢ni gel byl nalit roztok pro tvorbu gelu zaostfovaciho (pfipraveny dle
rozpisu v tabulce 4) a mezi skla byl vsunut hfeben pro vytvofeni jamek na aplikaci vzorku.
Po zpolymerovani gelu (~ 20 min) se hfeben vyndal a aparatura se umistila do
elektroforetické vany. Do horniho a spodniho elektrodového prostoru byl nalit elektrodovy
pufr.

Ptiprava vzorkl: Jednotlivé vzorky (obsahujici protein v mnoZstvi: 2 pg/jamku pro
Western blot, 10 pg/jamku pro elektroforézu) byly nafedény redukujicim vzorkovym
pufrem v poméru 1:1 a 5 minut inkubovany za teploty 100°C. Do jamek v gelu bylo poté
aplikovano (opatrné podvrstvenim) asi 20 pl pfipravenych roztokd vzorku. Jako standard
byl pouzivan Sigma Wide range. SloZeni standardu viz tabulka 5.

Po naneseni vSech vzorkd byla elektroforéza zapojena ke zdroji a nastavena na
130 V. Elektroforéza byla zastavena v moment¢€, kdy ¢elo bromfenolové modie doputovalo
k spodnimu okraji skel. Sklenéné desky s gelem byly vyjmuty z elektroforetické vany a gel
byl opatrné pfenesen na 1 h do barvici lazné. Poté se gel nechal pfes noc v odbarvovaci
lazni. Odbarveny gel se pak naskenoval nebo dal susit do celofanovych folii. Nebo byl gel

misto barveni pouZit dale pro Western Blot.

Tabulka 5: SloZeni pouZivaného standardu Sigma — Wide molecular range

Mr [proteiny WMR standard
205 000 | myosin
116 000 | B - galaktosidasa

97 000 | fosforylasa

84 000 | fruktosa-6-fosfat kindsa

66 000 | albumin

55 000 | glutamat dehydrogenasa
45 000 | ovalbumin

36 000 | glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
29 000 | karbonat anhydrasa

24 000 | trypsinogen

20 000 | trypsin inhibitor

14 200 | a-laktalbumin

6 500 | aprotinin
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3.3.6.3. Western Blot

Western ,blot“ je metoda pfenosu proteini z elektroforetického gelu na
nitrocelul6zovou nebo PVDF membranu schopnou adsorbovat proteiny. Membréna se po
inkubaci v blokovacim roztoku (blokovani volnych vazebnych mist) inkubuje v roztoku
primarni protilatky. Detekce navazané protilatky se provede pomoci sekundérni protilatky
s konjugovanym enzymem a nasledné vyvola specifickym substratem.

Tato imunochemickd metoda miiZe slouzit jak k prokazani pfitomnosti antigenu na

membrané tak k prikazu specifickych protilatek proti tomuto antigenu.

Pouzité roztoky a latky
o pfenosovy pufr: 0,025 M TRIS; 0,192 M glycin; 10% methanol; pH 8,3
o Dblokujici pufr: PBS; 0,3% (v/v) Triton X-100; 5% (w/v) nizkotu¢né suSené mléko;
pH 7,2
o PBS Triton X-100 pufr: PBS; 0,3% (v/v) Triton X-100; pH 7,2
o reverzibilni barvici Cerveni: 0,5% Panceau v 1% kyselin€ octové
o sudené mléko (Laktino - Promil)
o tableta BCIP/NBT SIGMA FAST™
o PVDF (polyvinylidendifluoridovd) membrana
o papiry Whatmann 3

Nejprve byly pomoci SDS — PAGE rozdéleny proteiny jednotlivych vzorku. Tyto
proteiny byly potom pfeneseny z gelu na PVDF membranu nasledujicim zplsobem:

Byl sestaven “sandwich® v nasledujicim pofadi (od anodové desky): tfi vrstvy
papiru Whatmann 3 (navlhéené v pfenosovém pufru), PVDF membrana (navlhéena
nejprve v methanolu, vodé¢ a nakonec v pfenosovém pufru), gel z elektroforézy
(inkubovany 20 min v pfenosovém pufru) a opét tfi vrstvy papiru Whatmann (namocené
v pfenosovém pufru). Poté byly sklen€nou ty€inkou vytlateny bublinky a aparatura byla
zapojena na 10 minut - pfi 0,8 mA/cm’ a poté na 45 minut pfi - 2 mA/cm?® (vypoéitano dle
zméfeného rozméru gelu).

Po uplynuti dané doby se sandwich opatrné rozebral. Gel byl vloZen do barvici
lazné s Coomassie Brilliant Blue R 250 na 1 h a poté do odbarvovaci lazné (kyselina

octova, ethanol, destilovana voda) — pro zji§téni u¢innosti pfenosu proteini. Z membrany
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byl odstfihnut prouZek se standardem a vloZen na 5 sekund do barvici ldzn€¢ (Coomassie
Brilliant Blue R 250) a poté do odbarvovaci lazn€. Zbytek membrany byl vloZen do
reverzibilni ¢erven€ na 20 sekund (miZeme si oby¢ejnou tuzkou lehce oznadit zabarvené
z6ny jednotlivych proteinid), poté se nechal odbarvit ve vodé.

Po odbarveni byla membrana pifipadné¢ dle potfeby rozdélena na prouzky — pro
inkubaci v riznych roztocich primérnich protilatek a inkubovédna pfes noc za michani
v blokovacim roztoku.

Dalsi den byly v Petriho miskach pfipraveny roztoky jednotlivych primarnich
protilatek (kontrolnich i specifickych) v blokovacim roztoku (10 ml; koncentrace
protilatek byla 30 pg/ml, u afinitné purifikovanych i 1 pg/ml). Jednotlivé ¢asti membrany
byly vloZeny do pfislusnych roztoku s protilatkami, kde byly za michani inkubovany 2 h
pfi laboratorni teploté. Poté byly ¢asti membrany 3 x 5 min promyvéany blokovacim
roztokem.

Po dikladném promyti byly ¢asti membrany vloZeny do Petriho misek s 5 ml
blokovaciho roztoku se sekundarni protilatkou (konjugat krali¢i IgG proti slepi¢im IgY
s navazanou alkalickou fosfatasou) v poméru 1:4000 a ponechdny 1 h inkubovat na
micha¢ce. Nasledn€ byly membrany promyty 2 x 5 min v blokovacim roztoku a poté 3 x 5
min jen v PBS Triton X-100.

Do Petriho misek byly pfipraveny 3 ml roztoku obsahujiciho substrat pro
alkalickou fosfatasu tak, Ze tableta BCIP/NBT SIGMA FAST™ byla rozpusténa v 10 ml
destilované vody. Membréany se v roztoku nechaly inkubovat do vybarveni ~ 6 min. Poté
byly membrany pfeneseny do destilované vody a nakonec ponechany uschnout mezi

filtraCnimi papiry pfi laboratorni teploté.

3.3.7. Isolace potkanich plicnich epitelidlnich bunék typu I1

Plicni potkani epitelidlni buiiky

Buiiky II. typu neboli velké alveolarni buriky jsou roztrouSeny mezi butikami typu
I. a spojeni s nimi pomoci dezmosomi i zonulae occludentes. Buiiky II. typu jsou zhruba
kubické a uspofadané do skupin 2-3 bun€k podél povrchu alveoli v mistech, kde se stény

plicnich sklipkt thlovité sbihaji. Tyto buriky, jeZ jsou uloZeny na bazalni membrané, jsou
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soucasti epitelu a maji stejny pivod jako vystelkové buiiky I. typu. Obsahuji mitochondrie,
drsné endoplasmatické retikulum, dobfe vyvinuty Golgiho komplex a na svém volném
apikdlnim povrchu jsou opatfeny mikroklky. Sekretuji plicni surfaktant (fosfolipidy,

glykosaminoglykany, proteiny), ktery sniZuje povrchové napéti *.

Isolace

Isolace byla provedena v IKEMu Mgr. Tomasem Koblasem podle protokolu *’
s lehkymi modifikacemi: Potkani byly vykrveni a poté jim byly opatrné odebrany plice.
Plice byly promyty fyziologickym roztokem. Pro rozvolnéni plicni tkané byla pouZita
elastasa. Alveoléarni epitelidlni butiky typu II byly pak ziskany po 20 min centrifugaci pti
1000 RPM na Ficollovém gradientu (hustotn€ odpovidal v protokolu pouzivanému

Percollovému gradientu) .

3.3.8. Barveni bakterii a bunék pro pozorovdni v mikroskopu

Pro barveni a pozorovani bakterii a bun¢k v mikroskopu bylo pouZivano

nasledujicich technik:

3.3.8.1. Barveni barvou Giemsa

= Vzorek byl nanesen na sklicko a nechan zaschnout.

® Vzorek byl fixovan methanolem — 30 s.

= Poté se vzorek nechal barvit 5% (w/v) Cerstvym roztokem barvy Giemsa
v destilované vod€ 20 — 30 min, nasledné€ byl oplachnut destilovanou vodou.

= Skli¢ko se vysusilo a pozorovalo pod mikroskopem. Giemsa barvi modro — fialové.
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3.3.8.2. Grammovo barveni

= Vzorek byl nanesen na skli¢ko a fixovan nad plamenem nebo 4% formaldehydem
v PBS.

= Na sklo byla nanesena krystalova violet — nechéna ptsobit 1 min.

= K tomu byl pfidan Lugoliv roztok — na 30 s.

= Skli¢ko bylo myto smési ethanolu—acetonu (1:1).

= Na sklo byl nanesen safranin a ponechan ptsobit — 1 min.

= Barvivo bylo opatrn€ odmyto destilovanou vodou (~ 5s).

= Sklo se vysu$ilo a pozorovalo pod mikroskopem. Safranin barvi G- bakterie, ale i

buriky (jadro tmavsi neZ cytoplazma) do riZova.

3.3.8.3. Flourescencni znaceni bakterii

Tato metoda mize slouZit pro fluorescenéni oznaceni bakterii, ale také pro ovéfeni
specifity primarnich protilatek. Jestlize specifické primarni protilatky rozeznavaji na
bakterii antigeny, sekundarni protilatky se pak na né¢ navdZou a bakterie ziistane

flourescenéné oznadena.

PouZité ldatky a roztoky
o PBS
o 4% formaldehyd v PBS
o blokovaci roztok: 0,5% w/v fidky bilek v PBS Tween pufru
o krali¢i protilatka IgG proti slepi¢i IgY konjugovana s FITC

Vzorek bakterii PA (sbirkovy kmen) byl kultivovén v suspenzni kultute v UZFG
AVCR. Na skli¢ka pro mikroskopovani byly zhotoveny roztéry sedimentu bakterialni
suspenze. Po zaschnuti byly fixovany 4% roztokem formaldehydu v PBS. Fixa¢ni roztok
byl po 10 min opatrné odmyt destilovanou vodou. Poté byly preparaty blokovany 5 min
roztokem 0,5% fidkého bilku v PBS Tween.

Po sliti blokovaciho roztoku byly na jednotlivé preparaty aplikovany roztoky

primarnich protilatek v blokovacim roztoku: celkové mnoZstvi aplikovanych protilatek
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bylo 100 pg pro protilaitky proti celé PA (+ kontrolni protilitky) a pro afinitné
purifikované protilatky proti bi¢ikové frakci (+ kontrolni protilatky) a 50 pg pro afinitné
purifikované protilatky proti peptidim A a B. Preparaty byly inkubovany s primarnimi
protilatkami 1 h ve vlhké komiirce za laboratorni teploty.

Pak byla sklicka oplachnuta 3x blokovacim roztokem a 2x roztokem PBS.
Sekundérni protilatka - krali¢i protilatka IgG proti slepici IgY konjugovana s FITC byla
aplikovana v fedéni 1:300 (v 1ml blokovaciho roztoku) a inkubovéna s preparaty 1 h za
temna ve vlhké komirce pfi laboratorni teploté.

Po inkubaci byla sklicka oplachnuta 2x blokovacim roztokem a 3x roztokem PBS.

Sklic¢ka se nechala uschnout a poté byla pozorovana ve flourescenénim mikroskopu.

3.3.9. Testy adheze bakterii

Metoda pro testovani ovlivnéni adheze PA na plicni epitelidlni buiiky pfi uZiti

ptipravenych protilatek byla zvolena na zakladé postupii uvadénych v literatuge % 4 50 5
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Poutzité ldatky a roztoky
o sterilni PBS
o 4% formaldehyd v PBS
o isolované buriky v mediu bez antibiotik
o Dbakteridlni suspenze PA
o ptedialyzované roztoky specifickych protilatek (sterilni — piefiltrované ptes
bakterialni filtr)

Ptipravené roztoky specifickych protilatek obsahovaly azid sodny a proto byly pies
noc dialyzovany proti 7 1 PBS, aby byl eliminovan pfipadny vliv samotného azidu na PA.
Do jamek desti¢ky pro péstovani bakterii bylo dano vzdy — 200 pl media (bez antibiotik)
s buiikami (10° bunék/ml). Desti¢ka byla umisténa do inkubatoru a nechala se inkubovat
4 h pti 37°C a 5% CO..

Ptiblizné koncentrace bakterii byla uréena pomoci Agg. PTi Agoo = 1 by méla byt
koncentrace bakterii asi 6 x 10® bakterii/ml *®. V eppendorfkach bylo pak inkubovéno
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dohromady vzdy 200 pl bakterialni suspenze (odpovidajici p¥iblizné 2 x 107 bakteriim) s
celkovym mnozZstvim 0,5 mg jednotlivych protilatek. Tato inkubace za ob&asného lehkého
promichéani probihala pfi 37°C celkem 15 min. Jako protilatky byly pouzity: specifické
proti celé PA, kontrolni proti bi¢ikové frakci, afinitn€¢ purifikované proti bi¢ikové frakci,
afinitn€ purifikované proti peptidim A / B (vybrany IgY vZdy s nejvy$§im obsahem
specifickych protilatek).

Po inkubaci byly tyto inkuba¢ni smési piidavany po fadé jednotlivé k buiikdm
vjamkach destiCky. Experiment byl provadén dvojit¢ (1/2 jamek pokryta pied
experimentem polylysinem) a nasledujici jamky s butikami mély vZdy toto obsazeni: pouze
buiiky, kontrolni protilatka s bakteridlnim mediem, bakterie PA; protilatky proti celé PA +
PA, kontrolni protilatky proti bi¢ikové frakci + PA, afinitné purifikované protilatky proti
bicikové frakci + PA, afinitn¢ purifikované protilatky proti peptidim A / B + PA. Pomér
poctu bakterii na butiku byl tedy vzdy pfibliZzn€ 50-100 bakterii/ na 1 butiku. Tedy v jamce
celkové 107 bakterii/ 2 x 10° buntk (z divodu pravdépodobné kontaminace i
neepitelidlnimi buiikami zvoleno radéji toto mnoZstvi bunék). Desti¢ka byla takto
inkubovana 1 h v inkubatoru (37°C, 5% CO,).

Jamky byly vymyty 3 x teplym sterilnim PBS, fixovany 10 min 4% formaldehydem

v PBS, lehce vymyty vodou, obarveny (Grammovo barvenim) a pozorovany v mikroskopu.
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4. Vysledky

4.1. PFiprava antigenii pro imunizaci

4.1.1. Isolace bi¢iku

Biciky bakterii byly zisolovany a se vzorkem bi¢ikové frakce z kazdé isolace byla
provedena SDS-PAGE. Na obrazku 18 je vidét SDS-PAGE jednotlivych frakci bicikid
z dfive provedenych isolaci **. Molekulova hmotnost proteinu (oznaeném na obrazku
sipkou) ve vzorcich byla odhadovana asi na 50 kDa dle porovndni se standardem
molekulovych hmotnosti. Pomoci metody MALDI-TOF bylo ovéfovano, zda
predpokladané proteiny z tohoto elektroforetického gelu skuten€ jsou flagelarni proteiny
PA. Bylo zjisténo, Ze protein z oblasti mezi 45-55 kDa (oznaeny Sipkou) vyskytujici se ve
vSech vzorcich opravdu je flagellin B — majoritni protein bi¢iku Fli C — coZ je homogenni

protein o velikosti 53 kDa 2> %,

Obrdzek 18: SDS-PAGE vzorkit isolovanych bicikovych frakci: Sipky oznacuji polohu
proteinu FliC typu B (53 kDa)
S — standard molekulovych hmotnosti; A, B, C — vzorky jednotlivych isolaci biciki
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Na dalsich gelech (obrazek 19) jsou zndzornény elektroforézy vzorku
subcelularnich frakci PA ziskanych béhem nasledujicich isolaci bi€ikd. Opét se zde
vyskytuje protein v oblasti 45-55 kDa (ozna¢en Sipkami) — tedy pfedpokladany hlavni
protein bi¢iku FliC typu B (53 kDa).

Obrazek 19: SDS-PAGE vzorku isolovanych bicikovych frakci: §ipky oznaluji polohu
proteinu FliC typu B (53 kDa)
S — standard molekulovych hmotnosti; A, C, D — vzorky jednotlivych isolaci bicikii; B —

vzorek isolace bicikii — sediment po vzorku A
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4.2. Isolace protiliatek

Protilatky proti bi¢ikové frakci

Z vajec ziskanych pfed imunizaci byla isolovana kontrolni frakce protilatek. Poté

byla slepice imunizovéana tfemi ddvkami antigenu 31.10., 7.11. a 14.11. 2006. Upominaci

davka byla aplikovana 19. 4. 2007. Celkem bylo ziskdno 100 vajec vhodnych pro isolaci
protilatek IgY. Vejce byla rozdélena do frakci podle tabulky 6. Z kazdé frakce byly

isolovany IgY a ur€ena koncentrace proteinu ve vzorcich.

Tabulka 6: Isolované frakce protildtek

, . N . koncentrace proteinu
frakce datum sbéru vajec pocet vajec (mg/ml)

K 18.10. - 24.10.2006 7 16,7
1 31.10.-5.11.2006 6 12,2
2 6.11.-10.11.2006 4 10,7
3 11.11.-16.11.2006 3 10,5
4 3.1.-4.1.2007 2 7,3

5 1.2. - 8.2.2007 5 18,7
6 9.2.-13.2.2007 5 16,5
7 14.2. -28.2.2007 8 16,9
8 29.2. - 5.3.2007 7 21,0
9 6.3.-13.3.2007 7 19,7
10 14.3. - 20.3.2007 7 13,4
11 22.3.-29.3.2007 7 13,8
12 30.3. - 6.4. 2007 7 19,2
13 7.4.-17.4.2007 7 32,8
14 20.4. - 25.4.2007 5 33,7
15 27.4.—5.5.2007 5 31,1
16 6.5.—15.5.2007 8 38,5
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Protilatky proti peptidiim A / B z proteinu FliD

Z vajec ziskanych pfed imunizaci byla isolovana kontrolni frakce protilatek. Poté
byla slepice imunizovana tfemi davkami antigenu 2. 3., 9. 3. a 16. 3. 2007 (pro obé€ slepice
21, 22). Vejce byly rozdéleny do frakci podle tabulky 7. Z kazdé frakce byly isolovany IgY

a urCena koncentrace proteinu. Upominaci davka byla aplikovéana 7. 8. 2007.

Tabulka 7: Isolované frakce protildtek

frakce datum( ;l(‘;(é)l;; vajec podet vajec koncerzt;agc/ig)rotemu

KA pfed imunizaci X 21,5
Al po imunizaci X 34,8
A2 8.5.—-17.5. 4 29,9
A3 19.5.-30. 5. 6 35,8
A4 28.7.-21.8. 7 31,7
KB pfed imunizaci X 26,4
B1 po imunizaci X 24.6
B2 13.3.-214. 9 35,0
B3 23.4.-13.5. 9 39,1
B4 17.5.-26. 5. 6 36,7
BS 28.7.-22.8. 8 9,5

Pozn.: chybéji nékterd data

4.3. Testy specifity protiliatek

4.3.1. ELISA

Protilitky proti bi¢ikové frakci

Frakce isolovanych protilatek byly podrobeny testu ELISA s jehoZz pomoci byl
porovnan obsah specifickych protilatek v jednotlivych frakcich.

Slepici byla odebirdna vejce jesté pied imunizaci — aby slouZila jako kontrolni
frakce protilatek IgY. Po 3. imuniza¢ni divce (imunizace provedeny v pribéhu frakei 1 -

3) byla u slepice A9 navozena imunitni odpovéd’ (frakce 4).Tato imunitni odpovéd’
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postupem c&asu klesa (slepice bohuZel také v rozmezi 4.1. — 1.2. 2007 piestala docasné
snaset vajicka), pofad je ale obsah specifickych protilatek vyrazny ve srovnani s kontrolou
jak je vidét z obrazku 20.

Po upominaci davce (po frakci 13) imunitni odpovéd’ opét vzrusta.

2 3 4 " ;
10 11 12
13 14 45
' 16

Obrazek 20: ELISA obsahu specifickych IgY proti bicikové frakci: Sipky znaci éasové
rozmezi kdy probihaly imunizace; pro porovnani obsahu specifickych protildtek ve frakcich
isolovanych IgY byly pouZity koncentrace 10 a 30 ug/mi;

K — kontrolni frakce IgY, 1-16 frakce IgY v ¢asové souslednosti
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Protilitky proti peptidim A / B

Pomoci testu ELISA byl porovnan obsah specifickych protilatek IgY v jednotlivych
frakcich isolovanych protilatek.

Slepicim (21 a 22) byla odebirana vejce jesté pfed imunizaci — aby slouZila jako
kontrolni frakce protilatek IgY. Slepice po imunizaci peptidovymi antigeny vytvofily

dostate€nou imunitni odpovéd’, kterou jsme sledovali v ¢ase (viz obrazky 21, 22).

m10
m30

(ng/ml)

Obrazek 21: ELISA obsahu specifickych IgY proti peptidu A: pro porovndni obsahu
specifickych protildtek ve frakcich isolovanych IgY byly pouZity koncentrace 10 a 30

pg/ml;
KA — kontrolni frakce IgY, A1-A4 — frakce IgY v Casové souslednosti
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B2
B3
B4 s

Obrazek 22: ELISA obsahu specifickych IgY proti peptidu B: pro porovndni obsahu
specifickych protildatek ve frakcich isolovanych IgY byly pouZity koncentrace 10 a 30
ug/mi;

KB — kontrolni frakce IgY, Bl-B5 — frakce IgY v casové souslednosti

4.3.2. Western blot

Technikou Western blot byla sledovana schopnost protilatek rozeznat bi¢ikové
proteiny: zda protilatky proti bi¢ikové frakci rozeznaji proteiny bi¢iku na membrané
(pfedev$im majoritni bi¢ikovy protein FliC) a zda také protilatky proti peptidim A / B
rozeznaji svij peptid v proteinu FliD z n€hoz byly peptidy A, B odvozeny.

Isolovana bicikova frakce byla zgelu po SDS-PAGE prenesena na PVDF
membranu. Casti membrany byly pak jednotlivé inkubovéany s p¥islu$nymi roztoky
primarnich protilatek. Vysledky Western blotu jsou na obrazku 23.
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Obrdzek 23: Western blot protildtek proti bicikové frakci a proti peptidium: primdrni
protilatky byly pouZity v koncentraci 30 ug/ml; v rdmeccich jsou oznaceny polohy vyskytu
bicikovych proteinu

S — standard molekulovych hmotnosti; K, KA, KB — kontrolni IgY; 4 — IgY proti bi¢ikové
frakci; A, B - IgY proti peptidu A/ B; 1, 2 — jsou vzorky A a B po isolaci bi¢ikové frakce

(viz obrazek 19) , u ostatnich byl pouZit vzorek 1

4.4. Afinitni purifikace protilatek

Afinitni chromatografie protilitek proti bi¢ikové frakci
Purifikace specifickych protilatek proti bicikové frakci byla provadéna afinitni

chromatografii za pouZiti imobilizovaného antigenu — isolované bifikové frakce — na
CNBr aktivované Sepharose 4B. Na tomto afinitnim nosi¢i byly purifikovany protilatky
ziskané spojenim frakci 10-16. Naneseno bylo vzdy 2 ml roztoku protilatek spojenych
frakci v pufru PBS s azidem o koncentraci 29,8 mg/ml.

Kolona byla pak promyvana postupné jednotlivymi pufry — jak je uvedeno v sekci
Metody (oddile 3.3.4.). Frakce obsahujici specifické protilatky proti bi¢ikové frakci byla
eluovana pufrem s vysokym pH. Pfi promyvani byly ziskany tyto frakce protilatek:

» protilatky které se nenavazaly na afinitni nosi¢
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protilatky nespecificky adsorbované na nosi¢ (vymyty PBS)

protilatky vymyté PBS + NaCl — uZ obsahovaly i specifické protilatky

protilatky eluované pufrem o vysoké pH (0,05 M DEA pH 11,5)

protilatky eluované pufrem o vysoké iontové sile s denaturatnim u¢inkem (4 M
GuapH 7)

Charakteristiky jednotlivych frakci protilatek jimanych v pribéhu afinitni

chromatografie jsou uvedeny v tabulce 8. Pro demonstraci prib&hu afinitni chromatografie

jsou uvedeny tdaje pouze z dvou provedeni (dal$i mély obdobny prubéh).

Tabulka 8: Prubéh afinitni purifikace IgY - 1.) a 2.) provedeni

1)

2)

. koncentrace mnoZstvi proteinu ytézek
frakcee protilitky proteinu (mg/ml) (mg) vy(%)
spojené frakce 29,8 59,5 (100)
nenavazané [gY 9,3 28,7 48,3
PBS 0,7 5,1 8,5
PBS + NaCl O,.O6 ﬁ ﬁ
Gua® 0,2 0,5 0,9
. koncentrace mnolstvi proteinu ytéZzek
frakee protilitky | o ¢einu (mg/ml) (m,';’) vy(t%)
spojené frakce 29,8 59,5 (100)
nenavazané IgY 10,6 41,4 69,5
PBS 0,9 6,4 10,8
PBS + NaCl Oﬁt 0,3 %

Pozn.: ¥ pouze dialyzované frakce

Afinitni chromatografie protilitek proti peptidim A / B

Purifikace specifickych protilatek proti peptidim A / B byla provad€na afinitni

chromatografii za pouZiti imobilizovanych antigenti — peptidd A / B — na nosic¢i Sulfolink.

Na tomto afinitnim nosi¢i byly purifikovany jednotlivé frakce isolovanych protilatek.

Naneseno bylo vzdy 5 ml roztoku protilatek jednotlivych frakci v pufru PBS s azidem.
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Kolona byla pak promyvana postupné jednotlivymi pufry — jak je uvedeno v sekci
Metody (oddil 3.3.4.). Frakce obsahujici specifické protilatky proti peptidu A / B byla

eluovéna pufrem s nizkym pH. Pfi promyvani byly ziskany tyto frakce protilatek:

= protilatky které se nenavazaly na afinitni nosi¢

= protilatky nespecificky adsorbované na nosi¢ (vymyty PBS)
= protilatky eluované pufrem o nizkém pH (0,1 M glycin pH 3)

Charakteristiky jednotlivych frakci protilatek jimanych v pribéhu afinitni

chromatografie jsou uvedeny v tabulce 9. (3 provedeni).

Tabulka 9: Pribéh afinitni purifikace IgY - 1.), 2.) a 3.) provedeni

1)
. koncentrace mnoZstvi proteinu vytéZek
frakce protilatky proteinu (mg/ml) (mg) (%)

IgY proti peptidu A B A B A B
puvodni frakce 37,1 38,4 185,4 191,8 (100) (100)
nenavazané [gY 24.8 21,6 128,7 112,1 69,5 58,4

2)
. koncentrace mnoZstvi proteinu vytéZek
frakce protilatky proteinu (mg/ml) (mg) (%)

IgY proti peptidu A B A B A B
puvodni frakce 34,8 39,1 173,8 195,5 (100) (100)
nenavazané IgY 26,3 25,5 144,7 163,0 83,3 834

3)
. koncentrace mnoZstvi proteinu vytézek
frakce protilatky proteinu (mg/ml) (mg) (%)

IgY proti peptidu A B A B A B
puvodni frakce 31,7 39,1 158,6 195,5 (100) (100)
nenavazané IgY 22,1 28,6 1414 163,0 89,2 83,4

Pozn.: ®pouze dialyzované frakce
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4.4.1. Ovéreni specifity purifikovanych protildtek

4.4.1.1. ELISA

Ptitomnost specifickych protilatek v jednotlivych frakcich z afinitni chromatografie
byla ov€fovana metodou ELISA. Vysledky ELISA testu jsou shrnuty v tabulkach 10, 11,

12. Uvedené hodnoty A49s odpovidajici obsahu specifickych protilatek jsou uvedeny jiz po

odectu hodnot kontroly.

Afinitné purifikované protilitky proti bi¢ikové frakci

Tabulka 10: ELISA obsahu specifickych IgY v jednotlivych frakcich
chromatografie - 1.) a 2.) provedeni

z afinitni

1.) - frakce IgY

koncentrace piivodninenavizané

| (ugml) | IgY 1gY PBS [PBSNaCl Bl | Gua
0,033 - - - - -
0,12 - - - - -
0,37 - - - - -
1,1 - - - - 0,021
3,3 0,110 - - - 0,022
10 0,326 - - 0,582 0,027 | Aqos
30 0,700 0,163 0,553 0,689 - 0,030
90 1,166 - 0,852 0,767 - 0,000
150 - 0,376 0,889 - - 0,165
750 - 0,488 0,808 - - -
3000 - 0,771 - - - -
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2) - frakce IgY
lkkoncentrace piivodnfnenavizané

ml) | IgY gY PBS L’BS+NaCJ B | pEA1
0,033 - - - - 0,026
0,12 - - - - 0,009
0,37 - - - - 0,008
1,1 - - - - 0,076
3,3 0,154 - - - 0,344
10 0,374 - - 1,080 0,799 |Aaos
30 0,790 0,109 0,350 1,671 - -
90 1,188 - 0,678 - - -
150 - 0,447 0,797 - - -
750 - 1,030 0,870 - - -
3000 - 0,752 - - - -

Pozn.: pro porovndni obsahu specifickych protildtek v jednotlivych frakcich byly pouZity

jen vybrané koncentrace (viz tabulka); DEAIl — frakce po eluci DEA z 1.) provedeni;
DEA2) — frakce po eluci DEA z 2.) provedeni

Afinitné purifikované protilitky proti peptidu A

Tabulka 11: ELISA obsahu specifickych IgY v jednotlivych frakcich z afinitni
chromatografie - 1.), 2.) a 3.) provedeni

1)

L(oncen trac frakce IgY proti peptidu A
""|piivodninenavizané
(ng/ml) "“IV,;’Y ey | P& |

0,033 - - -

0,12 - - -

0,37 - - -
1,1 - - -
3,3 0,060 - -
10 0,217 - - Adgos
30 0,446 0,123 - -
90 0,833 - 0,171 -
150 - 0,350 - -
750 - 0,829 - -
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2)+3)

Ikoncentra'- frakce IgY proti peptidu A
~"|ptivodni ptvodni
(ng/ml) i IgY - IgY _

0,37 - a

1,1 - 3

33 0,039 0,000

10 0,078 0,019

30 0,249 - 0,025 -

90 0,480 - 0,000 .

Ayos

Pozn.: pro porovndni obsahu specifickych protildtek v jednotlivych frakcich byly pouZity

Jjen vybrané koncentrace (viz tabulka); glycin 2, 3 — frakce po eluci glycinem v 2.) a 3.)

provedeni

Afinitné purifikované protilatky proti peptidu B

Tabulka 12: ELISA obsahu specifickych IgY v jednotlivych frakcich z afinitni

chromatografie - 1.), 2.) a 3.) provedeni

L)

|koncen trac frakce IgY proti peptidu B
ivodnijnenavizané
pgmd [P gy | PBS |

0,033 - -

0,12 - -

0,37 - -
1,1 - -
3,3 0,089 -
10 0,399 - Ados
30 0,762 0,041
90 1,257 -
150 - 0,077 - -
750 - 0,000 - -
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2)+3)

lk | frakce IgY proti peptidu B
oncentrace—; dni
Gym) [Phednl S | -

0,37 -

1,1 -

3,3 0,039

10 0,064 Asos

30 0,157 - -

90 0,374 - -

Pozn.: pro porovndni obsahu specifickych protildtek v jednotlivych frakcich byly pouZity
jen vybrané koncentrace (viz tabulka), glycin 2, 3 — frakce po eluci glycinem v 2.) a 3.)

provedeni

4.4.1.2. Western blot

Po afinitni purifikaci protilatek byl opét proveden Western blot — pro vyhodnoceni
specifity protilatek purifikovanych afinitni chromatografii. Vysledky Western blotu, kde
jsou vedle sebe vzdy porovnavany kontrolni, isolovana a purifikovana frakce protilatek

proti bi¢ikové frakci i proti ob€éma peptidim jsou na obrazku 24.
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Obrazek 24: Western blot afinitné purifikovanych protildtek proti bicikové frakci a proti
peptidum; primdrni protildtky byly pouZity v koncentraci 30 ug/ml; afinitné purifikované
15 ug/ml (IgY proti bicikové frakci) a 1 ug/ml (IgY proti peptidum); v rdmeccich jsou
oznaceny polohy vyskytu bicikovych proteinii

S — standard molekulovych hmotnosti; K, KA, KB — kontrolni frakce IgY; 5, A, B — frakce
isolovanych IgY; Af, AfA, AfB — afinitné purifikované frakce IgY

4.4.1.3. ELISA IgY proti peptidum za pouZiti bicikové frakce jako antigenu

Pro ovéfeni zda afinitn€ purifikované protilatky proti peptidu A / B rozpoznavaji
antigen v isolované bi¢ikové frakci byla dale provedena ELISA - za pouZiti biikové
frakce jako antigenu. Bi¢ikova frakce byla nejprve denaturovana povafenim v redukujicim
pufru pro SDS-PAGE (obsahujicim SDS a merkaptoethanol) a poté aplikovana do jamek
mikrotitracni desti¢ky v koncentraci 4 pg/ml jako antigen. Pro srovnani byly pouZity

protilatky proti obéma peptidiim A / B (isolované i afinitné purifikované) — viz obrazek 25.
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Obrdzek 25: ELISA obsahu specifickych IgY proti bicikové frakci v protildtkdach proti
peptidium: pro porovndni obsahu specifickych protildtek v jednotlivych frakcich IgY byly
pouZity koncentrace 3,3 a 10 ug/ml;

KA, KB - kontrolni frakce IgY; A, B — frakce isolovanych IgY; AfA, AfB - afinitné
purifikované frakce IgY proti peptidiim A/ B

4.5. Ovéreni specifity protilatek IgY proti celé PA

Byla ovéfena reaktivita protilatek IgY pfipravenych proti celé bakterii
Pseudomonas aeruginosa ** (viz obrazek 26) metodou ELISA. Pro srovnani byl testovan i
vzorek afinitné purifikovanych protilatek proti bi¢ikové frakci. Jako antigen byly pouZity

formaldehydem usmrcené bakterie PA, které byly imobilizovany na mikrotitraéni desticku.
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Obrdzek 26: ELISA obsahu specifickych IgY proti celé PA: pro porovndni obsahu
specifickych protilatek v jednotlivych frakcich IgY byly pouZity koncentrace 30 a 90 ug/mi;
K5 — kontrolni frakce IgY proti celé PA; 5spoj, 3, 4 — jednotlivé frakce IgY proti celé PA;
K — kontrolni frakce IgY proti bicikové frakci; Af — afinitné purifikovand IgY proti bi¢ikové
[frakci

4.6. Mikroskopovani bakterii Pseudomonas aeruginosa

Na mikroskopické sklitko byly naneseny vzorky bakterii PA. Preparaty byly
fixovany a nasledné obarveny Grammovo barvenim, barvou Giemsa a flourescenénim

znaCenim. Preparéty byly dale pozorovany pod mikroskopem (viz obrazky 27, 28).

Ovéreni specifity protilitek proti PA fluorescenénim znaenim

Na obrazku 28 jsou flourescenéné znacené bakterie PA pomoci sekundarni krali¢i
protilatky proti IgY znacené flourescenéni zna¢kou FITC. V pokusu byly jako primarni
protilatky pouZity kontrolni protilatky, protilatky proti celé PA, afinitné purifikované
protilatky proti bi¢ikové frakci a afinitné€ purifikované protilatky proti peptidim A a B. Pro
srovnani je ukazan mikroskopicky snimek bakterii pfi pouziti kontrolni IgY a specifické

IgY proti celé PA.
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Obrdzek 27: Typicky zdznam mikroskopického snimku obarvenych bakterii PA

(pozorovano prFi zvétseni 1500x): A - Grammovo barveni, B - barveni barvou Giemsa
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Obrazek 28: Fluorescencné znacené bakterie (pozorovdno pFi zvétSeni 1500x):
Sflourescencni znaceni pomoci sekunddrni krdli¢i protilatky proti slepi¢im protildtkdm
s navazanou flourescencni znackou FITC, jako primdrni protildatka jsou zde pouZity: A -

kontrolni IgY, B - IgY proti celé PA
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4.7. Isolace potkanich plicnich epitelidlnich bunék typu II

Plicni epitelidlni buiiky typu II byly isolovany ze 4 potkand. Bylo ziskdno 11 ml
media sisolovanymi plicnimi buiikami v koncentraci asi 10° bun&k/l ml media. Ze
sedimentu bun€k byly zhotoveny mikroskopické preparaty obarvené technikou dle
Gramma a pozorovany v mikroskopu. V preparatech se objevovaly i jiné typy bunék,
pravd€podobné se isolaci neziskaly jen €isté plicni epitelidlni butiky typu II. Na obrazku 29

jsou nejéastéji pozorované buiiky.

Obrazek 29: Isolované plicni potkani buriky — Grammovo barveni (pozorovdno pFi 1500x

zvétSeni)

4.8. Test adheze bakterii

S isolovanymi potkanimi plicnimi buiikami byly provedeny testy na ovéfeni
schopnosti pfipravenych specifickych protilatek inhibovat adhezi bakterie Pseudomonas
aeurginosa. Isolované potkani plicni buriky byly pfed pokusem péstovany v mediu bez
antibiotik. K jednotlivym buiikdm v jamkéach byly postupné pfidavany inkubadni smési
bakterii PA s rGznymi protildtkami (viz sekce 3.3.9.). Po provedeni pokusu byly vzorky
(v jamkach desticky) obarveny Grammovo barvenim a pozorovany v mikroskopu pti 600x
zvétSeni (viz nasledujici obrazky 30, 31, 32, 33). Na otdzku, zda pfipravené protilatky
omezuji adhezi bakterie PA vSak nebylo moZno odpovédét jednozna¢n€¢ — z divodu

nedostatku vhodnych obrazki z experimentu ke srovnavani.
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Obrdzek 32: Isolované buriky s bakteriemi PA a protilatkami proti bicikové frakci

(pozorovano pFi zvétseni 600x)
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Obrazek 33: Isolované buriky s b
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5. Diskuse

Soucasna 1écba infekci Pseudomonas aeruginosa u pacienti s cystickou fibr6zou
podavanim velkych davek antibiotik neni pfili§ i€inna a je zna¢nou zatéZi pro organismus
pacienta. Proto se v posledni dob¢ hledaji jiné zptisoby pomoci zaméfené vice na prevenci
té€chto infekci. Jsou provadény napf. experimenty se zvifaty, pfi nichZ jsou jim podavany
oslabené P4 a ona potom proti nim navozuji produkci polyklondlnich protilatek. Cilen&jsi
metoda spoc¢iva v nalezeni vhodnych antigenti P4, kterymi jsou bud’ aktivné imunizovani
pacienti CF, nebo se jimi imunizuji zvitata, ktera potom vytvai poZadovanou protilatku %,
Tato protilatka (poly- nebo monoklondlni) miZe byt pak nasledné pouZita pro pasivni
imunizaci pacientti CF ¢i imunosupresivnich pacientl, kterym akutné hrozi infekce P4 a
pro které by byla aktivni imunizace nebezpecnd. Pacienti, ktefi jsou infikovani PA totiZ
prokazuji znatelné vy$Si koncentraci protilatek proti PA aZ kdyZ se infekce dostane do
chronického stavu * ',

Bakterie ma vice druhti antigeni - vétSinou spojenych pfimo s néjakym virulenénim
faktorem bakterie. Ptikladem tohoto typu antigenu miZe byt napf. lipopolysacharid nebo
toxin A. Dalsi antigeny jsou asociovany s adhezni schopnosti bakterie - za to jsou
odpovédné povrchové struktury: ptedevim flagella, pili a OprF .

Schopnost bakterie dobfe se adherovat na epitelidlni buriky plicni tkané je prvni a
zasadni pfedpoklad k rozvoji bakteridlni infekce nasledované kolonizaci s vyslednymi
patologickymi zmé&nami hostitelské tkan€é. Na zaklad¢ téchto znalosti lze PA infekcim
predejit tim, Ze zabranime adhezi bakterii - blokovanim jejich dilezitych adheznich
faktord. V idealnim piipadé€ tedy pouZitim protilatek vytvofenych na antigen odpovédny za
vazebnou schopnost P4 lze znemoZnit adhezi bakterie na epitelidlni butiky hostitelské
tkané.

Nejdulezitéj$im krokem je tedy vybrani vhodného antigenu, z kterého se muize
pfipravit ufinny imunogen pouZitelny k aktivni imunizaci. Komplikace v tomto pfipadé
spoCiva v tom, Ze v souboru potencialnich hostiteli PA se vét§inou nevyskytuji zdravi
jedinci schopni dobré imunitni odpovédi. OhroZené skupiny tvofi imunosupresivni pacienti
trpici néjakym defektem imunity nebo na medikaci léky potlacujici imunitu (naptiklad po
transplantacich) anebo jinak oslabeni jedinci (HIV pozitivni, s rakovinou, leukémii,
té7kymi popaleninami) ’ - u kterych se vzhledem kjejich ¥patné funkci imunity &i

aktudlnimu zdravotnimu stavu zd4 vhodné&jsi pfiklonit k pouZiti pasivni imunizace. Druhou
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skupinou jsou pacienti CF, pro né€z by sice bylo moZno v n€kterych ptipadech pouzit
aktivni imunizaci (pfedev§im v mlad$im véku a ty jedince, ktefi se jest€ nesetkali s PA),
ale vzhledem k jejich celkovému zdravotnimu oslabeni by toto o¢kovani mohlo zhorsit
jejich aktudlni stav. Je tedy i zde na misté vyuZit spiSe pasivni imunizaci. Pasivni
imunizace je také pouzZivana k piimé 1é€b&€ a v tomto piipad€¢ PA je to jist€¢ vhodna
alternativa k podavani antibiotik, jejichZ i€innost je Casto omezena.

Proti pouZiti aktivni imunizace hovofi i fakt, Ze vlastni protilatky po vazbé na
antigen aktivuji komplement a tim zpisobuji tvorbu imunokomplexi, které jsou diivodem
vzniku zanétlivé reakce zpisobujici dal$i komplikace — jako je zahu$tovani hlenu u CF
pacientli. Stejny problém nastdva i s pasivni imunizaci protilatkami sav¢iho ptivodu,
protoZe aplikované protilatky maji velmi podobnou strukturu lidskym protilatkam a tudiz
po interakci s antigenem navodi opét zanétlivou reakci. Vychodisko ztéto situace by
mohlo spocivat v aplikaci slepicich protilatek.

Slepici protilatky maji srovnatelné vlastnosti se savéimi a v nékterych ohledech se
mohou jevit dokonce jako vyhodnéjsi. Slepice ma podobny imunoglobulin lidskému IgG
oznatovany IgY, ktery ovSem neaktivuje komplement jako lidské IgG a tak nevzniké
zanétliva reakce. Slepi¢i protilatky jsou tedy idealnim nastrojem pro pasivni imunizaci. I
presto, Ze jejich isolace z vajeCnych Zloutku je naro¢n€jsi, z celkového pohledu je jejich
pfiprava ekonomickd a zpusob ziskdvani je neinvazivni, ¢imZ odpada etické hledisko
vyuZzivani zvifat.

Lze ptedpokladat, Ze by se nasledné takovéto ptaci protilatky mohly ptidavat do
inhalanich smési. SlouZily by pak bud’ jako podplrna 1é¢ba pasivni imunizaci u jiZ
infikovanych pacienti nebo pfedev$im jako zplsob profylaxe vSech rizikovych skupin

ohroZenych touto bakterii.

Na zédklad€ literarniho pfehledu byly vybirany antigeny pro ptipravu slepicich
protilatek. Vyznamnym virulenénim a adheznim faktorem bakterie je bic¢ik. Hraje
dillezitou roli v iniciaci zanétlivé odpovédi organismu *°. Za jeho adhezni schopnosti je
odpovédny ptedevdim protein FIiD ze 3picky bitiku *%. Proto byly jako antigeny pro
imunizaci slepic uréeny bi¢ik (majoritni protein FliC) a C — koncové peptidy z proteinu
FliD (typu A, B) ze $picky biciku.

Prvnim krokem nas$i prace byla pfiprava antigend pro imunizaci slepic. Z bakterie

Pseudomonas aeruginosa se podafilo isolovat bi¢ikovou frakci. Molekulovd hmotnost
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pfedpokladaného bicikového proteinu ve vzorcich byla odhadnuta dle porovnani se
standardem molekulovych hmotnosti asi na 50 kDa. Dale pak bylo pomoci hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF ovéfovano, zda proteiny na elektroforetickém gelu z obrazku
18 (str. 65) obsahuji flageldrni proteiny PA. Bylo zji$t€no, Ze piedpokladany protein
z oblasti mezi 45-55 kDa vyskytujici se ve vSech vzorcich je majoritni protein bi¢iku Fli C
(typu B) o velikosti 53 kDa **°.

Slepice byly imunizovany pfipravenymi antigeny: bicikovou frakci a peptidy A /B
navazanymi na vysokomolekularni proteinovy nosi¢ KLH. Od téchto slepic byla pak dale
v prubéhu Casu sbirdna vejce a zjejich Zloutkd byly pak isolovany protilatky IgY.
Pfitomnost specifickych protilatek proti antigenim, kterymi byly jednotlivé slepice
imunizovany byla pak zjitovana pomoci testu ELISA. U vsech slepic se po tfech
imunizanich dévkach aplikovanych vrozmezi 3 tydni objevila dostate¢nd imunitni
odpovéd’. Pfitomnost specifickych protilatek byla poté dale monitorovana. Imunitni
odpovéd’ mé samozfejm€ postupem Casu klesajici tendenci. Proto byly slepicim po par
mésicich znovu aplikovany antigeny — tzv. upominaci davka, coZ opét zvysilo hladiny
jejich specifickych protilatek (vyjma protilatek proti peptidu A — ale posledni isolovana
frakce IgY obsahovala pravdépodobné i zkaZena vejce).

Dale bylo nutno zjistit, zda tyto protilatky rozpoznavaji antigen také pfimo pomoci
techniky Western blot. Jako antigen zde byla pouZita isolovana bi¢ikova frakce. Na
membranich po Western blotu (obrazek 23, str. 72) lze vidét, Ze protilatky proti bi¢ikové
frakci tento antigen opravdu rozeznavaji. V oblasti vyskytu flagelarnich proteini je
zfetelny prouZek na membrané inkubované se specifickymi protilatkami oproti membrané
inkubované pouze s kontrolni protilatkou. Protilatky proti peptidim A / B s proteiny
bi¢ikové frakce na membran€é nereagovaly. Usuzujeme, Ze reagovat by pfipadné mély
pouze protilatky proti peptidu B — jelikoZ v bi¢ikové frakci je pfitomny protein FliC typu
B, mél by se v bi¢ikové frakci vyskytovat téZ protein FliD typu B 3,

Dal3im krokem byla afinitni purifikace isolovanych protilatek. Specifické protilatky
— proti bi¢ikum i proti peptidim se podafilo nakoncentrovat afinitni chromatografii na
imobilizovanych antigenech (prokdzano metodou ELISA). Afinitni chromatografie
protilatek proti bi¢ikové frakci byla provadéna na CNBr aktivované Sepharose 4B, na niz
byl pfedtim imobilizovan antigen (isolovana bi¢ikova frakce). Specifické protilatky se
eluovaly bazickym pufrem DEA a &aste¢né i pufrem PBS s 1 M NaCl (tento krok byl
pozdé&ji vynechan, aby se zvysila eluce specifickych protilatek bazickym pufrem DEA).
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Frakce po eluci Gua neobsahovala zadné zvySené mnoZstvi specifickych protilatek.
Protilatky proti bi¢ikové frakci se tedy timto zpisobem podafilo nakoncentrovat az ~ 8x
oproti ptivodnimu vzorku (odhadnuto dle ELISA testu). Afinitni chromatografie protilatek
proti peptidim A / B byla provadéna na nosi¢i SulfoLink s imobilizovanymi peptidy A /
B. Specifické protilatky se eluovaly kyselym glycinovym pufrem. Specifické protilatky
proti peptidu A se podafilo nakoncentrovat ~ 50x oproti plivodnimu vzorku. Specifické
protilatky proti peptidu B se podafilo nakoncentrovat ~ 80x oproti pivodnimu vzorku.

S afinitn€ purifikovanymi protildtkami byl proveden opét Western blot. Touto
technikou bylo ovéfeno rozpoznani antigenu specifickymi protilatkami proti biikové
frakci ve vzorcich pfed i po afinitni chromatografii (obrazek 24, str. 79). Oproti tomu ani
afinitn€ purifikované protilatky proti peptidim A / B s proteiny bi¢ikové frakce na
membran€ nereagovaly. Protein FliD se pravdépodobné vyskytuje v isolované bicikové
frakci ve velmi malém mnoZstvi oproti proteinu FliC (jakoZto majoritnimu proteinu
bi¢iku). Z tohoto diivodu nemusi byt protein FliD rozeznatelny pro protilaitky na
membrané. Proto byla provedena ELISA protilatek proti peptidim za pouZiti bicikové
frakce jako antigenu (obrazek 25, str. 80). Touto metodou bylo zjist€no, Ze afinitné
purifikované protilatky IgY proti peptidu zproteinu FliD (B) rozeznavaji antigen
v isolované biCikové frakci (lepSiho vysledku bylo dosaZeno s antigenem povafenym
s SDS a merkaptoethanolem).

Dale byly s témito specifickymi protilatkami IgY provadény dalsi testy ** - jako uz
dfive pfi pouZiti specifickych protilatek proti celé PA: bylo sledovano zda zabratiuji ristu
¢i motilit€ bakterie Pseudomonas aeruginosa. Inhibice ristu ¢i motility pfi téchto pokusech
nebyly ani tentokrate pozorovany, ackoliv v literatufe je zminéna schopnost protilatek
ovliviiovat negativné bakterialni motilitu *” *°. P¥ipravené protilatky by viak pfedevsim
mely slouzit k zabranéni adheze bakterie, coZ je mozZné i pies to, Ze nijak neovliviiuji jeji
rust ¢i motilitu.

Pro ovéfeni funkénosti diive vyrobenych protilatek proti celé PA ** byla provedena
ELISA téchto protilatek (za pouziti formaldehydem usmrcenych bakterii jako antigenu).
Protilatky prokazaly schopnost rozpoznat antigenni struktury PA. Pfi tomto experimentu
byl také pouZit vzorek afinitn€é purifikovanych protilatek proti bi¢ikové frakci. Tyto
protilatky rozpoznavaji majoritn€ bi¢ikovy protein FliC na usmrcenych bakteriich.

Pro dal$i experimenty bylo potfeba vyzkouset, jakym zptisobem se daji oznadit
bakterie PA, aby byly dobfe pozorovatelné v mikroskopu. Bakterie byly barveny
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klasickym Grammovo barvenim nebo barvou Giemsa. V obou pfipadech byly bakterie po
obarveni viditelné, lepsiho vysledku bylo vSak dosahnuto Grammovo barvenim.

Dalsi mozZnosti vizualizace bakterii je flourescentni zna€eni pomoci sekundéarni
krali¢i protilatky IgG proti IgY konjugované s flourescenéni znackou FITC. Pomoci tohoto
znaCeni lze i ovéfit, zda vytvofené specifické protilatky IgY proti celé PA ¢&i jejim
antigennim strukturdm rozeznavaji bakterii PA. Pfi tomto pokusu vSak dochazelo i
k nespecifickému oznaCovani bakterii P4 sekundérni protilatkou bez pfitomnosti protilatky
primarni ¢i v pfitomnosti pouze primarni protilatky kontrolni. Podle o¢ekdvani nejlépe
vizualizované bakterie byly pii pouZiti primarni protilatky proti celé P4 (na obrazku 28,
str. 83) . Bylo tomu tak pravdépodobn€ ztoho diuvodu, Ze tyto protilatky jsou
polyspecifické a rozeznavaji na bakterii P4 vice struktur. Oproti tomu protilatky proti
bic¢ikové frakci ¢i protilatky pouze proti peptidim A / B jsou specifické viéi flagelarni
struktufe bakterie, ktera je oviem nepozorovatelna ve flourescenénim mikroskopu.

Nakonec byl proveden pokus, ktery mél urcit, zda pfipravené protilatky brani
adhezi PA na potkani plicni epitelidlni buiiky typu II. Isolované potkani plicni buiiky
neobsahovaly jen jeden typ bun€k, pravdépodobné nedoSlo k Gplnému oddéleni
epitelidlnich buné€k typu II a ostatnich plicnich bunék. Pro pfesnéjsi charakterizaci sloZzeni
isolovanych plicnich bun€k by bylo potifeba zkusit je oznalit napi. né€jakou specifickou
protilatkou. Délat néjaké zavéry z tohoto experimentu je bohuZel obtiZzné. V jamkach totiz
po promyvani a barveni nezistalo pfili§ buné€k, aby se vysledky daly spolehlivé vyhodnotit.
Pro buiiky to byla pravdépodobné kratka doba, aby se dokonale adherovaly na jamku a
udrZely se tam i béhem promyvani. Pfi adheznim experimentu bylo zji§t€no, Ze pouZiti
polylysinu pro lep$i adhezi bun¢k na dno jamky neni vhodné, protoZe se na povrch pokryty
polylysinem adheruji i bakterie (viz obrazek 33, str. 86). Bakteric P4 se za danych
podminek pokusu skute€né adheruji na isolované plicni buiiky — jak je vidét na obrazku 31,
str. 85.

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze se podafilo pfipravit slepi¢i protilatky proti
vybranym antigennim strukturam bakterie Pseudomonas aeruginosa, které prokézaly
specifickou reaktivitu proti pouZitym antigentim. Zatim se ovSem nepodafilo prokazat, zda
tyto protilatky jsou schopny inhibovat adhezi bakterie Pseudomonas aeruginosa na potkani
plicni epitelidlni buriky typu II. Tyto pokusy viak budou muset byt jesté zopakovany, aby
se vylou€ily pfipadné metodické nedostatky. Posledni dobou se slepi¢im protilatkam proti
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hlavnimu bi¢ikovému proteinu FliC jako slibnému profylaktickému prostfedku uz v&nuji i

samostatné studie >°.
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6. Souhrn

» Byly ptipraveny specifické slepi¢i protilatky proti bic¢ikové frakci (majoritnimu
proteinu bi¢iku FliC, typu B) a proti peptidim A / B z proteinu FliD (typu A, B) ze
$picky biciku.

> Protilatky se podafilo dale nakoncentrovat afinitni chromatografii na imobilizovanych
antigenech: protilatky proti bi¢ikové frakci ~ 8x, protilatky proti peptidu A ~ 50x a
protilatky proti peptidu B ~ 80x oproti piivodni frakci protilatek (odhadovano dle testu
ELISA).

» Metodou ELISA byl prokdzan obsah specifickych protilatek proti pouZitym antigenim

ve vzorcich pfed i po afinitni chromatografii.

» Technikou Western blot bylo prokdzano rozpoznani proteinu FliC (typu B)
protilatkami proti bic¢ikové frakci pfed i po afinitni chromatografii. Protilatky proti
peptidim A i B s proteiny bi¢ikové frakce na membran€¢ nereagovaly, ale metodou
ELISA bylo prokazano rozpoznani antigenu protilatkami proti peptidu B v bi¢ikové
frakci.

» Dosud se neprokazal inhibiéni vliv pfipravenych protilitek na adhezi bakterie

Pseudomonas aeruginosa na potkani plicni epitelialni butiky typu II.
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