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Abstrakt

Cysticka fibrosa je autozomalné recesivni onemocnéni zplisobené mutaci v genu
CFTR koédujicim chloridovy kanal na apikalni membrané epitelialnich bunék. To vede
ke zméné transportu iontli a zahusténi hlent v dychacich cestach, kde navic dochazi
ke zménam glykosylace povrchovych struktur, které se stavaji vhodnym cilem pro
adhezi bakterii. Chronické bakterialni infekce vedou k postupnému sniZovani funkce
plic, poskozeni plicni tkané a jsou hlavni pri¢inou umrti pacientd s CF.

Pseudomonas aeruginosa je nejcastéjsi patogen zptlisobujici chronické infekce u
pacientd s CF. Tyto bakterie vytvareji biofilm, ktery je chrani pred ucinky imunitniho
systému a antibiotik. Jakmile dojde ke kolonizaci PA, je obtiZné se tohoto patogenu
zbavit. Prevenci chronickych infekci PA by mohla byt profylaktickd 1é¢ba oralné
podavanymi slepi¢imi protilatkami proti adhezivnim strukturam PA.

V této praci byla testovana protilatka proti bakteridlnimu lektinu PA-IIL, ktery je
jednim z klicovych struktur podilejicich se na adhezi tohoto patogenu na epitelidlni
buriky. Nejprve bylo ovéreno, Ze pouZitd specifickd protilatka z vaje¢nych Zloutki
slepice imunizované bakterialnim lektinem PA-IIL rozeznava specificky tento lektin, a
to jak rekombinantné pripraveny, tak prirozené exprimovany bakteriemi
Pseudomonas aeruginosa. Vliv téchto protilatek na adherenci PA byl studovan na
epitelidlnich bunlkach pacienta sCF (CuFi-1) a zdravého jedince (NuLi-1).
Vyhodnoceni  vlivu  protilatek na  adhezi  bakterii bylo provedeno
spektrofluorimetricky, kdy byl urcovan pomér fluorescenci bakterialnich a
epitelidlnich bunék znacenych fluorochromy PKH.

Pouzitim luminiscencniho kmenu PA bylo prokazano, Ze fluorescen¢ni barveni
nema vliv na viabilitu bakterialnich bunék a jejich schopnost adheze.

Reprodukovatelné bylo zjisténo, Ze specificka slepici protilatka proti lektinu PA-IIL
efektivné sniZuje schopnost adheze bakterialnich bunék na bunky plicniho epitelu az
0 67 % u obou linif plicnich bunék oproti buiikdm bez pridané protilatky. Tento trend
byl pozorovan u vSech pouZitych bakteridlnich kmeni a byla prokdzana koncentra¢ni

zavislost na mnozstvi pouzité protilatky.



Kontrolni protildtka naopak vazbu bakterii na plicni buriky zvySuje. To miZe byt
zpusobeno interakci bakteridlnich lektini se sacharidy protilatky. Diky dimerické
strukture protilatky mizZe dojit k prositéni bakteridlnich bunék ptes protilatky, coz
znesnadni odstranéni bakterii v priibéhu promyvani.

Dale byl studovan vliv rekombinantné pripraveného lektinu PA-IIL na bakterialni
adhezi. Preinkubace plicnich bunék s lektinem PA-IIL vSak vazbu bakterii neovlivnila.

Vyrazné snizeni mnoZstvi navazanych bakterii v pritomnosti specifické protilatky
proti lektinu PA-IIL naznacuje, Ze slepi¢i protilatky by mohly byt vhodnym
prostredkem v prevenci bakteridlnich infekci patogenem Pseudomonas aeruginosa u

pacientd s CF.

Klicovd slova: bunécné linie, Zloutkové protilatky, luminiscence bakterii,

fluorescenc¢ni znaceni



Abstract

Cystic fibrosis is an autosomal recessive disease caused by mutation in CFTR gene
coding for a chloride channel in apical membrane of epithelial cells. This disorder
leads to the change in ion transport causing the increase in mucus viscosity in
airways as well as changes in glycosylation of saccharide structures on the cells.
Because of that these cells are the target for bacterial adhesion. Chronic bacterial
infections, which lead to gradual decline of lung function and damage of lung tissue,
are the major cause of death of patients suffering with cystic fibrosis.

Pseudomonas aeruginosa is the main pathogen causing chronic infections in cystic
fibrosis patients. This bacterium produces a biofilm protecting them from host
immune system and antibiotics. Once the colonization with PA occurs, it is difficult to
get rid of this pathogen. The prophylactic treatment with orally administered hen
antibodies against the PA virulence structures could be a prevention of chronic PA
infections.

In this work we tested the antibody against the bacterial lectin PA-IIL, which is
suggested to be involved in the adhesion of the pathogen on epithelial cells. First, it
was verified that the prepared antibody from egg yolks of a hen immunized with the
bacterial lectin PA-IIL recognizes this antigen expressed recombinantly as well as
naturally by Pseudomonas aeruginosa.

The influence of this antibody on the adherence of PA was studied on epithelial
cells derived from a CF patient (CuFi-1) and a healthy individual (NuLi-1). The effect
of antibodies on the PA adhesion was determined by means of spectrofluorimetry as
ratio of fluorescence of bacterial and epithelial cells stained with fluorochromes PKH.

By using a luminescent strain of PA we demonstrated that fluorescent dying does
not affect the viability of the bacterial cells and their adherence.

Reproducibly we found that the specific chicken anti-PA-IIL antibody effectively
reduces adhesion of bacterial cells to lung epithelial cells up to 67% in both lung cell
lines compared to PBS treated controls. This trend, which is concentration dependent,

was observed for all bacterial strains used.



On the other hand, control antibody increases the binding of bacteria on lung cells.
This may be caused by an interaction between bacterial lectins and antibody
saccharides. Because of the dimeric structure of the antibody, the inter-linking of
bacterial cells via the antibody can occur. The removal of resulting bacterial
aggregates is limited during the lung cells washing.

Furthermore, we studied the influence of the recombinantly prepared PA-IIL lectin
on the bacterial adhesion. Pre-incubation of lung cells with lectin PA-IIL did not affect
the binding of the bacterial cells.

The significant reduction in amounts of bound bacteria in the presence of specific
antibodies anti-PA-IIL suggests that hen antibodies would be a suitable tool of
preventing bacterial infections caused by Pseudomonas aeruginosa in patients with

cystic fibrosis.

Key words: cell line, yolk antibody, luminescence of bacteria, fluorescence labelling
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1 UVOD

1.1 Cysticka fibrosa

Cysticka fibrosa (CF) patfi mezi nejcastéjsi letalni dédicné podminéna onemocnéni.
Hlavni komplikaci této choroby jsou rozsahlé mikrobialni infekce plic, které vedou
k jejich nevratnému posSkozeni a naslednému selhani vedoucimu k umrti pacienta.
Jednim z nejcastéjsich patogent je bakterie Pseudomonas aeruginosa. Tato prace se
zabyva vlivem slepiCich protilatek IgY na schopnost zabranéni adheze tohoto

patogenu na burniky plicniho epitelu pacientti s CF.

1.1.1 Charakteristika onemocnéni

Cysticka fibrosa je autozomalné recesivni onemocnéni postihujici zhruba jednoho
z 2700 - 3800 novorozenci v Ceské republice, coz odpovida evropskému priiméru. Je
zpusobena mutaci vgenu CFTR kdédujicim CFTR protein. Zhruba kazdy 26. - 33.
jedinec je zdravym nosi¢em mutace tohoto genu [1]. Schéma dédi¢nosti je uvedeno na

obrazku 1.

Matka - zdrava
nositka mutace

Otec - zdravy
nosi¢ mutace

Dité - nemocné Dité - zdravy nosi¢ mutace Dité - zdravé

. Nemocny . Zdravy . Nosi¢ mutace

Obr. 1 - Autozomalné recesivni dédi¢nost cystické fibrosy

Pokud jsou oba rodice nosic¢i mutace genu pro CF, pak je pravdépodobnost narozeni nemocného ditéte
25 % a pravdépodobnost narozeni zdravého ditéte téZ 25 %. Pravdépodobnost, Ze bude dité zdravym
nosi¢em mutace, je 50%; ptrevzato a upraveno z [2].



1.1.2 CFTR protein

CFTR (z angl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, volné
preloZeno jako reguldtor transmembranové vodivosti iontli) je protein s funkci
chloridového kanalu. Gen, ktery ho kéduje, obsahuje 27 koédujicich exon na
7. chromozomu v oblasti dlouhé cca 250 kb.

Protein kdédovany CFTR genem ma funkci chloridového kandlu na apikalni
membrané exokrinnich epitelidlnich bunék. Sklada se z 1480 aminokyselin a jeho
molekulova hmotnost je zhruba 170 kDa. Tento protein je tvoren 5 doménami: dvé
domény prochazeji membranou, dvé vazou nukleotid a patd ma regulacni funkci.
Struktura je znazornéna na obrazku 2. Transmembranové domény tvori vlastni kanal,
ktery spojuje cytoplasmatickou oblast slumen exokrinnich Zlaz a ukotvuje CFTR
protein v membrané bunék. Domény, které vazou nukleotidy, jsou pohyblivé a

umoznuji otevirani a zavirani kanalu pomoci posunu regula¢ni domény.

MS0-1 MsD-2

e dpee————————

Extraceluldrni

Plasmatickd
membrana
Intracelularni
M
"F—'> NBD- ATP
ADP + P, ADP + Py

R domeéna

PEA + ATP

Obr. 2 - Model struktury CFTR kanalu

Protein se sklada ze 2 opakujicich se motivli tvofenych Sesti doménami prochazejicimi membranou
(MSD z ang. membrane-spanning domain) a nukleotid vazajici doménou (NBD zang. nucleotide-
binding domain), které jsou oddéleny regula¢ni doménou (R). Mistné fizend mutageneze MSD domény
méni vodivost a propustnost CFTR, coZ znadi, Ze tyto domény tvoii poéry v buiice. Tento pér je drzen
zavireny pomoci R domény, ktera je v nefosforylovaném stavu. Fosforylace proteinkinasami (PK) jako
napt. PKA nebo PKC ma dvoji efekt: uvoliiuje sterickou zabranu a stimuluje a usnadiuje interakci mezi
NBD a ATP. Tato fosforylace je nutna pro otevieni poru a miize byt zrusena intracelularnimi fosfaty.
Otevieni pdéru vyZaduje hydrolyzu nukleotidtrifosfatu nukleotid vdazajici doménou nasledujici
fosforylaci R domény; pievzato a upraveno z [ 3].



CFTR protein je soucasti ABC rodiny transportérovych proteinti (z ang. ATP -
binding cassette), konkrétné se jednd o ABCC7. Pro aktivaci CFTR jako chloridového
kanalu je klicova fosforylace regulacni domény proteinkinasou A, ktera je regulovana
cAMP, a hydrolyza ATP pomoci nukleotid vazajici domény. Kromé funkce
chloridového kanalu ma CFTR protein vliv na regulaci funkce rady proteinfi.

CFTR protein modifikuje funkci a vlastnosti dalsich iontovych transportérd,
naprtiklad inhibici transportu ionti sodiku ptes sodné kandly v epitelu, regulaci
chloridovych a ATP kandld, regulaci intraceluldrniho vezikuldrniho transportu,
okyselovani intracelularnich organel a inhibici endogennich, vapnikem aktivovanych
chloridovych kanald. Také ovliviiuje Cl-/HCO3  antiporter. Navic ma vliv na
propustnost vody, transport ATP a sekreci hlenu. Hlavni princip patogeneze CF tedy
spociva ve sniZené aktivité aZ inaktivité chloridovych kandlli a zdroven zvysené
aktivité sodnych kanald.

Fyziologicky prostupuji Na* i Cl- ionty membranami, osmoticky prenaseji vodu, a
tim zajistuji hydrataci produkt exokrinnich Zlaz. U CF je poruSena resorpce Cl- a
zarovenn neni pomoci CFTR inhibovan sodny kanal ENaC (z ang. epithelial Na
channel), coZ vede k iontové nerovnovaze v lumen vyvodii exokrinnich Zlaz, zahusténi
sekretli a k poruse vrozené imunity, jejiz faktory jsou na rovnovahu iontli velmi
citlive.

CFTR protein ma také funkci jako receptor pro endocytosu mikroorganismi,
zejména Pseudomonas aeruginosa, Salmonela typhimurium a Aspergillus fumigatus.
Jeho mutaci navic dochazi k okyseleni fagosomdii [4, 5, 6].

Bylo identifikovano vice nez 1900 moznych zmén v sekvenci CFTR genu, z nichz
minimalné 1500 mize zplsobovat onemocnéni. Frekvence jednotlivych mutaci se lisi

mezi riznymi etnickymi skupinami.

1.1.2.1 Klasifikace mutaci CFTR genu

Rézné mutace v CFTR genu mohou byt rozdéleny do 5 hlavnich skupin podle vlivu
na funkci vysledného proteinu:
0 Trida I - Vadnda syntéza proteinu
Do této tridy patii mutace, které vedou k naruSeni syntézy proteinu. Patii sem
ynekdédujici“ (nonsense) mutace, napriklad predc¢asné zarazeni stop kodonu, posuny

¢tecitho ramce, rozsahlé delece a inzerce.



0 Trida Il - Nesprdvné sbaleni proteinu
Protein je sprdvné syntetizovan, ale dochazi k jeho nespravnému sbaleni a
transportu do proteasomu. To vede k absenci vysledného proteinu na membrané.
Zhruba 80 % pacienti ma mutaci ze tfidy II, sem patii i nej¢astéjsi mutace F508del.
0 Trida IIl - Nefunkéni CFTR protein v membrdné
Protein je zabudovan do membrany, ale je porusena regulace a nemize dochazet
k prichodu chloridovych iontl kanalem.
0 Trida IV - SniZend vodivost kandlu
0 Trida V - SniZeni poctu CFTR proteinti
Dochazi k vyrazné snizenému poctu CFTR proteint, které ale maji normalni funkci
v bunétné membrané. Patfi sem i mutace, které ¢astecné narusuji spravny sestrih
proteind [5, 7].
Efekt mutaci je tkanové specificky. Nejcitlivéjsi je slinivka, potni Zlazy, muZsky
reprodukéni trakt (chamovod) a vedlejsi nosni dutiny. PostiZeni plic je zavislé

neptimo, zejména diky vlivu prostiedi na bakterialni infekce [1].

1.1.3 Klinické priznaky

Absence, strukturni zmény nebo nedostatecnd funkce CFTR proteinu vedou k
poruse transportu soli na sliznicich v dychacich cestach, zazivacim a reprodukénim
traktu, kde dochazi ktvorbé hustého hlenu. Zaroven dochazi k malabsorpci
chloridovych a sodnych iontd v potnich zlazach, ktera pri zvySeném poceni miize vést
k dehydrataci. Jednotlivé priznaky jsou velmi variabilni mezi pacienty podle
jednotlivych mutaci CFTR genu a zaroven jsou ovlivnény exogennimi faktory jako je

Cetnost infekci, Cistota vzduchu, imunoprofylaxe a v neposledni fadé stav vyzivy

pacienta [8].

Dychact ustroji

V dychacich cestach dochazi k tvorbé hustého hlenu, ktery umoziiuje rist bakterii a
vznik infekci, které vedou kzachvatiim kasle. Casté jsou také zanéty a infekce
vedlejsich nosnich dutin. Dochazi i k bronchitiddm a zapalim plic. Dlouhotrvajici
infekce mohou vést knevratnému posSkozeni plic. ZhorSena funkce plic ma za
nasledek ztizené dychani a zachvaty dusnosti. U nékterych pacientli miize dochazet

k tvorbé nosnich polypt, které musi byt chirurgicky odstranény.



Travici ustroji

V travicim ustroji dochazi vlivem hlenu k zablokovani bunék v pankreatu, coz ma
za nasledek sniZeni produkce travicich enzymi. Nedostatek travicich enzymi vede
k nedokonalému traveni tukl a proteinti, které télo nemize zcela vyuzit. Problém
nastava zejména u déti s CF, které Spatné prospivaji a nepribyvaji na vaze.

Spatné traveni vede ktvorbé objemné a mazlavé stolice nebo az Kk prijmiim.
U novorozencli dochazi kblokaci stfev tzv. mekoniovym ileem, kterd musi byt
chirurgicky resena. S postupem choroby se ddle mohou objevit pankreatitidy, prolaps

rekta, hepatitidy, diabetes a Zlu¢ové kameny.

Reprodukcni systém
Zeny s CF jsou plodné, ale je pro né velmi té7ké otéhotnét kvili pfitomnosti
hustého hlenu, ktery blokuje prostup spermii. Muzi s CF jsou neplodni, protoZe maji

nefunk¢éni chdmovody.

Dalsi symptomy

Nerovnovaha elektrolytli zpiisobuje, Ze je pot pacienti s CF extrémné slany diky
vysokému obsahu vyloucenych soli. To mizZe pti zvySené namaze vést k dehydrataci
organismu. Dochazi také kriidnuti kosti (osteoporosa a osteopenie) a tvorbé

palickovych prstti [9].

1.1.4 Diagnostika onemocnéni

U CF je nutné diagnosu stanovit co nejdrive, aby bylo mozné zahdjit efektivni 1é¢bu.
Proto je od roku 2009 CF testovdna v ramci novorozeneckého ,screeningu“ spolu
s dalSimi 12 chorobami.

Novorozenecky ,screening” je ploSné preventivni vySetieni novorozenct, jehoz
cilem je odhalit 1éCebné ovlivnitelné choroby vjejich preklinickém stadiu, a tim
pacientiim zajistit véasnou 1é¢bu a minimalizaci nasledkil. Testovani probiha ze suché
kapKky kapilarni krve odebrané novorozenci z paty na filtra¢ni papirky [10].

Diagnosticka kritéria pro potvrzeni onemocnéni jsou nalezy jednoho nebo vice
Klinickych priznak charakteristickych pro CF, rodinnd anamnéza, pozitivni

novorozenecky ,screening” a laboratorni priikaz abnormalni funkce CFTR proteinu,



ktera je potvrzena nalezem 2 patogennich mutaci v CFTR genu, vysokou koncentraci
chloridd v potu nebo in vivo prokdzanou poruchou transportu elektrolytd.

Mezi standardni vySetteni patii potni test. Tato metoda spociva ve stimulaci poceni
pomoci pilokarpinové iontoforesy a nasledném sbéru potu, ve kterém je stanovena
koncentrace chloridovych iontl. Zjisténa koncentrace chloridi nad 60 mM u déti a
70 mM u dospélych s vysokou pravdépodobnosti svédci o CF.

DNA ziskana z krve pacienta miize byt testovana pomoci molekularné genetického
vySetreni na pritomnost nejcastéjSich mutaci CFTR genu. Tato metoda se vyuZiva u
vzorki z novorozeneckého ,screeningu”.

Pri potvrzeni diagnosy CF se obvykle testuji i blizci pribuzni pacienta, aby se zjistila

pritomnost mutaci a riziko prenosu mutace na dalsi generace [6].

1.1.5 Lécba

Cystickd fibrosa je stdle nevylécitelnd, ale vsoucasnosti jiZ lécitelnd choroba.
Zakladem léc¢by je kombinace optimalni vyzivy, 1ékatrské péce a 1écebné rehabilitace.
Lécba je pouze symptomaticka, celoZivotni a velmi intenzivni aZ agresivni. Cilem je co
nejdéle udrzet funkci plic a kvalitu Zivota pacienta [11, 12].

Hlavni pri¢inou dmrti pacientl s CF jsou chronické bakterialni infekce, které vedou
k postupnému sniZovani dechového objemu. Pretrvavajici infekce vedou k poSkozeni
plicni tkané [13].

Zakladem lécby je udrzeni priichodnosti dychacich cest pomoci inhala¢ni terapie.
Kinhalacim jsou vyuZivany inhaldtory a nebulizatory s roztokem amiloridu, ktery
blokuje reabsorpci sodiku z dychacich cest. Dale je vyuZivana rekombinantni lidska
DNAasa, kterd zred'uje hlen tim, Ze rozklddd DNA zdegradovanych neutrofild.
Inhalaci nasleduje respiracni fyzioterapie k odstranéni naredéného hlenu.

Dilezitd je separace pacientli kolonizovanych rlznymi patogeny. Klécbé
bakterialnich infekci jsou podavana intravenosni baktericidni antibiotika ve vysokych
davkach. Ke zvladnuti zanétlivych procesii v plicich jsou vyuzivany kortikoidy, které
ale nejsou vhodné pro dlouhodobé uzivani. Misto nich je ¢asto podavano makrolidové
antibiotikum azitromycin, které ma vyrazné protizanétlivé ucinky.

Riziko zhorseni funkce plic se zvysuje i po virové infekci, proto jsou pacienti s CF

ockovani podle bézného schématu, knémuz se pridava vakcina proti chripce.



U nemocnych snedostatecnou plicni funkci je vyuzivana dlouhodobd domaéci
oxygenoterapie. Posledni moZnosti je pak transplantace plic, ktera je ale omezena
striktnimi kritérii vybéru a nedostatkem darct.

Pankreaticka insuficience je kompenzovana peroralni substituci pankreatickych
enzymu. DileZita je také spravnd vyziva, ktera ma velky vliv na prognosu, kvalitu
Zivota a vyskyt infekci [11, 12].

Vznik specializovanych CF center poskytl pacientim multidisciplinarni péci. Diky
tomu se v soucasné dobé stiedni délka Zivota pacientli s CF zvysila na témér 40 let a
predpoklada se, Ze se v dnesni dobé narozené déti s CF jiz doziji 50 let.

Nicménég, inhalace a uzivani zna¢ného mnozstvi 1éki nékolikrat denné je pro

pacienty velkou zatézi. Genova terapie k zavedeni CFTR genu do epitelidlnich bunék

dychacich cest by byla idealni cestou k 1écbé CF.

Genovd terapie

Cilend lécba se v mediciné zacala rozvijet spolecné spokroky v molekularnich
technologiich a jeji hlavni vyhodou je schopnost prizplsobit 1écbu genetickému
profilu jednotlivce a vyhnout se tak neZddoucim dc¢inkim.

V 1é¢bé respiracnich onemocnéni nejsou zatim tyto postupy bézné z dlivodu
komplexity onemocnéni. Vyjimku tvori pravé cysticka fibrosa, kde je geneticky defekt
velmi dobfe definovan jako mutace CFTR genu. Od objeveni CFTR kanalu jako pri¢iny
CF je snaha o cilenou genovou terapii vedouci k ndpravé mutace na bunéc¢né trovni.
Predpoklada se, Ze k potlaceni projevili CF je zapottebi alespont 50 % funkénich CFTR
proteint. Techniky genové terapie vyZaduji pifimou aplikaci vektoru na cilové buiiky a
zajisténi jeho priichodu do jejich jader. Byly zkoumany a testovany virové i nevirové
vektory k transportu DNA do bunék [14, 15].

Jako prvni byly zkoumany adenovirové vektory. Adenoviry jsou DNA viry, které
zplisobuji nachlazeni. Z virovych ¢astic byla odstranéna virova DNA a nahrazena DNA
nesouci gen pro CFTR. Tyto vektory nepronikaji do jadra, ale ziistavaji v cytoplasmé,
proto je transfekce jen prechodna. DalSi nevyhodou je reakce imunitniho systému na
pritomnost virové castice a vznik zanétu.

Byly hledany jiné virové vektory, které by nenavozovaly odpovéd imunitniho
systému. Nadéjnymi prostiredky pro genovou terapii jsou vtomto ohledu lentiviry.

Tyto vektory zatim ale nebyly testovany na pacientech.



Dal$im typem jsou vektory nevirové povahy. Jako vektor se obvykle pouziva
plazmid nebo nosnd molekula, ktera dokaZe pirenést DNA do buriky. Potencidlni
Byly testovany liposomy, coZ jsou fosfolipidové struktury tvorici vesikuly, ve kterych
je uzaviena DNA. Tyto vektory nevyvolavaji imunitni odpovéd’, ale transfekce bunék

neni prilis efektivni [15].

Vneseni mRNA

Problémy spojené s pouzitim vektori pro vneseni DNA do buiiky by bylo mozZno
prekonat pouzitim mRNA obsahujici gen pro CFTR protein. Molekuly mRNA jsou do
bunék transportovany pomoci €astic na bazi polyethylenglykolu. Molekula mRNA je
stabilizovana dpravou 5’ konce fetézce a pomoci inhibitorti RNAs. Tato metoda ma
fadu vyhod - translace probiha vcytoplasmé a mRNA tedy nemusi byt
transportovana do jadra, mRNA konstrukt je mnohem mensi nez DNA a miZe byt
pouzit opakované bez vzniku vedlejSich uUcinkd. Nevyhodou je, Ze exprese klesa
béhem nékolika dni, proto je nutna opakovana aplikace.

Na plicnich bunikdch s mutaci F508del bylo prokazano, Ze po transfekci mRNA se
vyrazné zvysi poCet CFTR kandli na membrané bunék. Tato metoda by tedy mohla

byt dalsi moZnosti 1é¢by cystické fibrosy [16].

Oprava mutantniho proteinu

Metodou jak vyresit zakladni problém CF je vyvoj genotypové specifickych
nizkomolekularnich 1é¢iv modulujicich funkci CFTR proteinu. Byly zvoleny tfi hlavni
pristupy.

Prvnim znich jsou ,potenciatory” zvySujici funkci CFTR kandli na apikdlnim
povrchu epitelidlnich bunék. Dojde k prodlouZeni ¢asu, po ktery je kanal otevireny a
tim ke zvySenému transportu iontt. Tyto latky jsou pouZivané u mutaci tridy Il a IV,
kde se CFTR protein dostane na membranu, ale je nefunk¢ni.

Druhou skupinou jsou ,korektory“, které zlepsuji intraceluldrni zpracovani
proteinu u mutaci tridy Il a umoZzni vice proteintim dostat se na membranu.

Posledni skupinou jsou ,korektory produkce” podporujici Cteni predcasné
ukoncenych kodonli na mRNA a tim zvySujici produkci CFTR proteinu u mutaci

t¥idy L.



V roce 2012 zacala léc¢ba cystické fibrosy nizkomolekularni latkou s nazvem
ivacaftor (VX-770), kterd uspésSné opravuje funkci posSkozeného CFTR kandlu u
pacientli s nékterymi mutacemi. Bylo prokdzano vyznamné zvySeni transportu
chloridl a zlepSeni mukocilidrni clearance u pacientti s mutaci Gly551Asp, kterou ma
zhruba 5 % pacienti. Ivacaftor je tzv. ,potenciator” funkce CFTR kandlu a spolu
s ,korektorem“ lumacaftor byly vUSA schvaleny i pro pouziti u pacientl
s nejrozsirenéjsi mutaci F508del.

Dalsi skupinou léciv jsou supresory predcasné terminace translace proteinu na
ribozomu. Mezi tyto latky patfi napriklad aminoglykosidova antibiotika, ktera se vazi
na ribozom a zajisti, aby byl syntetizovan cely protein. U¢inky téchto slou¢enin byly

prokazany in vitro, na zvitecich modelech i pacientech. Nyni je ve druhé fazi

Klinického testovani latka Ataluren. [14, 15, 17].

Vakciny proti bakteridlnim patogeniim

Vétsina patogenli napadajicich pacienty sCF, zejména Burkholderia cepacia
komplex, Pseudomonas aeruginosa (PA) nebo Mycobacterium abscessus, patii mezi
bakterie velmi rezistentni na lécbu antibiotiky. Momentalné neni k dispozici Zadna
vakcina proti témto patogentim.

Jednou uUcinnou terapii bakterialni infekce je v sou¢asné dobé podavani antibiotik.
Bakterie se vSak po opakovaném uzivani na antibiotika stavaji rezistentni. Bakterie
navic maji riizné kmeny s rozdilnymi vlastnostmi a velmi snadno mutuji.

Rezistence na antibiotika je hlavnim problémem pacienti s CF. Multirezistentni
kmeny B. cepacia, P. aeruginosa nebo M. abscessus ¢asto vedou k infekcim, které jsou
letdlni. Rlizné vakciny proti PA jsou v klinickém testovani. Jsou testovany zejména

vakciny proti alginatu, bi¢iku a fadé membranovych proteinti [18].

1.1.6 Imunita u pacientt s CF

U CF nebyly nalezeny Zadné primarni patologie ve funkci imunitniho systému.
Imunitni systém pacientli s CF na pritomnost infekce reaguje zcela adekvatné, ale
dalSi okolnosti CF patogenese znemoznuji efektivni fungovani imunitniho systému a
tim Gc¢inné odstranéni patogent. Stejné jako u zdravych jedincl reaguji nejprve slozky
vrozené imunity, a ty jsou po aktivaci T a B lymfocyti nasledovany specifickymi

imunitnimi reakcemi [6].
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Vrozend imunita

Vrozena imunita funguje jako bariéra a je prvnim ochrannym mechanismem
reagujicim na vstup patogenu do organismu. Mezi jednotlivé funkéni komponenty
vrozené imunity patfi neutrofily, makrofagy a epitelidlni burky, které rozpoznavaji,
zpracovavaji a likviduji patogeny a také produkuji celou fadu antimikrobialnich latek.

PrestoZe CF neni povaZovana za primarné imunodeficientni onemocnéni, mnoho
sloZek vrozené imunity je u tohoto onemocnéni pozménéno, zejména mukociliarni
clearance, produkce antimikrobidlnich (poly)peptidi neutrofilli, makrofagl, a
v neposledni fadé samotny kanal CFTR.

Vyznamnou slozkou vrozené imunity je mukociliarni clearance, ktera chrani
dychaci cesty. Neschopnost mutovaného CFTR kanalu efektivné sekretovat chloridové
ionty z epitelidlnich bunék dychacich cest do extracelularni tekutiny zpilisobuje
vyraznou absorpci vody z tekutiny dychacich cest, coZ vede k vyraznému zhorSeni
mukociliarni clearance vznikem hustého hlenu v dychacich cestach, ktery nemiize byt
efektivné odstraniovan a usnadiiuje kolonizaci bakterialnimi patogeny.

Viskosni sekrety také mohou ucpat kanalky submukosnich 7Zlaz a jejich produkty,
mezi které patfi napr. bakteriolytické enzymy a [(-defensiny, nemohou byt
sekretovany, coZ umoznuje kolonizaci a infekci respira¢niho epitelu bakteriemi.

Epitelidlni bunky vyuZivaji CFTR protein jako receptor k endocytose bakterii
Pseudomonas aeruginosa a naslednému odstranéni z dychacich cest. CFTR tedy miize
byt povaZovan za vyznamnou soucast mechanismi vrozené imunity a jeho mutace ci
deficit ma primou spojitost sinfekci Pseudomonas aeruginosa diky vytvoreni
prostredi vhodného pro adhezi a rlist této bakterie.

Vysoka viskozita sekretll téZ u CF negativné ovliviiuje pohyb neutrofilli, které
nemohou efektivné napadnout bakteriadlni patogeny a dochazi ke vzniku chronické
infekce. Neschopnost imunitniho systému zabit bakterie v hustém hlenu ma poté za
nasledek hromadéni bunék imunitniho systému v misté infekce. Z téchto bunék se
poté uvoliiuje endobronchialni DNA, ktera jeSté zvySuje viskozitu hlenu, coz vede ke
zvySené bakterialni adhezi a tvorbé biofilmu. Pfehnana imunitni odpovéd' na trvalou
infekci zpiisobuje nejen poskozeni plicni tkanég, ale také prestavbu tkané zplisobenou

plisobenim proteas a ristovych faktort [19, 20].
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Specifickd imunita

Nejvyznamnéjsi slozkou specifické imunity jsou protilatky. Ani u specifické imunity
nebyla u pacienti sCF zjisténa zadnd deficience, naopak casto dochazi
k hypergamaglobulinemii [6].

Protilatky (imunoglobuliny) jsou glykoproteiny produkované imunitnim systémem
jako odpovéd na pritomnost cizorodé latky, antigenu. Protilatky specificky
rozpoznavaji a vazou své antigeny s cilem jejich neutralizace a odstranéni
zorganismu. Antigenem milZe byt nizkomolekularni latka, ale i cely
mikroorganismus.

Imunoglobuliny jsou produkovany B-lymfocyty. Nejprve dojde k navazani antigenu
na povrch B-lymfocytli, které se zacnou délit a po maturaci se znich stanou
plasmatické bunikky produkujici protilatky. Protildtka na antigenu specificky
rozpoznava jeho ¢ast nazyvanou epitop. Polyklondlni protilatky jsou smési protilatek
obsahujici protilatky od rlznych klont B-bunék, které rozpoznavaji jednotlivé
epitopy na antigenu.

Zakladni stavba imunoglobulini je stejna, ale navzajem se lisi v ¢astech vazajicich
antigen. Kazda molekula imunoglobulinu je sloZena ze dvou pari polypeptidovych
fetézcl tvoricich tvar pismena Y. RozliSujeme 5 zakladnich typli imunoglobulinti: IgA,
IgD, IgE, IgG a IgM. Nejvice zastoupeny je imunoglobulin G. Jeho molekula ma velikost
zhruba 155 kDa [21]. Struktura imunoglobinu G je znazornéna na obrazku 3, na
strané 13.

Dva tézké retézce (H, z ang. heavy) jsou kovalentné spojené disulfidickymi miistky
a ke kazdému je jesté disulfidovou vazbou pripojen lehky (L, z ang. light) fetézec.
Tézké retézce se skladaji z nékolika domén, zpravidla Ctytr nebo péti, lehké se skladaji
ze dvou domén. Misto, kde jsou tézké retézce mezi sebou spojeny disulfidovymi
mistky, se nazyva pantova oblast.

Domény na N-konci obou typi fetézci jsou variabilni (Vu, V1), jejich struktura se
lisS{ mezi molekulami imunoglobulinli produkovanymi rtznymi klony B-lymfocytd.
Variabilni domény spolecné vytvari vazebné misto pro antigen. Ostatni domény jsou
konstantni (Cy, Cp). Molekulu protilatky lze rozstépit proteolyticky papainem na
fragmenty — dva Fab fragmenty a Fc fragment [22]. Fab fragment obsahuje cast, ktera

je zodpovédna za vazbu antigenu. Fc je konstantni ¢ast IgY nesouci N-glykosidové

12



vazané sacharidové struktury. Navazani Fc fragmentu na receptor spusti dalsi

imunitni odpovéd’ [23].

Zakladni struktura protilatky

B, vazebhné misto UL
pro antigen

Pantova oblast

| konstantni doména
tézkého fetézce

(C)

Fc

variabilni doména
tézkého fetézce
(Vn)

konstantni doméng
lehkého fetézce
(<)

variabilni doména

lehkého Fetézce f N
(vi)

disulfidovd vazha

molekula sacharidu

Obr. 3 - Struktura imunoglobulinu G
Molekula imunoglobulinu je sloZena ze dvou parl tézkych fetézcl spojenych v pantové oblasti. Na né
jsou vazany dva lehké retézce. Kazdy typ retézce se dale sklada z variabilnich a konstantnich domén.

Variabilni domény jsou mistem vazby antigenu; pievzato a upraveno z[24].

1.1.7 Slepici protilatky
Ptaci maji 3 druhy imunoglobulini: IgA, IgM a IgY. Imunoglobuliny typu A a M se
vyskytuji ve vaje¢ném bilku, imunoglobulin Y je zejména v séru a vaje¢ném Zloutku,
jejich hlavni roli je ochrana embrya.

IgY jsou funkci velmi podobné savéim IgG, ale maji castecné odliSnou strukturu. IgY
maji diky vy$$i molekulové hmotnosti domén tézkého tetézce a vétsi glykosylaci

v

molekuly vyssi celkovou molekulovou hmotnost (okolo 167 kDa). Navic jsou mnohem
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rigidnéjsi, ale zato odolnéjsi vii¢i proteolytické degradaci a fragmentaci, a jsou velmi
stabilni viic¢i teploté a pH.

Slepici protilatky se zdaji byt vhodnou alternativou k sav¢im protilatkdm diky radé
vyhod. IgY jsou ukladany do vaje¢ného Zloutku, odbér je tedy neinvazivni. Navic diky
velké fylogenetické vzdalenosti ptakl a savci je mozna produkce protilatek i proti
savéim epitopim, na které by produkéni savci nebyli citlivi. Tyto protilatky také
neaktivuji komplement a nezptlsobuji zanét. Velkou vyhodou je, Ze si patogeny na
protilatky na rozdil od antibiotik nemohou vytvorit rezistenci.

Slepice do Zloutku produkuji velké mnoZstvi protilatek, cca 10 mg/ml. Slepice
béhem meésice snese zhruba 20 vajec, z nichz lze izolovat zhruba 2 g IgY, 2-10 %
z tohoto mnozZstvi jsou protilatky specifické vii¢i antigenu pouzitému pfi imunizaci.

Vejce jsou béZnou soucasti naseho jidelnicku, a proto na né imunitni systém nijak
nereaguje. Pasivni imunizace pomoci IgY by tedy mohla byt nadéjnou cestou
imunoterapie bez vedlejsich toxickych efektd.

Uéinky IgY na snizovani bakterialni a virové zatéZe jiz byly prokazany pokusy na
zviratech i v klinickych studiich na lidskych pacientech a imunoterapie specifickymi
protilatkami se zda jako vhodn4 alternativa k prevenci infekci u lidi i zvirat [25].

Slepici protilatky jsou vhodné napriklad jako antiséra pti hadim ustknuti, které
jsou ucinnéjSi a 1épe snaSené nez komnské. Oralni podavani specifickych slepicich
protilatek se také ukazalo jako efektivni ochrana proti radé strevnich patogeni, jako
jsou hovézi a lidské retroviry, koronaviry, E. coli a Salmonella sp. [26, 27, 28, 29, 30].

Slepi¢i protilatky byly také testovany jako prevence infekci bakteriemi
Pseudomonas aeruginosa u pacientii s CF. Jakmile u nich dojde ke kolonizaci PA,
zbaveni se této bakterie je témér nemozné. Profylakticka lécba oralné podavanymi
protilatkami proti PA by mohla byt cestou kprevenci chronickych infekci PA u
pacientd s CF.

Bylo zjisténo sniZeni adherence bakterii na lidské epitelidlni bunky in vitro, snizil
se vyskyt infekce PA a pri kolonizaci nedochazelo k tvorbé mukoidniho kmenu. IgY
jsou tedy efektivni pii dlouhodobé imunoterapii bez negativnich vedlejSich efektl

[25].
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1.1.8 Zmeény glykosylace u CF

Jednim z hlavnich znaki CF je zména struktury glykoproteinti buné¢ného povrchu.
Abnormalni glykosylace sekretovanych a v membrané vazanych mucinti dychacich
cest souvisi s bakterialni infekci a zanétem v dychacich cestach CF pacienti. Je zndmo,
Ze PA a dalsi pro CF typické bakterie, pouzivaji pozménéné glykanové struktury
mucind jako receptory pro svou vazbu pomoci adhezini, predevsim lektint, které
tyto struktury specificky rozeznavaiji.

Mukosni sekrety a rasinky na apikalni strané epitelidlnich bunék vlumen
dychacich cest jsou velmi bohaté na glykosylované muciny. Muciny jsou hlavni
proteinové struktury povrchi bunék dychacich cest a jejich rasinek. Jednd se o
glykoproteinové makromolekuly s velikosti viadu MDa, které obsahuji rozsahlé
oblasti bohaté na serin a threonin, na které jsou O-glykosidicky vazané glykanové
struktury.

0-glykany, vyskytujici se vlidskych mucinech, maji velmi variabilni velikost, od
disacharidi aZ po rozsahlé vétvené struktury, a obsahuji rtizné typy sacharidovych
zbytki jako je napft. galaktosa, fukosa, N-acetylglukosamin nebo Kkys. sialova.
N-glykosylace neni v mucinech tak obvykla.

Nejvétsimi producenty mucinii jsou pohdarkové bunky a submukosni Zlazy
v priiduskach. Sekretované muciny se pres disulfidové vazby mezi proteiny spojuji v
oligomerni komplexy, naproti tomu muciny vazané v membrané bunék dychacich cest
jsou mensi a polymerni struktury netvori.

Muciny u zdravych jedinc svymi vlastnostmi prispivaji k funkci imunitniho
systému zachytem bakterii, které jsou nasledné odstranény fagocytujicimi burikami
nebo pohybem rasinkového epitelu. U CF dochazi diky zvySenému poctu mukosnich
zlaz k nadmérné sekreci vysoce viskosniho hlenu, ktery blokuje dychaci cesty a neni
odstraniovan pomoci mukociliarni clearance. Toto prostredi se poté stava vhodnym
médiem ke kolonizaci a rlistu bakterii.

U rady tkadni a télnich tekutin pacienti sCF, vcetné sekretovanych a
membranovych mucini, byly zjiStény zmény normalni glykosylace. Sekretované
muciny maji sniZenou fukosylaci, sulfataci a zvySenou sialyzaci. U membranovych
mucind bylo zjiSténo sniZeni celkové glykosylace, sniZeni sialyzace a zvySeni

fukosylace.
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Patogeny jako P. aeruginosa maji na svém povrchu specifické glykosidasy, které
mohou pozmeénit glykosylaci hostitelskych mucin a odkryt glykanové receptory,
které nasledné vyuziji k vazbé na buiiku. Pritomnost bakterii zplisobi zanét plic a
rozSireni zanétu, ktery ma také vliv na zmény glykosylace. Na misté vzniklého zanétu
se poté hromadi leukocyty, B-buniky a makrofagy, které jeSté prispivaji k poSkozeni

plicni tkané [31].

1.2 Bakterie napadajici pacienty s CF

Prostiedi dychacich cest je velmi bohaté na muciny, na které se vazi patogeny, a
dochazi tak kinfekci. Vysoce viskosni hlen, ktery nemiiZze byt z dychacich cest
prirozené odstranén pomoci mukocilidrni clearance, hypoxické prostredi, neefektivni
plisobeni imunitni odpovédi a pozménéné prostiedi prispivaji k vyssi nachylnosti
dychacich cest k infekci bakteriemi [31].

Respiracni selhdani v dlisledku chronické infekce a zanétu dychacich cest je
nejcastéjsi pricinou umrti pacientli s CF. Mezi hlavni patogeny napadajici tyto
pacienty patfi Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Haemophilus

influenzae a Burkholderia cepacia komplex [32].

1.2.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je oportunni patogen zplisobujici akutni a chronické
infekce, zejména u pacientli s CF, ktery dokaze zpracovat Siroké spektrum Zivin a je
schopny adaptovat se na rlizné Zivotni podminky. MoZnosti 1é¢by téchto infekci jsou
velmi omezené, protoZe bakterie vykazuji vysokou rezistenci vici vétSiné bézné
pouzivanych typi antibiotik. Navic dokaZou tvorit biofilm, ktery je chrani pred uc¢inky
antibiotik a imunitniho systému [33].

PA je nejCastéjSim patogenem napadajicim pacienty s CF, v dospélosti je timto

patogenem chronicky infikovano az 80 % nemocnych [6].

1.2.1.1 Charakteristika patogenu

Pseudomonas aeruginosa je gram negativni aerobni tyc¢inkovita bakterie o velikosti
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1,5 - 3 pm. Pohybuje se pomoci polarniho bic¢iku. Vzhled bakterialnich bunék PA je
znazornén na obrazku 4. Klinické izolaty maji obvykle jesté pili, které pomadhaji
bakterialni adhezi a kolonizaci hostitele.

PA jsou bakterie pritomné ve vodé i v plidé a béZné se vyskytuji i v nemocni¢nim

prostiredi [34].

Obr. 4 - Bakterie Pseudomonas aeruginosa [35]

PA mé nefermentativni aerobni metabolismus. DokaZe metabolizovat velké mnoZstvi
organickych sloucenin, ale miiZe rist i vanaerobnim prostredi, kde jako akceptor
elektronli pro respiraci vyuziva dusi¢nan. Nejlépe roste pri 25°C-37°C, ale dokaze
prezit ve velkém rozmezi teplot. Také je schopna odolavat vysokym koncentracim
soli, barviv, slabych antiseptik a béZnych antibiotik.

Béhem infekce roste PA v plicich CF pacientli v mikroaerobnich a anaerobnich
podminkach. Rast v podminkidch snedostatkem kysliku vede k fyziologickym
zménam PA, ktera zacne produkovat alginat a zméni se stavba jeji vnéjsSi membrany,
¢imZ se stane vice rezistentni.

Vétsina kmenli PA produkuje rlzné typy pigmenti, nejCastéji pyocyanin a
fluorescein. Také dochazi k produkci extracelularnich proteas, které se podileji na

destrukci tkani [34, 36, 37].

17



PA zpisobuje infekce mocovych a dychacich cest, dermatitidy, infekce mékkych
tkani, bakteremie, infekce kloubi a kosti, infekce zrakového a sluchového aparatu,
gastrointestinalni infekce a u imunosuprimovanych pacienti miize vést az
k rozsahlym systémovym infekcim [38].

V pripadé poskozeni hostitelské tkané vétSinou vykazuji pozménénou glykosylaci.
U cystické fibrosy vede mutace CFTR genu ke zménénému pohybu iontd a zaroven
ovliviiuje N-glykosylaci CFTR proteinu a dalSich buné¢nych glykoproteind. ZvySena
fukosylace a sniZzena sialyzace se zvySenou hladinou LewisX a Lewis? epitopl
umoznuje snadnéjsi a silnéjsi vazbu PA na hostitelské bunky [39].

Pseudomonas aeruginosa se mohou vyskytovat ve trech typech kolonii. Izolaty
z pidy a vody tvoii malé, drsné kolonie, zatimco klinické vzorky jeden ze dvou typi
hladkych kolonif. Prvni typ je hlenovity, coZ je zplisobeno produkci extraceludrnich
polysacharidli, zejména alginatu. Tento typ je vétSinou izolovan z mocovych a
dychacich cest pacientii. Druhy typ je hladky a zvySeny [40]. Vzhled kolonii

z klinickych vzorki je na obrazku 5 na strané 19. Kmeny PA izolované z pacientti s CF

jsou obvykle mukoidni a produkuji velké mnozstvi extraceluldrnich polysacharidi

[34].

Obr. 5 - Kolonie Pseudomonas aeruginosa; prevzato a upraveno z [41]
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1.2.1.2 Adhezivni struktury PA

Virulence bakterie Pseudomonas aeruginosa je spojena s jeji schopnosti adherovat
na povrchy hostitelskych bunék, tvorit biofilm a vylucovat hydrolytické enzymy a
toxickeé latky.

Hlavni roli u virulence bakterii hraji sacharidy, a to jak na bakteriadlnich, tak
hostitelskych buiikach. Hostitelské sacharidy, zejména muciny na sliznicich a
glykokonjugaty, na povrchu bunék plisobi jako specifické cile pro navazani patogenu
a podili se tak na vzniku infekce.

Selektivita bakterii zavisi na specificnosti jejich lektini a adhezind viici
hostitelskym sacharidiim. PrestoZe nékteré z proteini, které vazou sacharidy byly
diikladné studovany, jejich presna role v rozpoznavani a adhezi na hostitelské burky
dosud nebyla plné objasnéna. Bylo identifikovdno nékolik typl receptorii na
hostitelskych bunkach.

Flagellin a flagelarni protein FliD rozpoznavaji mucinové oligosacharidy, adheziny
na pilich hraji neméné dtilezitou roli v adhezi zprostiredkované sacharidy.

Jednim z klicovych faktort adheze jsou lektiny, proteiny neimunitni povahy, které
specificky rozpoznavaji a vazou sacharidové struktury. Vyskytuji se v mnoha
organismech od virli po zZivocichy a hraji dileZitou roli v mezibunécné interakci.
Bakterie vyuZzivaji lektiny jako adhezivni struktury k vazbé na glykosylované proteiny
hostitelskych bunék. Pseudomonas aeruginosa tvori dva typy lektinti, PA-IL a PA-IIL.

Lektin PA-IL, o velikosti 51 kDa, se sklada ze Ctyr podjednotek sloZenych ze
121 aminokyselin. Selektivné vaZze D-galaktosu a jeji derivaty. Lektin PA-IIL ma
velikost 47 kDa, je také tetramerni a kazda jednotka obsahuje 114 aminokyselin.
Tento lektin vaze specificky L-fukosu a D-manosu.

Oba lektiny se vyskytuji v cytoplasmé, periplasmé a ve velkém mnoZstvi na vnéjsi
membrané bakteridlnich bunék. Ve vazebném misté obsahuji ionty vapniku, které se
Ucastni primé vazby na sacharid. Po navazani na bunky dychacich cest inhibuji pohyb
fasinkového epitelu, a tim imobilizuji hlen v dychacich cestach. Také hraji dileZitou
roli pri tvorbé biofilmu.

Bylo zjisténo, Ze lektin PA-IL v koncentraci vyssi nez 10 pg/ml ma cytotoxicky efekt

na epiteliadlni buniky dychacich cest, a tim Ze sniZuje rychlost jejich rtstu [31, 33, 42].
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PA-IIL lektin bakterie PA patii k jejim nejvyznamnéjsim virulentnim faktordm. Ma
vysokou afinitu pro L-fukosu (Ka= 1,6010°® M-1) [43] a pro glykany typu LewisX
(Ka=4,70106 M-1) [31]. Jeho struktura je na obrazku 6.

Obr. 6 — Struktura lektinu PA-IIL [44]

V komplexu PA-IIL/fukosa je fukosovy zbytek zavien mezi dvojici vapenatych iontl. Na koordinaci
vapenatych iontd se podili tfi hydroxylové skupiny fukosy [39].
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2

Cil prace

V praci byl zkouman vliv slepic¢ich protilatek IgY na adherenci bakterii Pseudomonas

aeruginosa na plicni epitelidlni buriky. Pro splnéni tohoto cile bylo tifeba resit

nasledujici dil¢i dkoly:

prokazat funkcnost protilatky proti PA-IIL pomoci metody ELISA

pomoci specifické protilatky ovérit produkci PA-IIL bakteridlnimi kmeny
technikou ,,Western blotu”

zjistit vliv kontrolnich a specifickych protilatek na adhezi bakterii na plicni
epitelidlni bunky

posoudit vliv barveni na schopnost adherence za pomoci luminiscen¢niho
kmenu Pseudomonas aeruginosa

srovnat protekcni efekt protilatek na adherenci rtiznych bakteridlnich kment
Pseudomonas aeruginosa

zkoumat vliv preinkubace plicnich bunék srekombinantnim bakteridlnim

lektinem PA-IIL na adherenci bakterii
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3 Material a metody

3.1 Pouzity materidl a pristroje

3.1.1 Pristroje
analytické vahy 40 SM

aparat pro horizontalni prenos Fast Blot B43
autoklav Varioklav®

centrifuga Eppendorf 5415R

centrifuga MicroStar 12

centrifuga Hettich Universal 320 R

COz inkubator

Cteci zarizeni ELISA Sunrise Remote
elektroforeticka aparatura Mini-PROTEAN®
Tetra Cel

inkubator s funkci trepani

laminarni box BIO 126

laminarni box MB 20

mikroskop Motic AE31

mikroskop Nikon ECLIPSE TE2002-U

s programem NIS-Elements AR 2.30
minicentrifuga Spectrafuge™

sonikator Sonopuls HD 3100
spektrofotometr Helios alpha
spektrofotometr Sunrise Abrorbance Reader
spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro

S programem i-control

termoblok Mini Dry Bath

vodni lazen
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PESA, §V}'Icarsko

Biometra, Némecko

H+P Labortechnik GmbH, Némecko
Eppendorf, USA

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

TEKAN, Rakousko

BioRad, USA

New Brunsvick Scientific, USA
Labox, CR

Labox, CR

Motic, Némecko

Nikon, Japonsko

Labnet, USA

Bandelin, Némecko

Thermo Scientific, Velka Britanie
Tecan, §V}'Icarsko

Tecan, Svycarsko

MiuLab, Cina

Memmert, Némecko



zamrazovaci box Nalgene™ Cryo 1°C Nalgene®
Freezing Container

zdroj pro elektroforesu BioRad (USA)

3.1.2 Material

0 ARTIFEX Instant s.r.o.(CR)
SuSené mléko Laktino

0 Bemis (USA)
parafilm

0 BioRad (USA)
marker Mr (Precision Plus Protein™ Dual Color Standard); ,p-nitrotetrazolium blue“
(NBT); 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat (BCIP); Immun-Blot® PVDF Membrane for
Protein Blotting

0 Biohit (UK)
MidiPlus pipetovaci nastavec; Spicky

0 Corning (USA)
desticky CellBind® 24 jamek; plastové zkumavky; jednorazové sterilni pipety;
kryozkumavky, sterilni filtry (0,22 pm)

0 Fluka (Svycarsko)
akrylamid; dodecylsulfat sodny (SDS); 2-merkaptoethanol; TWEEN®?20;
N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS); tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

0 Gibco™ [nvitrogen (UK)
LHC-9 médium; PBS tablety pro pripravu PBS pufru; Geneticin

0 Hartmann (CR)
nitrilové rukavice

0 Chemos (CR)
AguaClean;

0 Lachema Brno (CR)
bromfenolova modr; ethanol; NaOH; Na;HP04.12H20; NaCl; NaH2P04.2H20; glycerol;
kyselina octova

0 Lonza Biotec s.r.o. (Svycarsko)

D-Tube™ Dialyzer Mini-Maxi (6-8 kDa, 12-14 kDa) dialyzac¢ni tuby; FBS

23



0 Merck Milipore (Némecko)
sterilni mikrofiltry 0,22 um

0 PAA Laboratories (Rakousko)
trypsin-EDTA 10x koncentrovany roztok

0 Serva (Némecko)
Tris (base); Triton X-100; N,N,N‘,N-tetramethylethylendiamin (TEMED); Coomassie
Brilliant Blue R-250

0 Sigma-Aldrich (USA)
sekundarni krali¢i protilatka konjugovana s alkalickou fosfatasou; Collagen type IV
from human placenta; PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Mini Kit for General Cell
Membrane Labelling; PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Mini Kit for General Cell
Membrane Labelling

0 TPP (Svycarsko)
kultivacni lahve 12,5 - 25 cm?2

0 Whatman (USA)

filtraCni papir
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3.2 Prace s tkanovymi kulturami

Pro praci byly pouZity bunécné linie plicnich bunék NuLi-1 a CuFi-1. CuFi-1 jsou
imortalizované bunky plicni tkdné pacienta s cystickou fibrosou (homozygot pro
F508del) a NuLi-1 jsou imortalizované burnky plicni tkané zdravého jedince. Obé tyto
linie byly péstovany v kultivac¢nich lahvich s povrchem potaZenym kolagenem z lidské
placenty, v 37°C a 5% CO2. VeSkera prace s buné¢nymi kulturami probihala sterilné
v mistnosti pro tkanové kultury, aby bylo co nejvice sniZeno riziko kontaminace.

S obéma liniemi bunék bylo zachazeno podle produktového listu a webovych zdroju

[45, 46].

Spotrebni materidl (Spicky kautomatickym pipetam, pufry) byl sterilizovan
vautoklavu (121°C, 20 minut), ostatni material (kultivacni lahvicky, zkumavky

Falcon, kryozkumavky, plastové pipety) byl pouZivan jednorazovy sterilni.

3.2.1 ZamraZeni bunécnych linii

Bunécné linie byly uchovavany hluboce zmrazené vkapalném dusiku pro
dlouhodobé uchovani a v hlubokomrazicim boxu (-80°C) pro kratkodobé uchovani.
Zamrazeni kromé kryokonzervace zajist'uje i genetickou stabilitu linii.

Bunky pro zamrazeni byly prevedeny do suspenze jako pfi ,pasazi“ (viz kap. 3.2.4).
Po centrifugaci byla peleta centrifugatné promyta pomoci PBS (1000 RPM, 5 minut,
centrifuga Hettich Universal 320R). Peleta byla resuspendovana v zamraZovacim
médiu (LHC-9 médium, 30% v/v FBS, 10% v/v dimethylsulfoxid (DMSO)) a bunéctna
suspenze rozdélena po 1 ml do oznacenych kryozkumavek. Kryozkumavky byly
pevné uzavieny a umistény v zamrazZovacim boxu Nalgene™ Cryo 1°C Freezing
Container pres noc do hlubokomraziciho boxu. Vtomto zamraZovacim boxu je
garantovano postupné ochlazovani o 1°C za minutu. Pro dlouhodobé skladovani byly

po zamrazeni linie uskladnény v kapalném dusiku.

3.2.2 RozmrazZeni bunécnych linii

Bunéc¢né linie jsou uchovavany zmrazené v kapalném dusiku pro dlouhodobé

uchovani a v hlubokomrazicim boxu pro kratkodobé uchovani. Jako kryoprotektant se
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pouziva DMSO. Tato latka je vSak pro buriky toxicka, proto musi rozmrazeni probihat
velmi rychle a podle presného schématu.

Bylo ptipraveno kompletni médium ve sloZeni: LHC-9 médium s ptidanym
Geneticinem v koncentraci 50 pg/ml (zadsobni roztok 50 mg/ml), dale nazyvané jako
kompletni médium. Médium bylo temperovano na 37°C. Kryokonzervy s burikami
z kapalného dusiku/hlubokomraziciho boxu byly rychle rozmraZeny ve vodni lazni
(37°C) a sterilné prevedeny do zkumavky. K butikam bylo nasledné po dobu 10 minut
pridavano médium temperované na 37°C, vZdy po 1 minuté dle schématu uvedeného
vtabulce 1. Postupné pridavani média umoZni citlivym bunélnym liniim lepsi
adaptaci na zménu osmolarity a pH.

Tab. 1 - Schéma pridavani média k rozmraZzenym bunécnym liniim

piridavek média po minuté (ml)

1 ml zamrazenych

bunék 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0,10(012]0,15(0,19]0,26 0,36 | 0,52 0,86 | 1,69 | 475

Bunécna suspenze byla centrifugovana (1000 RPM, 5 minut, centrifuga Hettich
Universal 320R). Peleta byla resuspendovana v kompletnim médiu a ptrevedena do
kultivacni lahve (rdstova povrch 25/75 cm?2) spovrchem potazenym kolagenem
(kolagen IV z lidské placenty, viz kap. 3.2.6) a odpovidajicim mnoZstvim kompletniho
média (10 ml pro 25 cm?, 15 ml pro 75 cm?2). Z bunéc¢né suspenze bylo jesté odebrano

20 pl pro stanoveni poctu bunék a jejich viability.

3.2.3 Kultivace bunécnych linii

Bunéc¢né linie byly kultivovany v inkubatoru ShellLab pti 37°C a 5% CO». Obé linie
jsou adherentni a pro sviij rist vyzaduji ristovy povrch potazeny kolagenem IV [45,
46]. Pro kultivaci bylo pouzivano bezsérové rlstové médium LHC-9 s fenolovou
cerveni jako indikatorem pH [47]. Do LHC-9 média byl pridavan Geneticin (G418)
v koncentraci 50 pg/ml (zasobni roztok 50 mg/ml). Geneticin je antibiotikum a
zaroven funguje jako selekéni agens geneticky modifikovanych bunék [48].

Bunky byly péstovany v kultivacnich lahvich s povrchem potaZenym kolagenem
typu IV (viz kap. 3.2.6.). Pro adhezni testy byly linie péstovany na destickach Corning
CellBind, kde kultivace probihala na povrchu bez kolagenu. Tato kultivace byla velmi

kratka, proto na vlastnosti bunék neméla vliv.
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3.2.4 Subkultivace linii

Subkultivace neboli ,pasaz“ znamena sniZeni hustoty bunék prevedenim na nové
kultivacni médium. Linie, které jsou adherentni se pouzivaji, kdyz vytvori
monovrstvuy, tzv. ,monolayer”. Pro uvolnéni bunék z kultiva¢niho povrchu byl pouzit
0,25% (w/v) trypsin s EDTA (0,53 mM). K zastaveni plisobeni trypsinu na buriky bylo
pouzito fetalni bovinni sérum (FBS).

PasaZ byla provadéna v dobé, kdy buiiky vytvorily monovrstvu, cemuZ odpovida
zhruba doba 5 - 7 dni. Médium bylo ménéno kazdé 2 - 3 dny. Byla vedena evidence o
poctu pasazi. U pouzitych linii je doporuceno maximalné 15 pasazi po rozmraZeni,
aby byly zachovany deklarované vlastnosti.

Buriky byly ponechdny rist az do vytvoreni monovrstvy. Nasledné znich bylo
odebrano kultivacni médium a pridany 2 - 3 ml 0,25% (w/v) roztoku trypsinu
s EDTA (0,53 mM). Bunky s trypsinem byly inkubovany zhruba 10 minut pti 37°C.
Poté byly pridany 2-3ml1% (v/v) roztoku FBS vPBS. Kultiva¢ni povrch byl
nékolikrat oplachnut, aby doslo k uvolnéni vSech bunék. Vznikla bunécna suspenze
byla centrifugovana (1000 RPM, 5 minut, centrifuga Hettich Universal 320R) a peleta
resuspendovana v 1 ml kompletniho média. Ze suspenze byl odebran vzorek k urceni
poctu bunék a alikvoty ze suspenze nasazeny do novych kultiva¢nich lahvi

potazenych kolagenem IV.

3.2.5 Urcenti viability a mnozstvi bunék pomoci barveni

trypanovou modri

Trypanova modf je barvivo vyuzivané k zjisténi viability bunék. Zivé buiiky barvivo
aktivné vylucuji, a proto ziistavaji bezbarvé, zatimco mrtvé buiiky jsou obarveny na
modro. Pro urceni poctu bunék v suspenzi byl pouZivan hemocytometr (Biirkerova
komiirka) a mikroskop Motic. Z bunécné suspenze bylo odebrano 20 pl a smichdno
s20 pl 0,4% (w/v) trypanové modri. Ze vzniklé suspenze bylo odebrano 20 pl a
naneseno na miizku hemocytometru, ktera byla umisténa pod mikroskop, a burnky
byly pocitany. Bylo vzdy pocitano 5 velkych Ctvercli a nasledné vypocten primeér.
Pocitany byly burky uvnitt ¢tvercl a na pravém a hornim okraji a to pouze ty, které

nebyly barvivem obarvené namodro.
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Pocet bunék byl nasledné vypocitan ze vztahu:

n = primeérny pocet bunék ve velkém c¢tverci [fedéni (104

3.2.6 Potazeni kultivacnich nadob kolagenem

Plicni bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1 pro sviij rast potiebuji kultivacni povrch
potaZeny kolagenem IV zlidské placenty. Tento kolagen se uchovava lyofilizovany
hluboce zmrazeny. Byl pripraven zasobni roztok o koncentraci 1,8 mg/ml
rozpusténim v 0,25% (v/v) kyseliné octové. Tento roztok byl nasledné uchovavan
v chladu ve sklenéné zatemnéné lahvicce.

Pro potahovani povrchu kultivacnich lahvi byl pripraven roztok o koncentraci 60
Hg/ml nafedénim zdsobniho roztoku pomoci PBS nebo destilované vody. Roztok byl
sterilizovan filtraci pres filtr (0,22 pm). Roztok byl nandSen do kultiva¢nich lahvi
v mnozstvi 4-5 ml na 75 cm? nebo 2 ml na 25 cm? tak, aby byl pokryty cely kultiva¢ni
povrch. Lahve s roztokem byly inkubovany v laminarnim boxu po dobu 12-18 hodin.
Nasledné byl roztok kolagenu oddélen a kultiva¢ni povrch promyt 3x PBS. Lahve byly
ponechany vyschnout dnem vzhilru, aby se zabranilo vzniku krystali PBS na
kultivacnim povrchu. Vyschlé lahve byly sterilizovany UV zafenim po dobu minimalné
3 hodin. Vic¢ko bylo poté zajiSténo pomoci parafilmu a lahve dale skladovany v chladu.

Pied pouZitim byl kultiva¢ni povrch jesté jednou promyt PBS.
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3.3 Prace s bakterialnimi kmeny Pseudomonas

aeruginosa

K praci bylo k dispozici 7 kmeni Pseudomonas aeruginosa:
» PAK-ST 1763
* PAlux - bioluminiscen¢ni kmen Pseudomonas aeruginosa
* PA 966 - kmen Pseudomonas aeruginosa izolovany z pacienta s CF (ST 966)
* PA 1003 - kmen Pseudomonas aeruginosa izolovany z pacienta s CF (ST 1003)
* PA 1022 - kmen Pseudomonas aeruginosa izolovany z pacienta s CF (ST 1022)
* PA 01 - referencni sbirkovy kmen Pseudomonas aeruginosa (ST 549)
* PA CF - zatim nezarazeny kmen Pseudomonas aeruginosa izolovany z pacienta
s CF

Kmen PAK je nazyvan kontrolni, protoZze na ném byla provadéna optimalizace
metody [49] a vétSina porovnavacich experimentl a proto nam slouZi jako referenc¢ni
pro ostatni kmeny. Kmen PAO1 je referencni sbirkovy kmen Pseudomonas aeruginosa
(ST 549).

Ke kultivaci bakterii byly pouzivany dva druhy kapalnych médii - plné médium
(PS) a minimalni médium (M9). Pri kultivaci v médiu M9 by mélo dochazet ke
stimulaci tvorby lektinu PA-IIL [50]. Média byla sterilizovana autoklavovanim.
Bakterie byly kultivovany pti 37°C za stfednich otacek trepani.

PS médium: 1,6% (w/v) pepton; 1% (w/v) enzymaticky kaseinovy hydrolyzat;
57 mM K2S04; 15 mM MgClz; 0,5% (v/v) glycerol

M9 médium: 16,8 mM NaHPOs4; 22 mM KH;POs4; 5 mM NaCl; 49 mM NH4Cl;
(sterilizovano v autoklavu 20 min pfi 121°C); 2 mM MgS0O4 0,1 mM CaCly;
0,2% (w/v) glukosa; (sterilizovano ptres mikrobidlni filtr porosity 0,22 pm)

Koncentrace bakterialnich bunék v suspenzi byla urc¢ovana fotometricky pomoci
méreni optické denzity pri 600 nm (spektrofotometr Helios a). Pro vypocet
koncentrace byl pouzity prevodni vztah:

* CFU = Agoo [b 108

CFU ... koncentrace bakterii v ml (z ang. Colony-forming unit)
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3.3.1 Zamrazeni bakterialnich linii

Pro dlouhodobé uchovani byly bakterie zamrazeny a uchovavany
v hlubokomrazicim boxu pti - 80°C.

K bakteriim namnoZenym v plném médiu na hustotu zhruba 5000° b/ml bylo
pridano v poméru 1:1 kryoprezervacni médium ve sloZeni: 40% (w/v) glycerol v PBS
(sterilizovano ptes mikrobidlni filtr porosity 0,22 pum). Suspenze byla alikvotovana po
200 pl do mikrozkumavek Eppendorf a rychle zamrazena v kapalném dusiku.

Nasledné byly ,konzervy“ skladovany v hlubokomrazicim boxu.

3.4 Fluorescencni znaceni bunék

K fluorescen¢nimu znaceni bunék byly pouZity slou¢eniny PKH67 a PKH26 od
firmy Sigma. Obé tyto slouceniny obsahuji ve své molekule dlouhé alifatické retézce,
kterymi se vazi do lipidovych ¢asti membrany bunék. Vyrobce deklaruje schopnost
fluorescence barvenych bunék nékolik tydnti u PKH26 a 10 - 12 dni v pripadé PKH67.
Postup barveni byl ptevzat z produktovych listi jednotlivych fluorescenc¢nich sond

s drobnymi upravami dle [50].

3.4.1 Fluorescencni znaceni bakterialnich bunék pomoci PKH26

Slou¢enina PKH26 poskytuje fluorescenci v Cervené oblasti spektra, jeji excitacni
maximum je 551 nm a emisni maximum 567 nm. Tyto hodnoty byly upraveny na Ex:
522 nm a Em: 569 nm, aby nedochazelo k prekryvu fluorescence s barvou PKH 67.

Bakterie byly nasazeny do prislusného riistového média a ponechany nartst pres
noc. Poté byly centrifugovany (12000 RPM, 5 minut, Eppendorf Centrifuge 5415R) a
jeSté dvakrat centrifugacné promyty PBS od zbytkd média (12000 RPM, 5 minut,
Eppendorf Centrifuge 5415R). Bylo pripraveno 250 pl 20 pM roztoku barviva PKH26.
Supernatant po centrifugaci byl kompletné odebran a peleta byla resuspendovana ve
250 pl Diluentu C. K bunécné suspenzi byl pridan pripraveny roztok barviva, smés
diikladné promichana a ponechdna inkubovat za laboratorni teploty a obcasného
promichani 30 minut bez ptistupu svétla.

Po ukonceni inkubace bylo barveni zastaveno ptridanim cca 500 pl 1% (w/v) BSA

vPBS. Smés byla poté centrifugovana (13000 RPM, 10 minut, Eppendorf
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Centrifuge 5415R) a peleta jeSté dvakrat centrifugacné promyta pomoci PBS
(12000 RPM, 5 minut, Eppendorf Centrifuge 5415R).

Vysledna fluorescence byla mérena na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro
pti vinovych délkach Ex/Em: 522/569 nm, cteni desticky zespodu, vicendasobné cteni
jamky: vyplnény kruh 4x4, gain 140 - 160. Fluorescence byla dale hodnocena na
mikroskopu Nikon Eclipse, filtr 31002 Rdil C87702.

3.4.2 Fluorescencni znacenti plicnich bunék pomoci PKH67

Slou¢enina PKH67 poskytuje fluorescenci v zelené oblasti spektra, jeji excitacni
maximum je 490 nm a emisni maximum 502 nm. Tyto hodnoty byly upraveny na Ex:
470 nm a Em: 505 nm, aby nedochazelo k prekryvu fluorescence s barvou PKH 26.

Pro barveni je nutné builky prevést do suspenze. Byla provedena ,pasaz”
(viz 3.2.4) a vznikla bunécna suspenze byla centrifugacné promyta PBS od zbytkl
média (1000 RPM, 5 minut, centrifuga Hettich Universal 320R). Supernatant byl
Setrné, ale diikladné odebran a peleta resuspendovana ve 250 pl Diluentu C. Pouzité
mnozstvi zavisi na mnoZstvi barvenych bunék. SouCasné bylo pripraveno 250 pl
roztoku barviva o koncentraci 8 puM, ktery byl pridan ksuspenzi bunék, smés
diikladné promichana a ponechdna inkubovat 5 minut bez pfistupu svétla pfri
laboratorni teploté.

Inkubace byla zastavena pridanim 1 ml FBS, smés promichdna a centrifugovana
(1000 RPM, 10 minut, centrifuga Hettich Universal 320R). Ziskana peleta byla
resuspendovana v 5 ml kompletniho média LHC-9 s Geneticinem. Buniky byly poté
jesté dvakrat centrifugatné promyty kompletnim médiem (1000 RPM, 5 minut,
centrifuga Hettich Universal 320R). Zakladni suspenze pro dalsi praci byla ziskana
resuspendovanim vysledné pelety v kompletnim médiu. Z této suspenze byl odebran
alikvot k urCeni poc¢tu bunék.

Vysledna fluorescence byla mérena na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro
pti vinovych délkach Ex/Em: 470/505 nm, ¢teni desti¢ky zespodu, vicendsobné cteni
jamKky: vyplnény kruh 4x4, gain nastaven automaticky. Fluorescence byla dale

hodnocena na mikroskopu Nikon Eclipse, filtr 31001 Rdil C87701.
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3.5 Adhezni test

Byla studovdna schopnost protilaitek produkovanych ve slepicich proti
bakterialnimu lektinu PA-IIL snizit adhezi bakterii Pseudomonas aeruginosa na bunky
plicniho epitelu. Jako ex vivo modelovy systém plicni tkané byly zvoleny bunécné linie
NuLi-1 a CuFi-1 pochazejici od zdravého jedince, resp. pacienta sCF. Plicni i
bakterialni bunky byly pro experiment znaceny fluorescen¢nimi barvivy, aby je bylo
mozné kvantifikovat (viz 3.4). Pro plicni buriky bylo pouzito barvivo PKH67, pro
bakterialni bunky PKH26. Byly vyhodnocovany vzajemné poméry fluorescence
bakterialnich bunék ku fluorescenci plicnich bunék v pritomnosti a nepritomnosti
protilatek, pripadné dalsich agens.

Plicni buniky byly barveny (viz 3.4.2) a z vysledné suspenze byl odebran alikvot
k pocitani bunék (viz 3.2.5). Buiiky byly nasazeny na 24 jamkovou desticku Corning
Cell Bind v mnozstvi 5,5.10° bunék/jamka a prevrstveny 750 pl kompletniho média.
Inkubace probihala pres noc vinkubatoru (37°C, 5% COz) do dosaZeni konfluentni
monovrstvy.

RozmraZené bakteridlni bunlkky Pseudomonas aeruginosa byly nasazeny do
prislusného riistového média a ponechany rist pies noc pri 37°C za konstantniho
trepani.

Byly pouZity dva druhy protilatek - specificka a kontrolni. Kontrolni protilatka
pochazi od zvirete jeSté pred imunizaci danym antigenem, specificka protilatka
pochazi od zvirete imunizovaného rekombinantnim lektinem PA-IIL. K dlouhodobé
konzervaci roztoku protilatek byl pouZit azid sodny. Ten je vSak pro burky toxicky,
proto byl roztok protilatek pred experimentem dialyzovan minimalné 24 hodin proti
PBS (2-3 1 PBS, po 12 hodinach vyména), aby se koncentrace azidu minimalizovala.
Koncentrace protilatek byla mérena fotometricky pii 280 nm a nasledné vypoctena
dle vztahu:

* koncentrace protilatky = Azgo [fedéni [1,094

Bakterialni buniky byly nasledujici den centrifuga¢né promyty od média a znaCeny
pomoci PKH26. Poté byla urcena koncentrace mérenim optické denzity pii 600 nm na
spektrofotometru Helios a. Na adhezni test bylo pouzito 5,5.107 bakterialnich bunék
na jamku (100x vice neZ bylo nasazeno plicnich bunék). Nasledné byly pripraveny

suspenze bakterii s protilatkou v koncentraci 0,5 - 4 mg/ml.
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Narostlé plicni butiky byly oplachnuty pomoci PBS od zbytki média. Nasledné na
né byla nanesena suspenze bakterialnich bunék v mnozstvi 300 pl/jamka. Desticka
byla inkubovdna 2 hodiny bez pfistupu svétla za laboratorni teploty. Poté byly
jednotlivé jamky méreny na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro v programu
i-Control: spodni C¢teni desticky, vicenasobné Cteni jamky: vyplnény kruh 4x4, gain
140 - 160 (PKH26)/ nastaveny automaticky (PKH67), vlnové délky Ex/Em:
522/569 nm (PKH26); 470 /505 nm (PKH67). Nasledné byla zjamek odebrana
suspenze baterii a jamky byly 3x dlikladné promyty PBS (1. promyti 500 pl, 2. a
3.promyti 350 pl). Bunky byly prevrstveny 100 pl PBS a zméfeny na
spektrofluorimetru pfi totoZném nastaveni.

Jednotlivé situace vjamkach za pritomnosti ¢i nepritomnosti protilatek byly

nasledné hodnoceny vizualné na mikroskopu Nikon Eclipse.

V pripadé zkoumadani vlivu volného lektinu PA-IIL byl pfipraven roztok lektinu
v destilované vodé s 0,9mM CaCl,. Tento zasobni roztok byl poté redén PBS na
pozadované koncentrace. Mnozstvi lektinu na jamku bylo nasledujici: 250 ng; 50 ng;
10 ng; 2 ng; 0,4 ng a 0,08 ng. Jako kontrola byl pouZit roztok PBS. Plicni i bakterialni
buriky byly barveny standardnim postupem. Plicni buniky byly po promyti od média
prevrstveny 200 pl roztoku lektinu v PBS a ponechany inkubovat 30 minut za
laboratorni teploty. Poté byl roztok lektinu odebran a do kazdé jamky piidano 300 pl
roztoku bakterif PAK. Dale bylo postupovano dle obvyklého postupu (viz vyse).

3.6 ELISA

ELISA (nazev odvozen zang. nazvu metody: Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) je imunochemicka metoda zaloZena na interakci antigenu s protilatkou, kterou
lze kvantitativné zmérit koncentraci protilatky nebo antigenu.

Antigen imobilizovany vjamce mikrotitracni desticky je specificky rozpoznan
primarni protilatkou, na kterou se poté vaze sekundarni protilatka konjugovana
s enzymem Kkatalyzujicim chromogenni reakci. Po pfidani substratu tohoto enzymu
tedy vznikd barevny produkt, ktery lze spektrofotometricky detekovat a jehoz

absorbance odpovida koncentraci primarni protilatky.
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Touto metodou bylo zjiStovano, zda nami pouZivané protilatky proti bakteridlnimu
lektinu Pseudomonas aeruginosa PA-IIL dlouhodobé skladované pfti 5°C jsou stale
schopné tento lektin specificky rozpoznavat. Jako antigen imobilizovany na desticce
byl pouzit rekombinantné pripraveny lektin PA-IIL.

Pouzité roztoky:

e PBS-ELISA: 0,134 M NaCl; 1,8 mM NazHPO4[12 H20; 1 mM NaH:P04[2 H:0;
pH 7,2

* imobilizacni pufr: 13 mM NazCO3; 25 mM NaHCOs3; pH 9,6

e PBS-ELISA + TWEEN: 0,134 M NaCl; 1,8 mM Na;HPO4[12 H0;
1 mM NaH2P04(2 H20; 0,1% (v/v) TWEEN 20®; pH 7,2

* blokovaci roztok: 2% (w/v) ridky bilek v PBS-ELISA + TWEEN

e vyvoldvaci roztok pro alkalickou fosfatasu: 30 mM NaHCOs; 20 mM NazCOs;
1 mM MgClz; 0,1% p-nitrofenolfosfat

* zastavovaci roztok po AP: 3 M NaOH

Byl pripraven roztok lektinu PA-IIL o koncentraci 4 pig/ml v imobiliza¢nim pufru a
100 pl bylo aplikovano do jamek desticky ELISA POLYSORB a ty ponechany inkubovat
pres noc v5°C. Po inkubaci byl roztok lektinu odstranén a jamky proplachnuty
5x 200 pl PBS-ELISA +TWEEN.

Promyté jamky simobilizovanym lektinem byly blokovany pomoci 150 pl
2% (w/v) roztoku tridkého bilku v PBS-ELISA + TWEEN po dobu 1 hodiny pii 37°C.
Jamky byly poté promyty 5x PBS-ELISA + TWEEN a aplikovany roztoky primarni
protilatky v PBS-ELISA o koncentraci: 90, 30, 10 a 3,3 pg/ml. Inkubace probihala
2 hod pti 37°C. Poté byly jamky znovu promyty 5x PBS-ELISA + TWEEN, pridana
sekundarni protilatka znacCena alkalickou fosfatasou redéna 1:2000 v PBS-ELISA a
inkubovany 1 hod pri 37°C. Po inkubaci byly jamky opét promyty 5x
PBS-ELISA+TWEEN.

Nasledovalo pridani 100 pl vyvolavaciho roztoku, reakce ponechana 10 min
probihat a poté zastavena pridavkem 100 pl 3M roztoku NaOH. Absorbance byla

mérena na pristroji Sunrise Remote pri vinové délce 405 nm.

34



3.7 Elektroforesa a ,Western blot”

3.7.1 Ptiprava vzorki

K elektroforese byly pouzity lyzaty bunék bakterii Pseudomonas aeruginosa.
Narostlé bakterie byly 2x centrifugatné promyty pomoci PBS (12000 RPM, 5 minut,
Eppendorf Centrifuge 5415R). Poté byla zmérena absorbance pti 600 nm jednotlivych
bakteridlnich preparatii a vzorky naredény na stejnou hustotu suspenze bakterii do
destilované vody. Jednotlivé vzorky byly sonikovany (Bandelin VW 3100, amplituda
45 %, 2 minuty). Po sonikaci byl ke vzorkim ptidan 4x koncentrovany redukujici
vzorkovy pufr. Vzorky byly inkubovany 10 min pri 100°C, po vychladnuti byly
mikrozkumavky nékolik sekund centrifugovany pro odstredéni zkondenzované vody
na vicku zkumavky. Vzorky byly skladovdny v mrazicim boxu a pred

elektroforetickou separaci jesté jednou kratce povareny (100°C, 5 minut).

3.7.2 SDS elektroforesa v polyakrylamidovém gelu

Elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti dodecylsiranu sodného
(ang. SDS-PAGE) je elektromigra¢ni metoda pouzZivana k separaci proteinii podle
molekulové hmotnosti. Rychlost pohybu je zavisla na intenzité el. pole, naboji,
velikosti a tvaru Castice.

SDS je detergent nesouci zaporny naboj, ktery se vaze na proteiny a denaturuje je.
VSechny proteiny ziskaji zdporny naboj a v elektrickém poli se poté pohybuji k anodé.
Pohyblivost jednotlivych ¢astic je umérna jejich molekulové hmotnosti. V naSem
pripadé byl vzhledem k nizké molekulové hmotnosti detekovaného proteinu pouzit
15% separacni a 5% zaostrovaci gel.

Pouzité roztoky:

e Pufr A: 0,375 M Tris/HCI; 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/HCl; 0,1% (w/v) SDS; pH 6,8

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

e 4x koncentrovany redukujici vzorkovy pufr: 0,25 M Tris/HCl; 8% (w/v) SDS;
20% (v/v) 2-merkaptoethanol; 0,004% (w/v) bromfenolovda modr;
40% (v/v) glycerol; pH 6,8
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» peroxosiran amonny (APS): 10% (w/v) peroxosiran amonny v destilované vodé

» elektrodovy pufr: 0,192 M glycin; 0,025 M Tris/HCl; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3

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

e odbarvovaci lazeri: 25% (v/v) ethanol; 10% (v/v) kyselina octovd; destilovana

voda

Skla byla odmasténa ethanolem a sestavena (sila gelu 1 mm). Mezi skla byl nalit
roztok pro 15% separacni gel (3,5 ml pufr A; 3,5 ml polymeracni roztok A;
7 Ml TEMED; 70 ul APS), ktery byl prevrstven destilovanou vodou a ponechan
30 minut polymerovat. Poté byl gel osuSen, prevrstven roztokem pro 5% zaostrovaci
gel (2,5 ml pufr B; 500 pul polymeracni roztok B; 3 ul TEMED; 60 pl APS), do kterého
byl zasunut hieben pro vytvoreni jamek. Polymerace probihala 20 minut. Nasledné
byl hieben opatrné vyjmut a skla byla umisténa do aparatury. Do elektrodového
prostoru byl nalit elektrodovy pufr.

Do jamek byly nanaSeny vzorky (lyzaty bakterialnich bunék) v mnozstvi 20 pl,
standard lektinu PA-IIL v mnozstvi 15 pl (2 pg proteinu) a ,Marker” molekulovych
hmotnosti v mnoZzstvi 10 pl. Byl pouzity ,Marker” BioRad Precision Plus Protein™
Dual Color Standard. Aparatura byla vloZena do elektroforetické vany naplnéné
elektrodovym pufrem.

Pfi napéti 70 V elektroforesa probihala zhruba 30 minut, po prichodu vzorka do
separacniho gelu bylo napéti zvySeno na 150 Va elektroforesa probihala jesté
90 minut, dokud celo nedoputovalo cca 0,5 cm od konce gelu. Poté byla aparatura
rozebrana a separacni gel barven vbarvici lazni nebo byl dale pouzit pro
elektroptenos proteini na membranu (,Western blot“).

Vidy byly pripraveny dva totozné gely, znichZ jeden byl po probéhnuti
elektroforesy barven. Zdruhého gelu byly proteiny pomoci elektroprenosu
preneseny na PVDF membranu a gel poté barven pro zhodnoceni u€innosti prenosu.
Barveni probihalo pres noc, druhy den byl gel umistén do odbarvovaciho roztoku na

Jtrepacku®, ktery byl pribézné ménén, dokud nebyl gel odbarven.
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3.7.3 ,Western blot“

Western blot je metoda k prenosu proteinti na membranu plisobenim elektrického
proudu a nasledné imunodetekci pomoci protilatek. Smés proteini je nejdrive pomoci
SDS elektroforesy v polyakrylamidovém gelu rozdélena podle velikosti a proteiny
z gelu jsou poté preneseny na PVDF nebo nitrocelulosovou membranu. Membrana
s proteiny je poté pomoci primarni a nasledné sekundarni protilatky imunochemicky
vyhodnocena.

Pouzité chemikalie:
* Prenosovy pufr: 0,025 M Tris; 0,192 M glycin; pH 8,3
e PBS Triton X-100: 0,134 M NaCl;, 1,8 mM NaHPO42 H:0;
1 mM NaH2P04[2 H20; 0,3% (v/v) Triton X-100; pH 7,2
* blokovaci roztok: 5% (w/v) roztok odtucnéného mléka v PBS Triton X-100
* barvici roztok Ponceau Red: 0,2% (w/v) Ponceau Red; 10% CH3COOH

v destilované vodé

Separacni gel po elektroforese byl umistén do prenosového pufru a ponechan za
mirného trepani 30 minut inkubovat, po 15 minutach byl pufr vyménén za Cerstvy.
Mezitim byly podle velikosti gelu nastfihany filtra¢ni papiry Whatman 3 a PVDF
membrana. Membrana byla kratce smocena v methanolu, destilované vodé a poté
v prenosovém pufru.

Do pfristroje na blot byly umistény tri filtra¢ni papiry nasaklé prenosovym pufrem,
na né byla umisténa membrana, na membranu byl poloZen gel a na néj dalsi tfi
filtratni papiry nasaklé prenosovym pufrem. Ze ,sendvice“ byly pomoci valecku
odstranény vzduchové bubliny a prebyte¢ny pufr a aparatura pevné uzaviena vikem
pristroje. Pfenos probihal 45 minut pii proudové hustoté 2 mA/cm2 membrany. Po
ukonceni prenosu byl gel umistén do barvici 14zné a membrana barvena roztokem
Ponceau red pro kontrolu uspésnosti prenosu. Membrana byla poté promyta
destilovanou vodou od barviva a umisténa pres noc v chladu v blokovacim roztoku.

Druhy den byla membrana inkubovana 2 hodiny v 10 ml roztoku primarni slepici
protilatky proti lektinu PA-IIL o koncentraci 30 pl/ml v blokovacim roztoku. Poté byla
membrana promyta 3x blokovacim roztokem, vZdy 2 minuty na trepacce. Nasledovala

inkubace 1 hodinu v 10 ml blokovaciho roztoku se 7 pl sekundarni protilatky
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(Anti-Chicken IgY (IgG) (whole molecule) - Alkaline Phosphatase, antibody produced
in rabbit, Sigma). Membrana byla poté promyta 3x blokovacim roztokem a 3x
roztokem PBS Triton X-100.

Dle navodu od vyrobce byl pripraven vyvolavaci roztok (AP Conjugate Substrate
Kit, BioRad) a nalit na membranu. Po vyvolani byla membrana proplachnuta

destilovanou vodou a ususena.
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4 Vysledky

4.1 ELISA

Pro ovéreni schopnosti pouzivané protilatky rozpoznat specificky lektin PA-IIL
byla pouzita metoda ELISA. Jako antigen byl pouzity rekombinantné pripraveny
povrchovy lektin Pseudomonas aeruginosa PA-IIL, proti kterému byla tato protilatka
pripravena, a také lektin PA-IILAG, ktery je zkraceny o glycin na C-konci. K detekci
byla pouzita sekundarni protildtka proti slepi¢i protilatce znacena alkalickou
fosfatasou. Od namérenych hodnot byl odecten blank (jamky bez pridané primarni
protilatky) a od hodnot pro specifickou protilatku byly nasledné odecteny hodnoty
namérené pro Kontrolni protilatku, aby doSlo kodecteni prispévku moZnych
nespecifickych interakci. Vysledky pro pouZity antigen PA-IIL jsou uvedeny na

obrazku 7 a pro PA-IILAG pouzity jako antigen na obrazku 8, na strané 40.
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Obr. 7 - Urceni imunoreaktivity specifické protilatky vici lektinu PA-IIL

Zavislost namérenych hodnot na pouzité koncentraci primarni protilatky ziskana metodou ELISA. Jako
antigen byl pouZit rekombinantné pripraveny lektin PA-IIL v koncentraci 4 pg/jamka. Hodnoty jsou
uvedené po odecteni absorbance pozadi (0,1300) a stejné naredéné kontrolni protilatky.
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Obr. 8 - UrcCeni imunoreaktivity specifické protilatky vici lektinu PA-IILAG

Zavislost namétrenych hodnot na pouZité koncentraci primarni protilatky ziskana metodou ELISA. Jako
antigen byl pouzit rekombinantné pripraveny lektin PA-IILAG v koncentraci 4 jg/jamka. Hodnoty jsou
uvedené po odecteni absorbance pozadi (0,1200) a stejné naredéné kontrolni protilatky.
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4.2 Elektroforesa a ,Western blot“ lektinu PAIIL

Bylo tfeba ovérit, zda pouzivané bakterie produkuji lektin PA-IIL a zda je tento
lektin detekovatelny specifickou slepici protilatkou. Jako vzorky byly pouzity lyzaty
bakterialnich bunék péstovany v plném a minimalnim ristovém médiu pro porovnani
mnoZstvi produkovaného lektinu. Byl pouzity 15% separac¢ni a 5% zaostrovaci
polyakrylamidovy gel (viz 3.7.1). Proteiny z gelu po elektroforese byly pireneseny
technikou ,Western blotu“ na PVDF membranu a detekovany pomoci protilatek

(viz 3.7.2). Membrana po vyvolani je na obrazku 9.

PAK PAlux PAK PAlux

(PS) (PS) (M9) (M9) <2==® PA-IIL

100 kDa
- "

75 kDa
- -

S

50 kD,
P

37 kDa

15 kDa
R

[ 1.0‘ G |ektin PA-IIL

Obr. 9 - Imunodetekce lektinu v lyzatu bakterii
PAK - kontrolni kmen PA, PA lux - luminiscen¢ni kmen PA, PS - plné riistové médium,
M9 - minimalni riistové médium; jako standard byl pouZit rekombinantné pripraveny lektin PA-IIL
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4.3 Adhezni testy

Slepici protilatky by mohly byt vhodné jako profylaxe bakteridlnich infekci u
pacientd s CF, proto bylo cilem prace porovnat vliv téchto imunoglobulint na adhezi
raznych bakteridlnich kmenli Pseudomonas aeruginosa na buiiky plicniho epitelu.
Dale byl hodnocen vliv koncentrace protilatky na adhezi. Také byly porovnavany
kontrolni protilatky od riznych slepic a jejich vliv na vysledek testu.

Byly pouzity slepi¢i protilatky proti bakteridlnimu lektinu PA-IIL. Kontrolni
protilatka byla izolovana zvajec pfed imunizaci slepice a specificka protilatka
pochazela ze slepice po imunizaci danym lektinem.

Pro kvantifikaci a vizualizaci plicnich a bakteridlnich bunék bylo pouZito barveni
fluorescen¢nimi barvivy PKH. Vysledky byly vyhodnocovany jako vzajemné poméry
relativnich fluorescenci obou typli bunék.

Plicni buniky (NuLi-1 a CuFi-1) byly fluorescen¢né znaceny barvivem PKH67 a poté
nasazeny na desticCku v mnoZstvi 5,5(10> bunék/jamka. Do jamek byla pridana
suspenze bakterii v pritomnosti, resp. nepritomnosti protilatky. Po 2h inkubaci byla

desticka spektrofluorimetricky vyhodnocena.
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4.3.1 Optimalizace mnozstvi protilatky

Na bakteridlnim kmenu PAK byl porovnavan vliv vzristajici koncentrace specifické
protilatky. Byly pouzity roztoky bakterii o koncentraci protilatky 0 - 4 mg/ml
Vysledné hodnoty pro CuFi-1 jsou na obrazku 10 a pro NuLi-1 na obrazku 11 na

strané 44.
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Obr. 10 - Relativni adherence bakterii PAK na bunky CuFi-1 v zavislosti na
koncentraci specifické protilatky

Byl pouZit kontrolni kmen bakterii (PAK). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé koncentrace specifické protilatky. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych
bakterii. Hodnoty relativni fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (bunky:
5126, bakterie: 3546). Jsou vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek véetné smérodatné odchylky.
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Obr. 11 - Relativni adherence bakterii PAK na buiniky NuLi-1 v zavislosti na
koncentraci specifické protilatky

Byl pouzit kontrolni kmen bakterii (PAK). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé koncentrace specifické protilatky. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych
bakterii. Hodnoty relativni fluorescence pouzité pro urc¢eni poméru jsou po odectu pozadi (bunky:

13771, bakterie: 3622). Jsou vyneseny primérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vCetné smérodatné
odchylKky.

Vliv koncentrace kontrolni protilatky na adhezi bakterii byl porovnavan také pro
kontrolni protilatku. PouZité roztoky bakterii byly o koncentraci protilatky 0 - 4
mg/ml. Vysledné hodnoty pro CuFi-1 jsou na obrazku 12 a pro NuLi-1 na obrazku 13

na strané 45.
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Obr. 12 - Relativni adherence bakterii PAK na bunky CuFi-1 v zavislosti na
koncentraci kontrolni protilatky

Byl pouZit kontrolni kmen bakterii (PAK). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé koncentrace kontrolni protilatky. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych
bakterii. Hodnoty relativni fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (bunky:
4388, bakterie: 2198). Jsou vyneseny primérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vCetné smérodatné odchylky.
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Obr. 13 - Relativni adherence bakterii PAK na buiiky NuLi-1 v zavislosti na
koncentraci kontrolni protilatky

Byl pouzit kontrolni kmen bakterii (PAK). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé koncentrace kontrolni protilatky. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych
bakterii. Hodnoty relativni fluorescence pouZité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (burky:
7248, bakterie: 2096). Jsou vyneseny primérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vCetné smérodatné odchylky.
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4.3.2 Porovnani adherence bakterii péstovanych v rozdilnych
meédiich

Byl zjistovan vliv riistového média pouzitého pro napéstovani bakterii na jejich
schopnost adheze na plicni buriky. Buniky byly péstovany v minimalnim (M9) a plném
(PS) médiu, sloZeni je uvedeno v kap. 3.3. Vysledky jsou uvedeny v grafu na obrazku

14 pro CuFi-1 a na obrazku 15 na strané 47 pro NuLi-1.
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Obr. 14 - Relativni adherence bakterii PAK na buniky CuFi-1

Byl pouZit kontrolni kmen bakterii (PAK). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (bunky: 2911, bakterie: 2176). Jsou
vyneseny primérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vCetné smérodatné odchylky.
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Obr. 15 - Relativni adherence bakterii PAK na burikky NuLi-1

Byl pouZit kontrolni kmen bakterii (PAK). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (bunky: 3296, bakterie: 2090). Jsou
vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek véetné smérodatné odchylky.

4.3.3 Hodnoceni vlivu fluorescenc¢niho barveni na adherenci

bakterii

Bylo hodnoceno, zda proces fluorescencniho barveni bakterii pomoci PKH26 ma
vliv na jejich schopnost adherence na bunky plicniho epitelu. Ktomuto ucelu byl
pouzit luminiscen¢ni kmen Pseudomonas aeruginosa (PA lux). Bakteridlni buriky byly
pouzity jak barvené, tak nebarvené - vykazujici pouze luminiscenci. U barvenych
bakteridlnich bunék byla mérena jak fluorescence (PKH26), tak luminiscence, u
nebarvenych byla méfena pouze luminiscence. Protilatky byly pouZity v koncentraci
1 mg/ml.

Graf poméru relativni fluorescence bakterii barvenych PKH26 a relativni
fluorescence eukaryotickych bunék je na strané 48, na obrazku 16 na strané pro
CuFi-1 a na obrazku 17 pro NuLi-1. Graf poméru relativni luminiscence bakterii
barvenych PKH26 a relativni fluorescence eukaryotickych bunék je na strané 49, na
obrazku 18 pro CuFi-1 a obrazku 19 pro NuLi-1. Pomér relativni luminiscence
nebarvenych bakterii a relativni fluorescence eukaryotickych bunék je na strané 50,

na obrazku 20 pro CuFi-1 a na obrazku 21 pro NuLi-1.
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Obr. 16 - Relativni adherence bakterii PA lux na bunky CuFi-1
Byl pouzit luminiscen¢ni kmen bakterii (PA lux). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buiiky: 4265, bakterie: 1399). Jsou
vyneseny pramérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vcetné smérodatné odchylky.
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Obr. 17 - Relativni adherence bakterii PA lux na bunikky NuLi-1
Byl pouzit luminiscen¢ni kmen bakterii (PA lux). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterif (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouZité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buiiky: 4759, bakterie: 1276). Jsou
vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vcetné smérodatné odchylky.
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Obr. 18 - Relativni adherence bakterii PA lux na buniky CuFi-1

Byl pouZit luminiscenéni kmen bakterii (PA lux) barveny pomoci PKH26. Do grafu byly vyneseny
poméry relativni luminiscence bakterii (luminiscence PA: bez zeslabeni, integra¢ni ¢as 1000 ms) a
relativni fluorescence bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro jednotlivé smési. Graf
reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni fluorescence pouzité pro
urceni poméru jsou po odectu pozadi (buniky: 4265, bakterie: 12). Jsou vyneseny primérné hodnoty
vzdy ze 3 jamek vCetné smérodatné odchylky.
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Obr. 19 - Relativni adherence bakterii PA lux na burikky NuLi-1

Byl pouZit luminiscenéni kmen bakterii (PA lux) barveny pomoci PKH26. Do grafu byly vyneseny
poméry relativni luminiscence bakterii (luminiscence PA: bez zeslabeni, integra¢ni ¢as 1000 ms) a
relativni fluorescence bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro jednotlivé smési. Graf
reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni fluorescence pouzité pro
urceni poméru jsou po odectu pozadi (buniky: 5237, bakterie: 16). Jsou vyneseny primérné hodnoty
vzdy ze 3 jamek vCetné smérodatné odchylky.
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Obr. 20 - Relativni adherence bakterii PA lux na bunky CuFi-1

Byl pouzit nebarveny luminiscen¢ni kmen bakterii (PA lux). Do grafu byly vyneseny poméry relativni
luminiscence bakterif (luminiscence PA: bez zeslabeni, integracni ¢as 1000 ms) a relativni fluorescence
bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po
odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni fluorescence pouZité pro urceni poméru jsou po
odectu pozadi (bunky: 4265, bakterie: 12). Jsou vyneseny primérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vcetné
smeérodatné odchylky.
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Obr. 21 - Relativni adherence bakterii PA lux na bunky NuLi-1

Byl pouzit nebarveny luminiscen¢ni kmen bakterii (PA lux). Do grafu byly vyneseny poméry relativni
luminiscence bakterii (luminiscence PA: bez zeslabeni, integracni ¢as 1000 ms) a relativni fluorescence
bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci
po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni fluorescence pouzité pro urcenf pomeéru jsou po
odectu pozadi (bunky: 5237, bakterie: 16). Jsou vyneseny primérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vcetné
smérodatné odchylky.
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4.3.4 Porovnani adheze rtiznych bakterialnich kmenti PA

Byla porovnana adheze nékolika bakteridlnich kmenl Pseudomonas aeruginosa na
buriky plicniho epitelu v piitomnosti specifické a kontrolni protilatky.
VSechny pouzité bakteridlni kmeny Pseudomonas aeruginosa byly péstovany

v plném médiu. PouZita koncentrace specifické i kontrolni protilatky byla 1 mg/ml.

Vysledky pro PAK (ST 1763) jsou uvedeny na strané 52, pro CuFi-1 na obrazku 22 a
pro NuLi-1 na obrazku 23.

Vysledky pro PAO1 jsou uvedeny na strané 53, pro CuFi-1 na obrazku 24 a pro
NuLi-1 na obrazku 25.

Kmeny izolované z pacientii trpicich cystickou fibrosou

Byly pouzity 4 kmeny Pseudomonas aeruginosa izolované z pacientti s CF - PA 966
(ST 966), PA 1003 (ST 1003), PA 1022 (ST 1022) a zatim nezarazeny kmen PA CF.
Vysledky pro PA 966 jsou uvedeny na strané 54, pro buriky CuFi-1 jsou uvedeny na
obrazku 26 a pro buriky NuLi-1 na obrazku 27.
Vysledky pro PA 1003 jsou uvedeny na strané 55, pro buniky CuFi-1 jsou uvedeny na
obrazku 28 a pro buriky NuLi-1 na obrazku 29.
Vysledky pro PA 1022 jsou uvedeny na strané 56, pro bunlky CuFi-1 jsou uvedeny na
obrazku 30 a pro buriky NuLi-1 na obrazku 31.
Vysledky pro PA CF jsou uvedeny na strané 57, pro buiiky CuFi-1 jsou uvedeny na
obrazku 32 a pro buriky NuLi-1 na obrazku 33.
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Obr. 22 - Relativni adherence bakterii PAK na bunky CuFi-1

Byl pouZit kontrolni kmen bakterii (PAK). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buniky: 19924, bakterie: 3917). Jsou
vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek véetné smérodatné odchylky.
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Obr. 23 - Relativni adherence bakterii PAK na bunky NuLi-1

Byl pouzit kontrolni kmen bakterii (PAK). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouZité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buriky: 21784, bakterie: 3826). Jsou
vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek véetné smérodatné odchylky.
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Obr. 24 - Relativni adherence bakterii PAO1 na buiiky CuFi-1

Byl pouZit sbirkovy kmen bakterii (PA01). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence
bakterif (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buiiky: 5311, bakterie: 3845). Jsou
vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vcetné smérodatné odchylky.
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Obr. 25 - Relativni adherence bakterii PAO1 na bunikky NuLi-1

Byl pouZit sbirkovy kmen bakterii (PA01). Do grafu byly vyneseny poméry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buiiky: 8963, bakterie: 3612). Jsou
vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek véetné smérodatné odchylky.
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Obr. 26 - Relativni adherence bakterii PA 966 na burky CuFi-1
Byl pouZit sbirkovy kmen bakterii (PA 966). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buniky: 16042, bakterie: 3817). Jsou
vyneseny pramérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vcetné smérodatné odchylky.
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Obr. 27 - Relativni adherence bakterii PA 966 na buriky NuLi-1
Byl pouZit sbirkovy kmen bakterii (PA 966). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buriky: 14236, bakterie: 3807). Jsou
vyneseny pramérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vcetné smérodatné odchylky.
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Obr. 28 - Relativni adherence bakterii PA 1003 na buniky CuFi-1

Byl pouzit sbirkovy kmen bakterii (PA 1003). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buiiky: 5004, bakterie: 3817). Jsou
vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek véetné smérodatné odchylky.
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Obr. 29 - Relativni adherence bakterii PA 1003 na buniky NuLi-1

Byl pouzit sbirkovy kmen bakterii (PA 1003). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterif (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buiiky: 4359, bakterie: 3663). Jsou
vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vcetné smérodatné odchylky.
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Obr. 30 - Relativni adherence bakterii PA 1022 na buriky CuFi-1

Byl pouzit sbirkovy kmen bakterii (PA 1022). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buiiky: 8384, bakterie: 3659). Jsou
vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek véetné smérodatné odchylky.
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Obr. 31 - Relativni adherence bakterii PA 1022 na buriky NuLi-1

Byl pouzit sbirkovy kmen bakterii (PA 1022). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buniky: 10625, bakterie: 3600). Jsou
vyneseny pramérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vcetné smérodatné odchylky.
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Obr. 32 - Relativni adherence bakterii PA CF na burnky CuFi-1

Byl pouzit sbirkovy kmen bakterif (PA CF). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buiiky: 4617, bakterie: 1361). Jsou
vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek véetné smérodatné odchylky.
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Obr. 33 - Relativni adherence bakterii PA CF na buniky NuLi-1

Byl pouzit sbirkovy kmen bakterif (PA CF). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterif (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (buiiky: 4617, bakterie: 1361). Jsou
vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek véetné smérodatné odchylky.
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4.3.5 Porovnani uc¢inku kontrolnich protilatek

Na bakteridlnim kmenu PAK byl porovnavan uc¢inek nékolika slepicich kontrolnich
protilatek, které byly ziskany z vajicek pred imunizaci zvirete.

Byl proveden adhezni test (viz 3.5). Pouzity byly 3 rizné kontrolni protilatky. Ty
byly porovnavany sucinkem specifické protilatky a sbakteriemi neoSetienymi
protilatkou. Dané protilatky byly pouZity v koncentraci 1 mg/ml. Vysledné grafy jsou

na obrazku 34 pro CuFi-1 a na obrazku 35 na strané 59 pro NuLi-1.
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Obr. 34 - Relativni adherence bakterii PAK na bunky CuFi-1

Byl pouzit kontrolni kmen bakterii (PAK). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouZité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (builky: 6611, bakterie: 3733). Jsou
vyneseny pramérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vcetné smérodatné odchylky.
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Obr. 35 - Relativni adherence bakterii PAK na bunky NuLi-1

Byl pouZit kontrolni kmen bakterii (PAK). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé smési. Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii. Hodnoty relativni
fluorescence pouzité pro urceni poméru jsou po odectu pozadi (bunky: 6163, bakterie: 3948). Jsou
vyneseny pramérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vcetné smérodatné odchylky.

4.3.6 Vliv volného lektinu PA-IIL na adherenci bakterialnich

bunék

Ptipraveny roztok lektinu byl vdaném mnoZstvi nanesen na plicni bunky a po
inkubaci odebran, dale bylo postupovano dle obvyklého postupu (viz 3.5). Jako
kontrola byl pouzit roztok PBS. Vysledné hodnoty pro CuFi-1 jsou na obrazku 36 a

pro NuLi-1 na obrazku 37 na strané 60.
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Obr. 36 - Relativni adherence bakterii PAK na bunky CuFi-1 v zavislosti na
koncentraci lektinu PA-IIL

Byl pouzit kontrolni kmen bakterii (PAK). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterif (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék CuFi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé koncentrace lektinu (PA-IIL). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii.
Hodnoty relativni fluorescence pouZité pro urfeni pomeéru jsou po odectu pozadi (bunky: 7054,
bakterie: 5941). Jsou vyneseny primeérné hodnoty vzdy ze 3 jamek vcéetné smérodatné odchylky.
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Obr. 37 - Relativni adherence bakterii PAK na buiiky NuLi-1 v zavislosti na
koncentraci lektinu PA-IIL

Byl pouZit kontrolni kmen bakterii (PAK). Do grafu byly vyneseny pomeéry relativni fluorescence
bakterii (PKH26: Ex/Em - 522/569 nm) a bunék NuLi-1 (PKH67: Ex/Em - 470/505 nm) urcené pro
jednotlivé koncentrace lektinu (PA-IIL). Graf reprezentuje situaci po odmyti neadherovanych bakterii.
Hodnoty relativni fluorescence pouzité pro urceni pomeéru jsou po odectu pozadi (bunky: 6028,
bakterie: 5882). Jsou vyneseny primérné hodnoty vzdy ze 3 jamek véetné smérodatné odchylky.
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5 Diskuze

Cysticka fibrosa je autozomalné recesivni onemocnéni zplisobené mutaci v genu
CFTR, ktery koéduje chloridovy kanal. Jeho poSkozeni vede k poruSe rovnovahy
elektrolytli, zahusténi hlenu v plicich a zménam glykosylace povrchii dychacich cest,
které se nasledné stavaji cilem bakteridlni infekce. Jednim z nejcastéjsich patogenti u
CF je bakterie Pseudomonas aeruginosa. BéZnym postupem pri kolonizaci timto
patogenem je antibioticka lécba, ktera je ale komplikovana vznikem rezistenci.

Jako vhodna alternativa se jevi profylaxe pacientii slepi¢imi protilatkami.
Bezpecnost téchto protilatek byla prokazana v pokusech na potkanech, kteri
inhalovali aerosol IgY. U téchto zvirat nebylo zjisténo Zadné poskozeni plic ani
zvySena produkce zanétlivych faktori [51].

Na mysich modelech bylo prokdzano, Ze oralni podavani specifického IgY mize
slouZit jako pasivni imunizace ke sniZeni kolonizace dychacich cest bakteriemi PA.
Podavani této protilatky zlepsuje clearance bakterii z dychacich cest a zmirfiuje zanét.
Bylo prokazano, Ze slepici IgY méni fyzikalné-chemické vlastnosti bakterii, které jsou
nasledné snaze fagocytovany [52].

Imunoglobuliny vaje¢ného Zloutku jsou vyuzivany jako terapeutické agens proti
mnoha patogeniim. Jejich snadna a levna vyroba je cini slibnym terapeutickym
prostredkem pro lé¢bu rady infekcnich chorob. V soucasnosti jsou slepici protilatky
pouZzivany jako prevence proti stfevnim patogentim u hospodarskych zvirat, zejména
proti rotaviriim, E. coli, koronavirim a Salmonella spp. [53]. Jsou také pouzivany jako
antiséra k neutralizaci hadich jedt pri ustknuti [54].

Slepici protilatky byly také testovany jako moZzna profylaxe a terapie infekci virem
chripky. Tyto protilatky efektivné vaZou virovou neuraminidasu a hemaglutinin a na
bunécnych kulturach i mysSich modelech bylo pozorovano sniZeni infekce timto virem
[55]. Slepi¢i imunoglobuliny jiZ byly testovany ve formé Kkloktadla jako prevence
bakterialnich infekci Pseudomonas aeruginosa u pacientli s CF. V téchto studiich bylo
zjisténo, Ze po podavani téchto protilatek se zlepsily plicni funkce téchto pacienttl a
sniZil se vyskyt chronickych infekci. Tyto protilatky jsou tedy slibnym prostiedkem
k profylaxi bakterialnich infekci [56].
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V této praci proto byly studovany slepic¢i protilatky, které byly ptipraveny proti
bakteridlnimu lektinu PA-IIL, jenZ je povazZovan za vyznamny virulen¢ni faktor
umozinujici adherenci bakterii Pseudomonas aeruginosa na bunky plicniho epitelu.
PrestoZe pouZzivané protilatky byly dlouhodobé uloZeny v chladu v roztoku s azidem
sodnym, metodou ELISA bylo potvrzeno, Ze si protilatka vyrobena proti
rekombinantnimu lektinu PA-IIL zachovala schopnost specificky tento lektin
rozpoznavat a vazat. Byla potvrzena koncentra¢ni zavislost tohoto trendu pro lektin
PA-IIL i pro lektin PA-IILAG, ktery je zkraceny o glycin na C-konci.

Pomoci ,Western blotu“ bylo prokazano, Ze pouZivana protilatka specificky
rozpoznava lektin PA-IIL prirozené exprimovany bakteriemi Pseudomonas
aeruginosa, a to jak jeho monomerni (11,7 kDa), tak i dimerni (23,4 kDa) formu. Dle
naseho vysledku je ziejmé, Ze k produkci lektinu doslo pii péstovani v obou druzich
média a pro dalsi experimenty bylo pouzZivano zejména plné médium. V literatuie je
zaznamenano, ze minimadlni médium by mélo zvySovat expresi lektinu PA [50].
Z naseho vysledku vSak Zadny vyrazny rozdil mezi médii neni zietelny.

V pripadé PA lux pravdépodobné cast lektinu ziistala v dimerni formé, jak je vidét
z pritomnosti proteinovych z6on voblasti 20-25 kDa. Velmi pravdépodobné jsou
pritomné i tetramery lektinu. K presnéjSimu vyvolani pouze lektinu PA-IIL by bylo
nutné protilatku afinitné purifikovat.

Jako modelovy systém napodobujici podminky v plicich pacientl s CF byly pouzity
bunécné linie epitelialnich bunék od zdravého jedince (NuLi-1) a od pacienta s CF
(CuFi-1), které byly vystaveny puasobeni bakteridlnich kmen Pseudomonas
aeruginosa v pritomnosti protilatek proti lektinu PA-IIL. Aby bylo moZno bunky
kvantifikovat, byly barveny fluorescen¢nimi barvivy PKH26 (bakterialni burky) a
PKH67 (bunky plicniho epitelu). Vyhodou téchto barviv je minimalni ovlivnéni
pohyblivosti, Zivotaschopnosti a zejména povrchovych struktur bunék, takZe by
nemélo dochazet k ovlivnéni adheze. Bylo prokazano, Ze pro ndmi pouZivané rozmezi
je fluorescence primo Umérna poctu bunék [57].

Fluorescence bunék byla spektrofotometricky mérena a sestaveny poméry rel.
fluorescence, nasledné byla kvalita barveni a stav obou typli bunék v pfitomnosti,
resp. nepritomnosti protilatek, hodnocena mikroskopicky na fluorescen¢nim

mikroskopu Nikon Eclipse.
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V experimentech byly pouzity dva typy protilatek - specifickd a kontrolni.
Kontrolni protildtka byla izolovdna zvajec pred imunizaci slepice a specificka
protilatka pochazi od slepice po imunizaci rekombinantnim lektinem PA-IIL.

Vzhledem ktomu, Ze pouzité linie plicnich bunék jsou adherentni, byly
experimenty provadény ve 24-jamkovych destickach Corning CellBind. Tyto desticky
maji upraveny povrch jamek vhodny kadhezi bunék, ktera musi byt pevna, aby
béhem experimentu nedochazelo k odmyvani plicnich bunék a vzniku faleSné
vysokych hodnot pomérti fluorescence.

Pro urceni optimalni koncentrace protilatek pro experimenty byla zkoumana
koncentrac¢ni zavislost vlivu specifické a kontrolni protilatky na adhezi bakterialnich
bunék na bunky plicniho epitelu. Z grafu na obrazku 10 a 11 je zfejmé, Ze mnoZstvi
adherovanych bakteridlnich bunék s rostouci koncentraci specifické protilatky klesa.
Tento trend je stejny u obou linii plicnich bunék. Jako optimalni koncentrace pro dalsi
experimenty byla zvolena koncentrace 1 mg/ml, kde jiZ dochazi k vyraznému poklesu
adherence. Zgrafii je patrné, Ze se zavislost skladda ze dvou casti - k hodnoté
koncentrace 1 mg/ml dochazi k prudkému poklesu adherence se zvysujici se
koncentraci protilatky, zatimco u vysSich koncentraci (2 a 4 mg/ml) je tento pokles
mnohem mirnéjsi. Pricinu tohoto jevu nezname. Bylo by vhodné tento experiment
zopakovat s afinitné purifikovanou protilatkou pro vétsi rozsah koncentraci.

V pripadé kontrolni protilatky (obrazky 12 a 13) se naopak mnozZstvi neodmytych
bakterii se zvySujici se koncentraci kontrolni protilatky zvysSuje a od koncentrace
1 mg/ml se jiz priliS neméni. Tento jev je pravdépodobné zplsoben interakci
kontrolni protilatky s bakterialnimi bunikkami pres sacharidové struktury pritomné na
IgY. Protilatky s bakteridlnimi bunkami mohou vytvaret sit, ¢imZ je zplisobeno
zachyceni bakterii a jejich obtiZnéjsi odmyti. Tomuto piredpokladu odpovida i trend
zavislosti, kdy nejprve dochazi k prudkému nartstu s rostouci koncentraci protilatky,
ale od urc¢ité koncentrace (1 mg/ml) jiZ k dalsSimu nartistu nedochazi, tedy vSechny
bakterialni bunky jsou jiZ pravdépodobné vyvazany molekulami kontrolni protilatky
a nemohou se vazat na dalsi. Tato situace by byla kriticka pti pouZiti téchto protilatek
u pacientli s CF. Pokud by podavana smés protilatek k profylaxi neobsahovala
dostatecné mnozstvi specifickych protilatek, interakce mezi bakterialni bunikou a

nespecifickou protilatkou by jeSté mohla zesilovat retenci bakterii na epitelu.
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Reprodukovatelné bylo u vSech adheznich test prokazano, Ze protilatky vyrazné
blokuji adhezi bakterii na plicni buriky (aZ o 67%). V souladu s daty in vivo u pacientt
s cystickou fibrézou dochazi u vétsSiny bakteridlnich kmeni k vyssi adherenci bakterii
na bunky CuFi-1 neZ na bunky NuLi-1. Z toho lze usuzovat, Ze zvoleny model dobre
odpovidd redlné situaci, ktera je v plicich pacientli sCF, kde patologické zmény
navozuji zvySenou citlivost k adherenci bakterii.

Ristové médium ma vliv na expresi povrchovych struktur bakterii [50]. Minimalni
médium by mélo produkci adhezivnich struktur zvySovat a bakterialni buriky by mély
lépe adherovat. Proto byl porovnavan vliv riistového média pro bakterialni buriky na
schopnost adheze na buiiky plicniho epitelu. Ktomuto ucelu bylo pouZzito plné a
minimalni rastové médium. Z vysledkli na obrazcich 14 a 15 je zfejmé, Ze trend je u
obou druhii médif stejny - specificka protilatka vazbu bakterii na plicni burniky sniZuje
a kontrolni protilatka ji zvySuje. U bakterii péstovanych v minimalnim médiu neni
zvySeni v piripadé kontrolni protilatky tak vyrazné, coz je pravdépodobné zptisobeno
absenci nékterych povrchovych struktur, které mohou zprostiedkovavat vazbu
s protilatkou. Pro dalsi experimenty byly bakteridlni buiiky péstovany v plném médiu,
protoze, jak je ziejmé z prislusnych grafli, je zde vyraznéjsi pokles adherovanych
bakterialnich bunék p¥i pouZiti specifické protilatky oproti neosetifenym bunkam.

Aby byl vyloucen vliv ovlivnéni bakteridlnich bunék procesem barveni, byl vyuzit
luminiscencni kmen PA. Luminiscence bakterii je zavisla na bakterialni viabilité,
pokud jsou bunky poSkozené nebo usmrcené, luminiscenci neposkytuji. Naopak
fluorescencné znacené bunky poskytuji fluorescenci stale, i pokud dojde k usmrceni.
Proto ¢ast bakterii byla obarvena fluorescen¢nim barvivem PKH26 a ¢ast ponechana
nebarvena. U bakterii barvenych PKH26 byla mérena fluorescence i luminiscence, u
nebarvenych pouze luminiscence. Hodnoty ziskané pro barvené i nebarvené bakterie
byly porovnany. Data ziskana z méreni fluorescence i luminiscence bakterialnich
bunék vykazuji obdobny trend (obrazky 16-20). MnozZstvi bakterii je na buiikach
CuFi-1 vy$si nez na buiikdch NuLi-1. Ve vSech pripadech také dochazi ke
srovnatelnému poklesu mnoZstvi navazanych bakteridlnich bunék v pripadé pouZiti
specifické protilatky proti lektinu PA-IIL. Barveni tedy na viabilitu bakterii a
schopnost jejich adherence na plicni burikky nema vliv. Virulen¢ni struktury jako jsou

bi¢iky a fimbrie, které mohou byt procesem barveni poSkozeny, tedy asi nemaji
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zasadni vliv na adhezi bakterii. Zdsadni pro schopnost adheze jsou pravdépodobné
pevné vazané virulentni faktory, mezi néz patfi i lektiny.

Utinek specifické protilatky proti lektinu PA-IIL byl porovnavan je$té na dalsich
6 kmenech PA. Byly pouzity 4 kmeny PA izolované od pacientii s CF (ST 966, 1003,
1022, PA-CF), kmen PAO1 a PAK (ST1763). Z vysledkii (obrazky 22-33) je ziejmé, Ze
vétSina kment je citlivdA na pisobeni slepic¢ich protilatek proti PA-IIL. Adherence
bakteridlnich bunék na bunky plicniho epitelu u vSech kmenti PA byla vyrazné
sniZena pri pouziti specifické protilatky oproti bakteriim bez pridanych ovliviiujicich
agens. Nékteré bakteridlni kmeny se vice vaZou na bunlky CuFi-1, u jinych neni rozdil
mezi zdravymi a CF butikami zretelny.

PA 966 vykazuje rozdilné chovani oproti ostatnim bakteridlnim kmentm.
NeosSetiené bakterie vykazuji nejvétsi rozdil ve vazbé na CuFi-1 a NuLi-1 bunky ze
vSech pouzitych kment, ale protildtka proti lektinu PA-IIL je zde méné ucinna
v zabranéni adheze neZ protilatka kontrolni. Zda se, Ze tento kmen pro vazbu na
epitelidlni bunky vyuZiva jiné virulencni faktory nez jen lektin PA-IIL. SniZeni adheze
v pritomnosti kontrolni protilatky svédci o tom, Ze dana slepice se pravdépodobné
s timto kmenem PA jako patogenem jiZ setkala a ve smési kontrolni protilatky jsou
protilatky proti jejim virulen¢nim faktortm.

Na bakteridlnim kmenu PAK byl porovnavan ucinek rtznych kontrolnich
protilatek. Tyto protilatky byly ziskany od daného zvirete pred imunizaci antigenem.
Z vysledkl (obrazky 34 a 35) je zrejmé, Ze kontrolni protilatka 1 a 3 zvySuje vazbu
bakterii na plicni burky, ale protilatka 2 ji naopak sniZuje, i kdyZ pokles neni tak
znacny jako u protilatky specifické. Chovani kontrolni protiladtky 2 mize byt
zpusobeno tim, Ze se dané experimentalni zvife, od kterého tato protilatka byla

Kromé pouziti protilatek proti lektinu PA-IIL byla zkoumana moZnost negativné
ovlivnit vazbu bakterii na plicni buiiky pridanim volného rekombinantniho lektinu
PA-IIL k CuFi-1, resp. NuLi-1 buiikdm a tim zablokovat sacharidy, na které se bakterie
vaze. Byly pouZity rtizné koncentrace daného lektinu. Dle vysledkii (obrazek 36 a 37)
pritomnosti lektinu do koncentrace 250 ng lektinu na jamku nedochdazi k ovlivnéni
vazby bakteridlnich bunék na Zadnou z pouzitych plicnich bunécnych linii. Nelze

vyloucit, Ze lektin prirozené produkovany bakteriemi ma vétsi afinitu ke glykanovym
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epitopiim na povrchu plicnich bunék nez lektin uméle vyrobeny. Je vSak mozné, Ze
pouzita koncentrace lektinu byla prilis nizka.

Je ztejmé, Ze ovlivnéni adheze volnym lektinem nemize byt tak ucinné diky tomu,
Ze afinita protilatky vii¢i svému antigenu je o nékolik fadl vyssi nez vazba lektinu na
rozpoznavanou sacharidovou strukturu. Afinitni konstanta pro slepic¢i protilatky je
zhruba 501011 1/mol [58], zatimco afinitni konstanta pro lektin PA-IIL je 1,6 [10¢ 1/mol
[39].
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Souhrn

Byla ovérena schopnost slepicich protilatek ptripravenych proti bakteridlnimu
lektinu PA-IIL specificky rozpoznavat tento lektin a to jak rekombinantni, tak
prirozené exprimovany bakterialnimi burikami Pseudomonas aeruginosa.
Pouzitim luminiscen¢niho kmenu bylo prokazano, Ze barveni fluorescen¢nimi
barvivy nema vliv na schopnost adheze bakterialnich bunék a jejich viabilitu.
Specificka slepic¢i protilatka proti lektinu PA-IIL efektivné sniZuje schopnost
adheze bakterialnich bunék na bunky plicniho epitelu az o 67 % u obou linii
plicnich bunék oproti bunkdm bez pridané protilatky; byla prokazana
koncentracni zavislost tohoto trendu.

Kontrolni protilatka vazbu bakterii zvySuje a tento trend se projevuje az do
koncentrace 1 mg/ml.

Pfidani rekombinantniho lektinu PA-IIL (do koncentrace 250 ng) k plicnim

burikdm neovlivnilo adhezi bakterii na tyto buriky.
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