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Teoreticky uvod 7

1 Teoreticky uvod

1.1  Protilatky

1.1.1 Charakteristika protilatek

Zivé organismy maji obranné mechanismy, které je chrani pted napadenim viry,
bakteriemi a pred pisobenim cizorodych makromolekularnich latek (toxiny) a kone¢né i
pfed vlastnimi patologicky zmé&nénymi poskozenymi ¢i infikovanymi butikami. Existuji

dva mechanismy této obrany:

1) Nespecifickd, neadaptivni ochrana zajistovana fagocyty, ,,natural killer (NK

buiikami), syst¢émem komplementu, interferony a cytokiny. Tento typ obrany je
charakteristicky pro vSechny mnohobunééné organismy. Buiiky a molekuly zajistujici
nespecifickou obranu jsou v organismu pfipraveny pfedem pied vniknutim ciziho agens
do organismu, a proto reaguji na pfitomnost §kodlivin rychle. Na rozdil od specifickych
slozek nemaji tzv. imunologickou pamét. Velmi dtilezitou ulohu ma i kozni a slizni¢ni
bariéra se svymi mechanickymi, chemickymi a mikrobialnimi (normalni bakterialni

mikrofléra) obrannymi mechanismy.

2) Specificka adaptivni ochrana je zaji§tovana protilatkami (humoralni imunita) a
T-lymfocyty (bunéénéd imunita). Vyskytuje se az u obratlovci, odpovéd’ je pomalejsi,
ale disponuje imunologickou paméti. Humoralni imunitni reakce je charakteristicka

produkci sérovych imunoglobulini, zvanych protilatky, B-lymfocyty v kostni dfeni.

Protildtka reaguje santigenem, tim ho oznaCuje a pfipadné neutralizuje.
V zévislosti na specifité protilatky vi¢i antigenu, rozliSujeme protilatky monospecifické
(reaguji pouze s jednim antigennim mistem) a polyspecifické (reaguji s fadou antigenti
nebo antigennich determinant jednoho antigenu). Polyspecifické protilatky lze ziskat

z krve imunizovanych zvifat, z kolostra savci nebo z vajeéného Zloutku ptaka.
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1.1.2  Struktura imunoglobulint

Protilatky jsou tvofeny dvéma téZkymi H a dvéma lehkymi L fetézci, které jsou
vzajemné kovalentné propojeny cystinovymi mustky. TéZky fetézec obsahuje tfi nebo
¢tyfi konstantni domény (C) a jednu variabilni doménu (V). Lehky fetézec se sklada z
jedné konstantni domény (C) a jedné domény variabilni (V). Tézké fetézce jsou spojeny
s tzv. pantovou oblasti, ktera dodava molekule vétsi flexibilitu (viz. Obr.1). Tézké
fetézce jsou v tzv. Fc &asti glykosilovany'. Imunoglobuliny jsou tedy glykoproteiny.
Dle typu té¢Zkého fetézce (u, 9, v, a, € ) délime imunoglobuliny do péti t¥id (IgM, IgD,
IgG, IgA, IgE). Kazdy z péti typti H fetézce se mize kombinovat s jednim ze dvou typua

L fetézce (x, A). Majoritni zastoupeni v krvi savci ma IgG.

Pantova oblast

Obr.1. Rozdil mezi IgG savci a IgY ptiki
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1.1.3  Slepici protilatky

Nez slepice snese vajicko, sekretuje do vajeéného Zloutku krevni imunoglobuliny
typu IgG spolu s n€kterymi dal$imi proteiny (slepiéi sérovy albumin, a,-glykoprotein) i
lipoproteiny (LDL, HDL) a naopak imunoglobuliny IgA a IgM spolu s dal$imi proteiny
(napt. ovalbumin) do bilku. Koncentrace protilatek ve Zloutku je dokonce 1,3 — 1,9 x
vy$si nez v krvi slepice’. Po vylihnuti kufete pfejdou imunoglobuliny ze Zloutku do jeho

krve, zatimco IgA a IgM z bilku zajist'uji pasivni imunizaci traviciho traktu.

1.1.4 Rozdil mezi sav¢imi a slepi¢imi protilatkami

Pta¢i imunoglobuliny, izolované z vajeénych Zzloutki a oznaCované IgY, se v

posledni dobé t&si stale vétsi oblibé. Maji oproti savéim protilatkam fadu vyhod.

Prvni vyhodou je mensi stres experimentalniho zvifete. Slepici se totiZ jen odebere
snesené vajicko, kdezto u savcu se protilatky ziskavaji odbéry krve ¢i dokonce srde¢ni
punkci vedouci ke smrti zvifete. Druhou vyhodou je az 30 x vyss§i vytéZnost slepicich
imunoglobulini (IgY) oproti ziskavani protilatek zkrve kralika®. PrestoZe je
koncentrace IgY ve vaje€ném Zloutku men$i neZ v krvi savcu je slepice schopna
vyprodukovat az 25 g protilatek za rok, nebot’ vajicka obsahujicici 70-150 mg IgY
vjednom Zloutku jsou slepici snaSena téméf denné. Dale, vzhledem k velké
fylogenetické vzdalenosti ptaki a savci, slepice mnohem citlivéji reaguje na aplikovany
sav¢i antigen produkci protilatek, a to i proti vysoce konzervovanym sav¢im proteinim,
na které by u kralika byla nizka ¢i nulova imunitni odpovéd’. Dal§im klinicky
vyznamnym faktem je nereaktivnost IgY s rheumatoidnim faktorem, s rheumatoidnimi
receptory a systémem komplementu savci®. Pii pouziti sav&ich protilatek se diky témto
interakcim objevovaly fale$né pozitivni vysledky, Cemuz se pouzitim IgY ptedejde.

Pta¢i imunoglobuliny se od savéich li§i i dal$imi parametry. U ptakt byly
nalezeny jen tfi tfidy imunoglobulind (IgG, IgA, IgM). Pta¢i IgG a IgA maji o jednu

konstantni doménu t€Zkého fetézce vice nez savéi IgG a IgA (viz Obr.1, str. 8) Ptaci
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protilatky naopak nemaji pantovou oblast. Tyto dvé skute€nosti maji za nasledek mensi
miru precipitace komplexu antigen-IgY nez u imunokomplexti se savéimi protilatkami.
S vys$8im poctem konstantnich domén u IgY souvisi i pomérné vysoky obsah sacharidi,
zejména mandzy, na t€Zzkém fetézci. Pta¢i imunoglobuliny jsou vSak oproti savéim
ponékud labilngjsi. IgY maji asi o 3°C niz8i termalni stabilitu neZ sav¢i IgG. Rovnéz
stalost v kyselém prostiedi je u IgY niz8i, coz ziejmé souvisi s hodnotou pl, ktera je

posunuta o jednotku pH do kyselé oblasti ve srovnani s IgG’.

1.1.5 VyuzZiti protilatek IgY

Slepi¢i protilatky IgY maji Siroké pouziti a jejich uplatnéni se stale zvétSuje.
V klinické praxi se uzivaji napf. pfi RIA ¢i ELISA, kdy se stanovuji napt. vlastni
protilatky (Ab o HIV, IgE pfi atopii) nebo proteiny vypovidajici o patologickém stavu
(nddorové markery). Dilezité je téZ jejich pouziti jako antidota napf. proti hadimu jedu,
botulotoxinu ¢i tetanotoxinu, pro pasivni imunizaci (proti hepatitidé A, vztekling,
tetanu) nebo k substitucni 1é¢bé intravendznimi imunoglobuliny (u pacientii s poruchou
tvorby protilatek).

Ve védeckovyzkumné praxi lze IgY pouZit k pfipravé imunosorbentu k izolaci ¢i
zakoncentrovani studovanych latek. Pfi imunoafinitni chromatografii se vyuzivaji
slepi¢i protilatky imobilizované na gelové matrici. Imobilizovana protilatka specificky
rozpoznava, vaze a pisobenim elu¢nich pufri i uvoliiuje dany antigen. Déle k detekci a
stanoveni nizko- i vysokomolekularnich biomolekul (imunodifuze, ELISA, ,,Western-

blotting®).

1.1.6 Produkce a purifikace protilatek

K navozeni produkce protilatek specifickych pro ur€ity antigen slouZi imunizace.
Tento proces je zaloZen na podani antigenu imunizovanému organismu subkutanné
(peroralng, intradermalné, intramuskularn€). Pro zvySeni produkce protilatek se antigen
podava v kombinaci s latkami (napf. deaktivované mikroorganismy ¢i jejich slozky),

které nespecificky stimuluji imunitni odpovéd’ organismu. Nejucinnéj$im
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imunostimula¢nim prostfedkem u slepic je Freundovo adjuvans. Antigen se slepicim
podavéa ve form& vodné emulze s Freundovym adjuvans®. Po imunizaci proteinem se
béhem 4-6 tydna ustali hladina produkovanych protilatek na hodnoté, ktera je vétSinou
konstantni po dobu nejméné Sesti mésici, nez se za¢ne postupné sniZzovat. Po imunizaci
peptidem je situace odlisna. Nejdfive dochazi k prudkému nardstu tvorby protilatek a

nasledné k rychlému poklesu, to v§e béhem tii az ¢ty mésict (Hodek; osobni sd€leni).

V soucasnosti je znamo né€kolik metod izolace slepiCich protilatek. Jednotlivé
metody se 1i8i jak v naro¢nosti postupu, tak i v mnozstvi a istoté ptipravené protilatky.
Pfi srovnani étyf metod’ vyuZivajicich dextran sulfat®, polyethylenglykol®, metodu
ziedovani'® a xantanovou gumu'' se jevi jako nejefektivn€j$i (z hlediska mnoZzstvi
vytézku, Cistoty, naro¢nosti izolace) metoda zied’'ovaci. Izolace slepi¢ich protilatek
zied'ovaci metodou je zaloZena na oddé€leni vodorozpustnych proteini od vajeéného
Zloutku v slabé kyselém prosttedi za sniZené teploty. K nasledné purifikaci se vyuziva

centrifugace, vysolovani nebo iontoméni¢ova chromatografie.

Pi#i vybéru peptidu pro imunizaci je piihlizeno k tomu, aby vybrany usek
aminokyselin nebyl soucasti sekundarni struktury (o-helix, B-skladany list), tedy je
vybirano misto tzv. ,,ohybu®. DalSim kritériem je antigenicita, pfiCemz plati, Ze pfili$
hydrofobni peptid, je pomérné¢ malo antigenni. Dale je rozhodovano mezi jedine€nosti
struktury peptidu, ¢i naopak sekvenéni podobnosti (identitou). Zde zalezi na ucelu
naslednych experimentd. Vybrana sekvence musi byt také dobfe pfistupna (povrchovy
peptid). Po vybéru vhodného sekvenéniho tseku a jeho syntéze se je§t¢ musi peptid
vhodné€ upravit (zvétsit), aby byl efektivné rozpoznavan imunitnim systémem slepice.

To lze provést n€kolika zplsoby:

1. Navazani peptidu SH skupinou cysteinu na nékteré jiné proteiny (napf. plzi
“Keyhole-limpet hemocyanin“ - KLH ¢i hovézi sérovy albumin - BSA)

2. Syntéza peptidu na TENTA gel — n x peptid

3. Metodou MAP - ,,Multi Antigen Peptide®. Pii tomto postupu vznika tzv.
lysinovy strom s osmi rameny, na nichz je syntetizovan ptislusny peptid.
Relativni molekulova hmotnost celého MAPu je v zavislosti na délce peptidu

9 az 10 tisic.
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V mé praci byl pouzit jako imunogen formaldehydem usmrcené bakterie
sbirkovych kment Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia a kmen
Pseudomonas aeruginosa izolovany z dychacich cest pacientii s cystickou fibrézou,
kterymi byly slepice imunizovany. A také modelovy peptid o sekvenci
(LDRRVPIPVDRSCGG), navazany pomoci glutaraldehydu na KLH tzn. konjugat.

Timto antigenem byly imunizovany dalsi slepice.

1.2 Uloha protilitek v souvislosti s onemocnénim cysticka fibréza

Cysticka fibroza je zavaZné genetické onemocnéni, kdy mutace v genu jsou
pfenaSené autosomalné recesivnim zplsobem. Projevuje se zménou ve sloZeni a
fyzikaln€¢ chemickych vlastnostech hlenu na povrchu sliznic, ¢imz naru$uje normalni
funkci organd (napf. na povrchu epitelu dychacich cest se v disledku zmén hlenu méni
periciliarni  tekutina znormdlni hypotonické na isotonickou a neschopnou
baktericidie)'”.

Pacienti postiZzeni touto nemoci trpi opakovanymi respiracnimi infekcemi,
jejichz chronickd podoba je nejcastéjsi pfi¢inou jejich umrti. Mezi nejcastéjsi infekce
tohoto druhu patii chronicky zanét plic zpisobeny baktériemi Pseudomonas aeruginosa
a Burkholderia cepacia®®. Tyto bakterie jsou velice rezistentni na antibiotika, vykazuji
ochranu pred fagocytézou a komplementem'®. Souasné mozZnosti 1é&by spoéivajici
v podavani vysokych davek antibiotik, inhalovani latek na zfed'ovani hlenu ¢&i
transplantaci plic neposkytuji uspokojivé vysledky, proto je snaha o nalezeni jinych
prostiedki 1é¢by.

Pozornost je soustfedéna na prevenci téchto infekci, coz mize piedstavovat
aktivni ¢i (s pfihlédnutim na zdravotni stav pacientll) zejména pasivni imunizaci. U
pacientl s cystickou fibr6zou, potencialnich hostiteltt Pseudomonas aeruginosa, se
v8ak vé&tSinou nevyskytuje pfili§ zdravych jedinch schopnych dobré imunitni
odpovédi'®. Také u pacientii, které je mozno v n&kterych ptipadech podrobit aktivni
imunizaci (pfedev§im v mlad$§im véku a ty jedince, ktefi jeSté nepfiSli do styku s
Pseudomonas aeruginosa), tento zpisob ofkovani zpuisobuje zdravotni oslabeni. Praveé

proto by pro pacienty s cystickou fibrézou byla vhodné pasivni imunizace. V ptipadé
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tohoto onemocnéni by pasivni imunizace mohla byt pouZivana k pfimé 1é¢bé jako
vhodna alternativa k ne p¥ili$§ u¢inné antibiotické 16¢be.

K pasivni imunizaci jsou vSak dnes pouzivany protilatky (Casto krali¢i), které
maji velice podobnou strukturu a tudiz i funkci jako protilatky lidské, dusledkem cehoz
i u imunizace pasivni dochazi shodn¢ jako u aktivni imunizace k aktivaci komplementu
a nasledné tvorbé imunokomplext, které jsou pficinou zanétlivé reakce i zahu$t'ovani
hlenu u pacienti s cystickou fibrézou.

Existuje vak velky potencial ve slepicich protilatkach, které nejsou doposud pro
tyto ucely pfili§ vyuzZivany ackoliv skytaji mnohé moznosti. Slepi¢i protilatky ziskané
z vajec maji srovnatelné ¢i v n€kterych ohledech i lepsi vlastnosti nez savéi protilatky.
Slepi¢i imunoglobuliny jsou znaéné odlisné od lidskych IgG z divodu vétsi evolu¢ni
vzdalenosti. Slepi¢i imunoglobulin obdobny lidskému IgG, ktery se oznacuje IgY na
rozdil od lidského IgG neaktivuje komplement a tak nenavozuje zanétlivé reakce. Pravé
proto se slepiéi protilatky jevi jako vhodny prostfedek pro pasivni imunizaci lidského

organismu'®.

1.2.1 Vybrané mikroorganismy pro pasivni imunizaci

Pseudomonas aeruginosa a Burkholderia cepacia jsou aerobni gramnegativni
bakterie, které se nejvétsi mérou podileji na t€zkych plicnich onemocnénich u osob
s cystickou fibrozou.

Pseudomonas aeruginosa mize pusobit infekce rizné zavaznosti: od kolonizace
plic, ktera nevyvola imunitni odpovéd’, az k t€zké nekrotizujici bronchopneumonii a
vzniku chronické infekce'”.

Burkholderia cepacia byla ptivodné znama hlavné jako pfi¢ina hniloby cibule
(odtud jeji nazev), teprve pozdéji byl odhalen jeji pomérné zdvazny podil na infekcich
pH cystické fibroze, ktery se soustavné zvysuje'®. Pred lety byla prevalence odhadovéna
na 10%, ale dnes se blizi az 40%. Tyto infekce se u nékterych pacientu lisi od
pseudomonadovych infekci rychlosti vyvoje plicniho postiZzeni, vyjimkou neni

septikémie nebo nekrotizujici pneumonie'’.
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Tak jako jiné bakterialni druhy i Pseudomonas aeruginosa ma vice antigent,
které jsou pfimo spojeny s n&jakym virulenénim faktorem bakterie’®. Mnohé antigeny
jsou spojeny s adhesni schopnosti bakterie, za coZ jsou zodpoveédné povrchové struktury
bakterie jako flagella a pili nebo lektiny*'. Nejvyznamnéjiimi adhesiny u bakterie
Pseudomonas aeruginosa (a i u mnohych dalsich) jsou flagella a pili. Tyto adhesiny
jsou zodpoveédné az za 90% adhesivni ¢innosti bakterie. Schopnost bakterie dobie se
adherovat na epitelialni buiiky poskozené tkané je prvni a zakladni pfedpoklad k rozvoji
bakterialni infekce nasledované kolonizaci a patologickymi zménami hostitelské tkané.
S ohledem na skuteCnosti konstatované vtomto odstavci vyplyvd, Ze blokovanim
dilezitych adheren¢nich faktori zodpovédnych za vazebnou schopnost Pseudomonas
aeruginosa muzZeme zabranit adhesi bakterie na cystickou fibrozou poskozené
epitelialni buriky.

Na zaklad¢ soucasnych znalosti o Pseudomonas aeruginosa a Burkholderia
cepacia a vzhledem k nesnazim doprovazejicich soucasnou 1é¢bu téchto infekci, se

pasivni imunizace jevi praveé jako mozny zptsob terapie.
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2 Cil prace

Navodit maximalni produkci IgY proti bakteridlnim imunogentim a vyhodnotit

moznosti jejich stabilizace a bezpe€nosti jejich pouZiti.

K tomu bylo tieba splnit nasledujici ukoly:

1. Izolovat IgY a v c¢asové zavislosti na imuniza¢nich davkach studovat pomoci

metody ELISA produkci specifickych protilatek.

2. Se specifickymi protilatkami IgY proti Pseudomonas aeuriginosa a Burkholderia

cepacia studovat ovlivnéni ristu téchto baktérii na pevném médiu.

3. Na IgY proti modelovému peptidovému antigenu studovat stabilitu a konzervaéni

chemické prostiedky

4. Studovat snaSenlivost a imunitni odpovéd’ lidského organismu po nasalni a

peroralni dlouhodobé aplikaci IgY.
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3 Material a metody

3.1 Priprava a purifikace protilatek IgY
3.1.1 Sbér vajec

Slepice byly chovany v separatnich klecich za fizeného osvitového rezimu. Vejce
byla sbirana kazdy den a skladovana pfti teploté 5°C. Pfed prvni imunizaci byla sebrana

kontrolni vejce pro stanoveni bazalni hladiny protilatek (ziskana kontrolni frakce).

3.2.1 Imunizace slepice

Slepice byla imunizovana tfemi davkami antigenu (0.5ml emulse tvofené CFA ¢i
NFA a konjugéatem peptidu s KLH rozpusténym v PBS; ptipraveno P. Hodkem) vzdy
po 100pg v tydennich intervalech. V pfipadé¢ imunizace pomoci formaldehydem
usmrcenych baktérii byly slepice nejprve imunizovany vzdy pfisluSnym bakteridlnim
kmenem ve tfech davkach (vzdy 10'* buiiek/ 0,5 ml PBS) v tydennich intervalech, poté
byla imunizace opakovana vzdy jednou davkou antigenu v rozmezi 4; 7; 8 a 14-ti

mesicich od doby prvni imunizace.

3.1.3 Purifikace protilatek

Jednotlivé frakce protilatek byly pfipraveny z 2-10 vajec. Zloutek byl oddélen
od bilku na separatoru a pod tekouci vodou dokonale o¢i§tén. Objem ziskanych Zloutkd
byl odeéten v polyethylenovém valci. Zloutky byly v polyethylenové nadobé ziedény
10-ti nasobnym objemem destilované vody a rozmichany pomoci magnetického
michadla. Poté bylo pH roztoku sniZeno na 5,1 pfidavkem 0,1 M HCIl. Homogenét byl
pfes noc zmrazen pti —20°C. Druhy den byl homogenat rozmraZen a filtrovan v nalevce
ptes filtra¢ni papir do odmérného valce. V ziskaném filtratu byl rozpustén NaCl do
vysledné koncentrace 8,76% (w/v) a pH bylo upraveno na hodnotu 4,0 1M HCI.

Roztok byl michan 30 minut na magnetické michatce a ponechan precipitovat jesté 2
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hodiny®. Centrifugaci (centrifuga Janetzky K 70D, vykyvny rotor 4x 800 ml) 20 minut
pti 3000 RPM byl ziskan sediment. K jeho rozpusténi byl pouzit pufr PBS (s 0,1%
NaN;j), pfiblizné n ml na 1 Zloutek. Ziskany roztok protilatek byl skladovan pi#i 5°C

nebo byl zmrazen.

3.1.4 Ukinky protilatek na lidsky organismus

Frakce téchto protilatek byla ptipravena z 50 konzumnich vajec. Protilatky byly
ptipraveny purifikaci (dle bodu 3.1.3, vyjma stabilizace pomoci NaNj3). Takto ziskané
protilatky o koncentraci 19,5 mg/ml byly poté v alikvotech zmrazeny. Tyto protilatky
byly uréeny k pfimému podavani v davkach 20 mg/den v pfipadé nazalniho a 50
mg/den v pfipadé€ peroralniho zptisobu podani. Nazalni podavani probihalo po dobu 12-
ti tydnti, peroralni po 4 tydny. Po ukonéeni uzivani IgY byla metodou ELISA sledovana
ptitomnost specifického IgG ve vzorcich odebranych z lidského séra pted aplikaci IgY

a nasledné po ukonceni aplikace IgY.

3.1.5 Stabiliza¢ni latky

Vsechny latky pouzité v této praci ke stabilizaci patii do skupiny antiseptik.
Antiseptika (remedia) jsou latky zabraiiujici vyvoji a mnoZeni mikrobii. Remedia, dnes
uzivana jako desinfekéni prostfedky, je snaha pouZivat relativné netoxickd a minimaln¢
drazdiva. K chemické desinfekci se pouzivaji organické kyseliny a zasady, organické
latky jako jsou alkoholy, aldehydy a ketony, derivaty fenolu a krezolu, derivaty

halogent, slou¢eniny t&kych kovi, kvarterni amonné baze™.

Néami vybrané stabiliza¢ni latky byly**:
e kyselina benzoova, C;HgO, , jednosytné organicka kyselina
e kyselina sorbova C¢HgO, (kyselina 2,4 — hexadienova)
e Septonex, Ci12H44BrNO, [1-(ethoxykarbonyl) pentadecyl]
trimethyamoniumbromid, organickad slouenina, patfi mezi skupinu tenzidi

(kvarternich amoniovych bazi), ptisobi jako povrchové aktivni desinfekéni latka
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e Ajatin, C,1H3sBrN, N,N-dimethyl-N-benzyl-N-dodecylamoniumbromid,
organicka sloucenina, patfi mezi skupinu tenzidi (kvarternich amoniovych
bazi), pisobi jako povrchové aktivni desinfekéni latka

e Lysozym- relativné maly enzym patfici do skupiny hydrolaz S§tépicich
peptidoglykan ($t€pi polysacharidové slozky bunéénych stén respektive §tépi
glykosidickou vazbu mezi N-acetylglukosaminem a N-acetylmuramidovou
kyselinou), byva izolovan zvajeénych bilkl, je sloZzen zjednoho
polypeptidového fetézce o 129 AMK, jeho Mr=14 600

¢ methyl-paraben, CgHgO3 (methylester kyseliny 4-hydroxybenzoové), organické
slou€enina

¢ azid sodny, NaN;- tlumi oxidativni fosforylaci bakterii

e Thiomersal, CoHoHgNaO,S, 2-(ethylmerkurithio)benzoan sodny, patii mezi
organické slou€eniny rtuti, nej¢astéji je uzivan ke konzervaci ockovacich sér,
jeho nevyhodou je toxicita zapfi€¢inéna pfitomnosti Hg

o kyselina borita, H;BO; (kyselina trihydrogenborit4)

3.1.6 Studium stability IgY

Stabilita izolované protilatky, byla posuzovana z vice sméri. Jednim z hledisek
bylo pozorovani zmény aktivity IgY vlivem putsobeni lyofylizace, zmraZeni a teplot
(37°C, 5°C) pti dlouhodobych expozicich.

Druhym hlediskem bylo posuzovani aktivity IgY pfi dlouhodobém uchovavani
v pfitomnosti riznych stabiliza¢nich latek.

Pro tyto experimenty byla pouZivana ,,zasobni“ protilatka IgY ziskana spojenim
frakci ¢.1 a ¢.2 (viz. tabulka 1., str. 29), o vysledné koncentraci 20 mg/ml. Tato
protilatka nebyla stabilizovana azidem. Ze ,,zasobni“ IgY byly pfipraveny vzorky
s obsahem 0,1% azidu (pfidan pevny NaN3), které byly umistény do termostatu (37°C),
lednice (5°C), zmraZeny a lyofylizovany. Pro srovnani byly ze ,,zasobni“ IgY odebrany
vzorky (neobsahujici azid), umisténé do termostatu (37°C) a lednice (5°C). Ve
zvolenych intervalech (v prub&hu 1-28 dni) byly u té€chto vzorkd sledovany aktivity IgY
metodou ELISA .
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Pro sledovani dlouhodobych expozic IgY v pfitomnosti stabiliza¢nich latek byla
pouzita ,,zasobni“ IgY po lyofylizaci (1g IgY odpovidal 1,9g lyofylizatu). K roztoku
IgY ptipravenému z lyofylizované IgY (20mg IgY v 10ml PBS-ELISA) byly pfidany
roztoky stabiliza¢nich latek, jejichz pH bylo upraveno na hodnotu 7,2. Koncentrace
roztoku IgY a stabiliza¢nich latek byly ptipraveny ve dvojnasobné koncentraci, tak aby
po jejich vzdjemném smiseni v poméru 1:1 byla ziskdna IgY o koncentraci 10mg/ml a
koncentrace stabiliza¢nich latek jak je uvedeno niZe:

- kyselina benzoova - 0,2 %

- Septonex - 0,05%

- kyselina sorbova - 0,08%

- Ajatin- 0,5%

- lysozym - Img/ml

- methylparaben - 3g/ml

- azid-0,1%

- Thiomersal - 0,01%

- kyselina borita - 1,7%

Koncentrace stabiliza¢nich latek (kromé azidu sodného) byly voleny, tak aby

odpovidaly koncentracim b&Zné uzivanym v humanni medicing ¢i potravinach.

3.2  Analytické metody

3.2.1 Stanoveni koncentrace proteinu

Vzorek IgY (cca 200 pl) byl centrifugovan 5 min. pfi 13000 otackéch
(centrifuga SANYO). 50 pl supernatanu bylo ziedéno 2,5 ml PBS pufru. Z absorbance
méfené pii 280 nm proti PBS byla ur¢ena koncentrace proteinu (K) ve vzorku podle

VZorce:

K = A,y -n-1,094

kde n je zfedéni.
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3.3 Imunochemické metody

3.3.1 ELISA

Jedna se o imunochemickou metodu zaloZenou na specifické interakci mezi
protildtkou a antigenem zakotveném na nosi¢i. Po vzniku komplexu antigen protilatka
se na protilatku vaze sekundarni protilatka s kovalentn¢ vazanym enzymem (alkalickou
fosfatazou nebo peroxidazou), ktery reaguje s chromogennim substratem a poskytuje
barevny produkt.

Jako antigen byl bud pouzit modelovy peptid o sekvenci
(LDRRVPIPVDRSCGG), nebo formaldehydem usmrcené bakteridlni bunky ¢i IgY.
Antigen (modelovy peptid) byl nafedén imobiliza¢nim pufrem (13 mM Na,COs, 25 mM
NaHCOs, pH = 9,6) na koncentraci 4 ug/ml.

Antigen (formaldehydem usmrcené bakteridlni buiiky) byl pfipraven tzv.
metodikou CELISA (suspenze bakterialnich buné€k byla nafedéna imobiliza¢nim pufrem
na koncentraci 107 bunék/ml, takto zfed&ny roztok antigenu byl po 100 pl aplikovan do
kazdé jamky, poté byla mikrotitraéni deska centrifugovana (Centrifuga Janetzky- K 70
D) 15 minut pfi 2 000 RPM, po pfidani 150 ul CH3CH,OH do kazdé jamky byla deska
centrifugovana pfi stejnych otackach 10 minut, po centrifugaci byl CH;CH,OH
odstranén a misto n¢j bylo do jamek aplikovano 150 pl CH3OH, deska pak byla
naposledy centrifugovana pii 2 000 RPM. Po odstranéni CH30H z jamek vyklepnutim
byla mikrotitraéni deska susena 30 minut pfi laboratorni teploté). Takto byla deska
pfipravena k dal§imu pouziti.

Poté bylo do kazdé jamky aplikovano 100 pl ziedéného roztoku antigenu a ptes
noc ponechano pti 5°C. Druhy den byl antigen odstranén a jamky byly promyty pétkrat
po sobé€ 200 ul PBS-Tween 20 (PBS obsahujici 0,1% (v/v) Tween 20). Poté byla kazda
jamka blokovana 150 ul blokovaciho roztoku (2% (w/v) fidky bilek v PBS-Tween 20) a
inkubovéna 1 hodinu pfi 37°C. Po odstranéni blokovaciho roztoku byly jamky pétkrat
promyty 200 ul PBS-Tween 20. Vzorky protildtek byly nafedény PBS-ELISA pufrem
(134 mM NaCl; 1,8 mM NaHPO4 x 12 H,O; 0,4 mM Na,H,PO4 x 12 H,0). Pro
stanoveni aktivity protilatek v jednotlivych frakcich byly vzorky nafedény
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geometrickou fadou na koncentrace v rozmezi 90-0,1 pg/ml. U ELISY, kdy byly jako
antigen pouzity usmrcené bakterie, byly vzorky nafedény na koncentraci 30 pg/ml.
V piipadé ELISY, kdy byla jako antigen pouzita IgY, byly fedény vzorky lidského séra
v poméru 1:1, 1:10, 1:100 a 1:1000.

Do pfislusnych jamek se aplikovalo 100 pl natedéné protilatky. Inkubace
probihala 2 hodiny pt#i 37 °C. Po odstranéni protilatky a dikladném promyti jamek
(pétkrat PBS-Tween 20) byla do vSech jamek aplikovana sekundarni protilatka (Rabbit
IgG Anti-Chicken, konjugat s alkalickou fosfatazou, od firmy Sigma) natedéna PBS-
ELISA pufrem v poméru 1 : 1500 a v pfipad€ IgY antigenu (zvifeci protilatka anti-IgG,
konjugat s peroxidazou, od firmy VIDIA) natedéna PBS- ELISA pufrem v poméru
1:101. Po hodinové inkubaci pti 37 °C byla odstranéna sekundarni protilatka a kazda
jamka opét 5 krat promyta PBS-Tween 20. Poté bylo do vSech jamek aplikovano 100 pl
Cerstvé pripraveného vyvolavaciho roztoku (30 mM NaHCO;, 20 mM Na,COs;, 1 mM
MgCl;, 0,1% v/v p-nitrofenylfosfat). Vyvolavaci roztok o sloZeni (0,2 M Na,HPOy, 0,1
M CsH¢OsCOOH, 0,25 ml 30% H;O, 0,001% v/v 2,2’-azino-bis(3-
ethylenbenzthiazolin-6-sulfonové kyselina)) byl pouZit pro peroxiddzou znacenou
sekundarni protilatku. Mikrotitra¢ni deska byla inkubovana pfesn€ 15-30 minut pfi
laboratorni teploté a poté byla reakce pierusena piidavkem 50 pl 3 M NaOH (v piipadé
ELISY s IgY antigenem piidavkem 50 ul 1% SDS). Nakonec byla zméfena absorbance
pfi 405 nm proti vzorku v jamce, kterd neobsahovala primarni protilatku (blank).
Meéfeni bylo provadéno na &te€ce ELISA(ELx800) s filtrem 405 nm. Titr odpovida
koncentraci protilatky, pfi niz lze je$t¢ naposledy odlisit vyvolané zbarveni v jamce od

pozadi (kontrolni protilatky).

3.4  Elektrochemické metody

3.4.1 Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis- elektroforéza v
polyakrylamidovém gelu v prostedi dodecyl sulfatu sodného

Elektroforéza je metoda pro déleni proteinii za pouziti elektrického pole na

polyakrylamidovém gelu jako podporném mediu a dodecyl sulfitu sodného jako
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aniontového detergentu. SDS denaturuje proteiny a udéluje polypeptidu negativni nébo;.
Tudiz, migrace proteini neni zavisla na okamzitém naboji polypeptidu, ale na jeho

molekulové hmotnosti®>.

Pfed vlastni elektroforézou byly pfipraveny tyto roztoky:

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

Polymera¢ni roztok A: 30% (w/v) akrylamid, 0,8% (w/v) BIS, v pufru A

Pufr B: 0,125 M TRIS; pH 6,8; 0,1% (w/v) SDS; 0,0006% (w/v) bromfenolova modf
Polymeraéni roztok B: 30% (w/v) akrylamid, 0,8% (w/v) BIS, v pufru B

Vzorkovy pufr: 0,063 M Tris, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) 2-merkaptoethanol, 10% (v/v)
glycerol, 0,003% (w/v) bromfenolova modf; pH 6,8

Elektrodovy pufr: 0,129 M glycin, 0,025 M Tris; pH 8,3; 0,1% (w/v) SDS

Barvici lazeii: 1,25 g Coomassie briliant blue R-250, 270 ml ethanol, 45 ml octova
kyselina, destilovana voda do 500 ml

Odbarvovaci lazeri: 500 ml ethanol, 200 ml octova kyselina, destilovana voda do 2 1

SigmaMarker Wide Range (8irokého rozpéti): (viz. Obr. 2)

myosin 205 000

B-galaktosidasa 116 000
fosforylasa b 97 000
fruktoso-6-fosfat kinasa 84 000
bovinni serum albumin 66 000
glutamat dehydrogenasa55 000
ovalbumin 45 000

glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 36 000

karbon anhydrasa 29 000
trypsinogen 24 000

trypsin inhibitor 20 000

a-laktalbumin 14 200

aprotinin 6 500

Obr. 2 - SigmaMarker Wide Range (Sirokého rozpéti)
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Separacni gel 7,5%: 12 ml pufr A, 4 ml polymeraéniho pufru A, 10 ul TEMED, 3 mg
persiran sodny
Velkoporovy gel 4%: 9 ml pufr B, 1ml polymeraéni roztok B, 10 ul TEMED, 3 mg

persiran sodny

Sada dvou sklenénych desti¢ek (10x10,5 cm) se sadou spacert (sily 1 mm)
umisténych mezi skla. Separa¢ni gel byl aplikovan mezi obé skla, ihned pfevrstven
destilovanou vodou a nechan stat 30 minut p¥i pokojové teploté.

Voda byla po zpolymerovani gelu odstranéna a na separacni gel byl nalit
polymeracni roztok B pro ptipravu 4% velkoporového gelu. Mezi skla byl vsunut
zasuvny pasek pro ptipravu aplika¢nich jamek, tak aby ve velkoporovém gelu nevznikly
bublinky. Po zpolymerovani gelu byl hieben vyndan a sklenéné desky s gelem se
umistily do elektroforetické vany. Do horniho a spodniho elektrodového prostoru vany
byl nalit elektrodovy pufr.

Jednotlivé vzorky se nafedily vzorkovym pufrem v poméru 1:1 a po dobu 5
minut byly inkubovany pfi teploté 100 °C.

Do kazdé jamky vzniklé pouzitim hiebenu (obsahujici elektrodovy pufr) bylo
podvrstvenim aplikovano po 20 ul nafedéného vzorku nebo SigmaMarkeru.

Po naneseni vSech vzorkd byla elektroforetickd vana pfipojena ke zdroji
stejnosmérného napéti (150 V). Elektroforéza probihala pfiblizné po dobu 2 hodin.
V momenté kdy ¢elo bromfenolové modie doputovalo ke spodnimu okraji desky, byla
elektroforéza ukonéena. Sklenéné desky s gelem byly vyjmuty z elektroforetické vany a
gel se opatrn€ pienesl na 1 hodinu do barvici 1azn€. Poté se gel pfenesl do odbarvovaci

lazné, kde byl ponechan pfes noc.
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3.5 Mikrobiologické techniky

3.5.1 Izolace subcelularni frakce bakterie Pseudomonas aeruginosa

Subcelularni frakce bakterii Pseudomonas aeruginosa byla ptipravena z 20 ml
suspenze formaldehydem usmrcenych bakterii. Suspenze byla v kadince zfedéna 9-ti
nasobnym objemem pufru PBS bez piidavku azidu. Poté byla mixovana po dobu 1
minuty (se 4 pfestavkami) v mixéru. Homogenat byl centrifugovan (centrifuga Janetzky
K 24) 15 minut pfi 13 000 RPM (otac¢ky za minutu). Takto ziskany supernatan byl jesté
dale centrifugovan (centrifuga Beckmann Coulterm. Optima™ LE- 80K) 3 hodiny pfi
40 000 RPM. Ultracentrifugaci ziskany sediment byl rozsuspendovan s minimalnim

mnozZstvim pufru PBS. Ziskany vzorek subcelularni frakce byl zmraZen pii -20°C.

3.5.2 Ovlivnéni ristu Pseudomonas aeruginosa a Burkholderia cepacia

Bylo sledovano ovlivnéni ristu bakterii Pseudomonas aeruginosa a
Burkholderia cepacia specifickymi protilatkami IgY.

Pro tyto ucely byly pouzity IgY vykazujici nejvyssi obsah specifickych
protilatek viiéi odpovidajicimu bakterialnimu kmenu (viz. Obr.3, str.31). Tyto protilatky
byly ziskany po pfedchozi imunizaci slepice pomoci formaldehydem usmrcenych
bakterii Pseudomonas aeruginosa (sbirkovy kmen), Burkholderia cepacia a bakterie
Pseudomonas aeruginosa (ziskané od pacienta s cystickou fibrézou).

Vsechny protilatky byly stabilizovany azidem sodnym a proto musely byt
dialyzovéany, aby byl eliminovan pfipadny vliv samotného azidu na baktéridlni rust.
Soucasné s protilatkami byl dialyzovan i roztok azidu sodného (pufr PBS s 0,1% NaN3),
jehoz vychozi koncentrace byla shodna s koncentraci azidu sodného, kterou obsahovaly
IgY ke své stabilizaci. Dialyza probihala v pufru PBS (dialyza¢nim pufru) po dobu 24
hodin, pti¢emzZ v prub&hu dialyzy doslo k jedné vymén¢ pufru.

Koncentrace kazdé ztéchto protilaitek byla po dialyze pfevedena na vyslednou
koncentraci 10 mg/ml a pomoci sterilniho bakterialniho filtru o velikosti pérd 0,22 pm

ptefiltrovana.
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Pted vlastnim pokusem byly bakterie pieockovany na agarové plotny. Z takto
pfipraveného inokula (exponencidlni rist) byly odebrany vzorky pro sledovani riistu
bakterii na pevném Zivném médiu. Jako pevné Zivné médium byly pouzity bakteridlni
plotny sagarem (v 1L média: 16g peptonu, 10g enzymatického kaseinového
hydrolyzatu, 10g K,SO4, 1,4g MgCl, 11g agaru, 4g glukozy), které byly pomoci
bakterialni hokejky pokryty po celé své plose suspenzi pfislusného bakterialniho kmene.
Do agaru takto pfipravené plotny byly vytvofeny jamky, do nichZ byla aplikovana vzdy
ptislusna IgY o koncentraci 10 mg/ml v objemu 0,05 ml, 0,1 ml a 0,2 ml. Jako kontrola
byla vzdy do jedné jamky nanesena IgY, ktera byla ziskana jesté pfed imunizaci slepice
(kontrolni frakce protilatek), dale jedna jamka zistala prazdna a do poslednich dvou byl
nanesen roztok retinatu azidu sodného ¢&i dialyzatu (pufr PBS z dialyzy) v objemu 0,1
ml (viz. Obr. 4). Po naneseni vSech vzorkti do jamek, byly plotny inkubovany

v termostatu pfi 37°C po dobu 48 hodin.

Obr. 4 - Bakteridlni plotna s nanesenymi vzorky

1- IgY o objemu 0,05 ml 5- roztok dialyzatu PBS o objemu 0,1 ml
2- IgY o objemu 0,1 ml 6- kontrolni IgY o objemu 0,15 ml
3- IgY o objemu 0,2 ml 7- prazdné jamka

4- roztok retinatu NaN3 o objemu 0,1 ml
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3.6 Pouzité chemikalie

Kyselina benzoova - Kulich OTR, Hradec Kralové, CR

Methyl-paraben - Kulich OTR, Hradec Kralové, CR

Septonex — Galena a.s., Opatov-Komarov, CR

Kyselina sorbové - Hlubna, Brno, CR

Ajatin - Profarma-Produkt s.r.o., CR

Azid sodny - Fluka, Germany

Tween 20 - Fluka, Germany

Coomasie Brilliant Blue G- 250 - Fluka, Germany

4-nitrophenyl phosphate disodium salt - Fluka, Germany

Akrylamid, N,N-methyl-bis akrylamid, Triton X-100, TEMED - Serva, Germany

IgG, Anti Chicken Antibody developed in rabbit, konjugat s alkalickou fosfatazou -
Sigma, USA

Anti- IgG, zvifeci protilatka proti lidskému IgG, konjugat s peroxidazou- VIDIA s.r.o.,
CR

2,2’-Azino-bis(3-Ethylbenzthiazoline-6-Sulfonic Acid), tablety - Sigma, USA
Kompletni a nekompletni Freundovo adjuvans - Sigma, USA

SigmaMarker™ (Wide Range) - Sigma, USA

Sodium merthiolate - Ubichem Limited, USA

Lysozym — izolovan Doc.RNDr. Hodkem, PiF UK.

Chlorid sodny, hydroxid sodny, kyselina boritd, hydrogen fosfore¢nan sodny,
dihydrogen fosfore¢nan sodny, chlorid hotfe¢naty, kyselina citronova, siran — vSechny

tyto chemikalie byly od firmy Lachema, Brno, CR.

3.7  Poutzité pFistrojové vybaveni a pomucky

Immuno Modules, mikrotitra¢ni deska Maxisorb - NUNC, Dansko

Immuno Modules, mikrotitra¢ni deska Polysorb - NUNC, Dansko
Spektrofotometr HP 8453 E - Hewlett Packard

Spektrofotometr ELx 800 (¢tecka mikrotitra¢nich desek) - BioTek
Spektrofotometr Sunrice remote (¢tecka mikrotitra¢nich desek) - TEKAN, Austria
Elektrické michadlo MS 2 Minishaker - IKA®
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Michacka Variomag - Monotherm

Inkubator, Incubator Gallenkamp - SANYO, UK

Centrifuga MS - SANYO, UK

Ultrazvuk, Ultrasonic compact cleaner - TESLA, CR

Analytické vahy 40 SM - PESA

Piedvazky EW 600 - KERN

pH metr model 370 - ATI Orion

Mixér ETA 0010 - ETA, CR

Centrifuga K 70 D — JANETZKY, Germany

Ultracentrifuga BECKMAN COULTERw- Optima™ LE- 80K Ultracentrifuge, USA
Spritzenfilter - ROTILABO®, sterilni antimikrobialni filtr PVDF — Carl Roth GmbH +

Co KG, Germany
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4 Vysledky

4.1 Izolace a charakterizace protilitek IgY

4.1.1 Imunizace slepice a izolace protilatek

Z vajec ziskanych pied imunizaci byla vZdy izolovana kontrolni frakce protilatek
s cilem pfipravit frakci v niZ se je§t¢ nepromitne reakce na podany antigen. Poté byla
slepice subkutanné imunizovana tfemi davkami v tydennim intervalu obsahujicimi vzdy
100pug peptidového konjugatu nebo 10'° usmrcenych baktérii Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia. V pfipadé bakteridlnich antigeni byla imunizace 4-krat
opakovana, vZdy jednou davkou antigenu, v rozmezi 4; 7; 8 a 14-ti mé&sicii od doby
prvni imunizace. Vejce byla rozdélena do ptislusnych frakci (viz. tabulka 1 a 2, str. 29).
Z kazdé frakce byla popsanym zpusobem izolovana IgY a stanovena celkova
koncentrace proteinu dle zméfené absorbance pii 280 nm. Po imunizaci peptidovym
konjugatem byly ziskany 3 frakce (1 kontrolni) IgY (viz. tabulka 1, str. 29). Po
imunizaci usmrcenymi bakterialnimi kmeny bylo celkem ziskano (za dobu 23 mésici) 8
frakci (z ¢ehoz 1 kontrolni) po imunizaci Pseudomonas aeruginosa (sbirkovym
kmenem), 8 frakci (z ¢ehoz 1 kontrolni) po imunizaci Pseudomonas aeruginosa
(izolovana z plic pacienta s cystickou fibr6zou) a 8 frakci (z ¢ehoz 1 kontrolni) po

imunizaci Burkholderia cepacia (viz. tabulka 2, str. 29).

Z konzumnich vajec byla izolovana frakce, ktera obsahovala 4,8 g protilatky IgY
o koncentraci 19,53 mg/ml. Dale byla vyuzita k dal§im experimentim (ke sledovéni

G&inkd pti uzivani IgY).
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Tabulka 1: Imunizace slepice pomoci peptidového konjugatu a izolace protilatek

IgY

Tabulka 2: Imunizace slepice bakteriemi Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia
cepacia a izolace protilatek IgY

koncentrace
datum sbéru
frakce ) IgY
vajec
[mg/ml]
kontrolni 15.5.-22.5. 6,5
¢. 1 8.7.-31.7. 23,5
¢.2 5.8.-31.8. 16,5
Legenda: Imunizace byla provedena 22.5., 29.5., 5.6..
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PA BC PA-CF
Frakce | datum sbéru | koncentrace | datum sbéru koncentrace | datum sbéru koncentrace
IgY IgY IgY

vajec [mg/ml] vajec [mg/ml] vajec [mg/ml]

kontrolni 5.2003 41,6 5.2003 31,2 5.2003 13,5
¢ 1 9.2003 27,8 8.2003 30,2 9.2003 29,8
¢.2 12.2003 59,5 12.2003 55,7 12.2003 38,7
€.3 4.2004 41,8 4.2004 47.8 4.2004 28,8
¢. 4 6.2004 24,1 6.2004 42,4 7.2004 32,4
¢.5 10.2004 29,9 10.2004 43,7 10.2004 36,3
€. 6 1.2005 50,8 1.2005 62,7 1.2005 66,7
¢.7 8.2005 28,1 8.2005 33,56 8.2005 47,2

Legenda: Imunizace byla provedena 22.5.03, 29.5.03, 5.6.03 a dile 14.10.03,

14.1.04, 27.2.04, 10.8.04.

PA- imunizace slepice pomoci sbirkového kmene Pseudomonas aeruginosa

BC- imunizace slepice pomoci bakteridlniho kmene Burkholderia cepacia

PA-CF- imunizace slepice pomoci kmene Pseudomonas aeruginosa izolovaného

z dychacich cest pacienta s cystickou fibrézou
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4.1.2 Stanoveni specifickych protilatek proti modelovému peptidu ELISA testem

Pfitomnost specifické protilatky IgY v isolovanych frakcich €.1 a ¢.2 byla ovéfena
metodou ELISA, pti fedéni IgY v intervalu koncentraci 9,0-0,1pg/ml. Za téchto
reaktivitu specifické protilatky odlisit od pozadi (kontrolni protilatka). Titr frakce ¢.1
byl 0,3pug/ml, titr frakce ¢.2 byl 1pg/ml. Z toho vyplyvé, Ze imunitni odpovéd’ v Case
klesa.

Na zakladé titru lze konstatovat, Ze ob¢ frakce obsahuji dostatené mnoZstvi
specifické protilatky IgY. TudiZ mohly byt pro dalsi experimenty spojeny. Tato spojena
frakce obsahovala 780 mg protilatky IgY o koncentraci 20 mg/ml.

4.1.3 Stanoveni specifickych protilditek po imunizaci suspenzi bakteridlnich bunék

ELISA testem

Pritomnost specifické protilatky IgY v triadé izolovanych frakcich ¢.1 az ¢&.7
ziskanych v pribéhu 23 mésici byla ovéfena metodou ELISA, pii pocatetni
koncentraci fedéni IgY 30 pg/ml pro aplikaci na mikrotitraéni desku. Za téchto
podminek bylo moZno vysledovat zmény v aktivité isolované protilatky IgY na zaklade
pouZitého antigenu a jeho shopnosti vyvolat tvorbu protilatek u imunizovaného zvitete
(slepice) v prib&hu daného Easového obdobi. Vysledek ELISA testu je na obrazku 3,

strana 31.
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4.2  Sledovani stability protilatky IgY

Stabilita izolované protilatky byla posuzovana z vice smérd. Jednim z hledisek
bylo pozorovani zmény aktivity protilatky IgY vlivem zmraZeni, lyofylizace a pusobeni
teplot pti dlouhodobych expozicich (37°C, 5°C). Druhym hlediskem bylo posuzovani
stability protilatky IgY pifi jejim dlouhodobém uchovavani v pfitomnosti riznych

stabilizacnich latek. Aktivita IgY byla sledovana metodou ELISA.

4.2.1 Teplotni vlivy na aktivitu protilatky IgY

Pti této studii byl porovnavan rozdil ve stabilit¢ protilatky IgY za
antimikrobialniho ptisobeni azidu a v nepfitomnosti této latky pii vystaveni teplotnim
vlivim. V prvni ¢asti (fazi) byla protilatka zmraZena, lyofylizovana nebo ponechéna po
dobu dvou dni pfi teplotach (5°C ¢i 37°C). Poté byla jeji aktivita zjiStovana metodou
ELISA (fedéni IgY bylo v intervalu koncentraci 90-10pg/ml). Vysledek ELISA testu je

znazornén na obrazku 5, strana 33.

V druhé fazi experimentti byly protilatky (s azidem a bez této stabiliza¢ni latky)
umistény do termostatu (37°C) a v prib&hu 28 dni (respektive 2.,3.,7. a 28. den) byly
odebirany vzorky IgY. Po dobu mezi odebranim posledniho vzorku IgY byly vzorky
uchovavany zmrazené. Nakonec byla u vSech vzorki sledovédna aktivita IgY pomoci
metody ELISA. Protilatky byly nanaseny v rozmezi 90-3,3pg/ml. Vysledek testu je na
obrazku 6, strana 34.
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4.2.2 Vlivy stabiliza¢nich latek na aktivitu protilatky IgY

Zde byl porovnavan vliv riznych stabilizaénich latek na aktivitu protilatky IgY pfi
jejim dlouhodobém uchovavani v termostatu pti 37°C. Jako standard pro vSechna
ELISA stanoveni byla pouzivana protilatka stabilizovana azidem, ktera byly v
alikvotech zmraZena a uschovana pfi -20°C. Aktivita tohoto roztoku byla povaZovana
za 100% a k ni byly aktivity v8ech vzorku pfepoditavany.

Pied uloZenim IgY s pfislusnymi stabilizaénimi latkami (roztok IgY a stabilizacni
latky) do termostatu bylo od viech vzorkii odebrano po 50ul (vzorky z T = 0 dni) a
uschovano pfi -20°C. Daldi vzorky IgY byly odebrany 17. a 31.den po umisténi do
termostatu. V odebranych vzorcich byly metodou ELISA sledovany zmény aktivity
protilatky IgY sohledem na pouZitou stabilizaéni latku a dobu inkubace. Odebrané
vzorky IgY byly nanaSeny v rozmezi 90-10pg/ml na mikrotitraéni desti¢ku. Vysledek
ELISA testu je na obrazku 7, strana 36. Jako nejvhodné&jsi byla pro porovnavani aktivity

IgY mezi jednotlivymi vzorky (odebranymi 0., 17., a 31. den inkubace) zvolena
koncentrace IgY 10ug/ml.
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4.3  Sledovani u¢inku IgY pFi jejim podavani na lidsky organismus

Pro posouzeni vlivu podavané slepi¢i protilatky IgY na tvorbu specifické
protilatky IgG jako imunitni odpovédi lidského organismu na pasivni imunizaci byla
pouZzita metoda ELISA. Ve vzorcich lidského séra pied a po pasivni imunizaci byla
sledovana aktivita specifické protilatky lidské IgG. ZvySeni hladiny specifickych
protilatek IgG bylo pozorovano ve vzorku séra testovaného dobrovolnika, ktery se
podrobil nazalnimu podavani IgY. Vysledek ELISA testu je uveden na obrazku 8,

strana 38.



‘w31 ¢ vjAq nuadnue oypiznod 32eNUIDUOY
AS] wyuparzn wurezeu od H3] eyalde —od g
AS[ wugarzn wiupezeu payd H3] eyanye - paxd g
A8 wyugarzn wyuppiosed od H3[ eyane —od y
AS8] wuearzn wiupeiorad pagd O3] eyanye — payd v
"VSI'1d nopojow A 3] fuearzn od e pazd D3] oyoyroads AjALe [UBAOPS[S :§ R IZ¢I40

(Aupfy) 1 | v
_ : -0
1’0
Al
od payd

€0

oook:L o0 | vo
ooL:LoO|

oLLom £

LLOoM | S'0
©I9S |UPPOYZ

9'0

2'0

8'0

od
6'0

8¢ KAPaIsAA



Vysledky 39

4.4  Ovlivnéni rastu Pseudomonas aeruginosa a Burkholderia cepacia

v pritomnosti specifické protilatky

Zde bylo sledovano zda (pti kultivaci) v ptitomnosti specifickych protilatek IgY
dojde k omezeni ¢i zastaveni rustu bakterii Pseudomonas aeruginosa (sbirkového
kmene i kmene ziskaného z dychacich cest pacienta s cystickou fibrézou) a
Burkholderia cepacia. Kultivace probihala na pevné kultivaéni pidé (agaru). Po
kultivaci (48 hodinéach) byly vizualn¢ zhodnoceny vysledky.

Plotny byly kompletné pierostlé bakteriemi, aniz by v okoli nanesenych
specifickych protilatek doslo k vytvofeni zon, které by znacily omezeni ristu mikroba.

Tento jev byl shodny pro vSechny pouZité bakteridlni kmeny, pro ilustraci je uveden

vysledek kultivace Pseudomonas aeruginosa izolované z plic pacienta s cystickou

fibrozou (viz. Obr. 9).

1) IgY o objemu 0,05 ml

2) IgY o objemu 0,1 ml

3) IgY o objemu 0,2 ml

4) roztok retinatu NaN3 o objemu 0,1 ml
5) roztok dialyzatu PBS o objemu 0,1 ml
6) kontrolni IgY o objemu 0,15 ml

7) prazdné jamka

Obr. 9 - Pseudomonas aeruginosa (kmen ziskany z dychacich cest pacienta s cystickou
fibr6zou) po kultivaci s IgY



fruktosa-6-fosfat kinasa 84 000 KDa:

bovinni serum albumin 66 000 KDa

glutamat dehydrogenasa 55 000 KDa

aldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 36 000 KDa
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4.5  Ovéfeni izolace subceluliarni frakce bakterie Pseudomonas aeruginosa

Ke studiu proteinového sloZzeni izolované subcelularni frakce bakterie
Pseudomonas aeruginosa byla pouzita SDS-PAGE elektroforéza. Pii elektroforéze byl
nanesen vzorek subcelularni frakce a standardu SigmaMarker Wide Range (Sirokého
rozpéti). Gel byl po elektroforéze obarven. Po elektroforéze byla v gelu zaznamenana
pfitomnost 4 z6n. Dvé majoritni z6ny byly nalezeny v oblasti 60 a 43 tisic KDa, dalsi
dvé minoritni zény se pohybovali v oblasti okolo 55 a 51 tisic KDa. V publikacich
vénujicich se obdobnému tématu je uvadéno, Ze oblast okolo 50 tisic KDa pfislusi

flagellové frakci Pseudomonas aeruginosa.”® Vysledek elektroforézy je na obrazku 10.

fosforylasa b 97 000 KDa

60 000 KDa

55000 KDa
51 000 KDa

ovalbumin 45 000 KDa
43 000 KDa

karbonat anhydrasa 29 000 KDa ;
trypsinogen 24 000 KDa

Obrazek 10 - SDS-PAGE elektroforéza subcelularni frakce Pseudomonas aeruginosa
(7,5% gel) v redukujicim prosttedi.

A - standard: SigmaMarker Wide range (viz. Obr. 2, str. 22)
B — subcelularni frakce Pseu
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5 Diskuse

Podéanim peptidického antigenu se podafilo navodit imunitni odpovéd’ ve slepi¢im
organismu projevyjici se produkci specifické protilatky IgY. Tato imunitni odpovéd’
(schopnost tvofit IgY po podani antigenu) v ¢ase klesa. ELISA testem byla potvrzena
vy$§i koncentrace IgY v izolované frakci ¢. 1 (krat$i Casovy interval od doby
imunizace) oproti koncentraci IgY ve frakci ¢. 2 (delSi ¢asovy interval od imunizace).

Tento jev je bé€Zny a zejména v piipadé pouziti peptidickych antigent je dobfe patrny.

Pfi pouziti bakteridlnich antigenii se podafilo navodit imunitni odpovéd’ ve
slepi¢im organismu nasledovanou produkci specifickych protilatek IgY. Ale intenzita
imunitni odpovédi (koncentrace tvofenych protilatek) se liSila v zavislosti na pouZitém
bakterialnim kmenu (jako antigenu) a dobé€ od imunizace. Jak je patrné z obrazku 3 (str.
31), frakce specifickych IgY po imunizaci kmenem Burkholderia cepacia vykazuji
velice dobrou aktivitu. Po prvni imunizaci jejich koncentrace roste a po dalSich
podpiirnych imuniza¢nich davkach pozvolné stoupa. Po dosaZeni svého maxima si tuto

aktivitu uchovavaji.

Ve frakcich IgY ziskanych imunizaci slepice kmenem Pseudomonas aeruginosa
(izolované zplic pacienta scystickou fibrézou) doSlo k pozvolnému narustu
koncentrace IgY az k dosaZzeni maxima (které bylo ze vSech tii ziskanych specifickych
IgY nejvyssi). Pokud vSak nedochazelo k opakovani imuniza¢nich davek, tak jejich

aktivita zacala opé€t zvolna klesat.

Koncentrace IgY ve frakcich ziskanych imunizaci pomoci sbirkového kmene
Pseudomonas aeruginosa po prvi imunizaci zna¢né€ vzrostla a doséhala svého maxima
ve velice kratkém cCasovém intervalu od doby imunizace. Ale nasledné imuniza¢ni
davky jiz nevyvolali dal§i nardst aktivity. Tento jev je mozné pozorovat pfi pouZiti
peptidickych antigent.

Pfi pouziti vSech bakteridlnich antigend bylo nutno podat az 3 udrZovaci davky,
aby bylo moZno dosdhnout maximalni imunitni odpovédi.

Pokud miZzeme ze srovnavani pouze tfi experimentalnich objekti vyvodit n¢jaké
zaveéry, vyplyva znich, Ze Burkholderia cepacia je jako antigen schopna vyvolat

dostatecné vysokou produkci protilatek i s del$im €asovym odstupem od provedeni
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imunizace. Proto se jevi jako antigen s nejlepS§imi vlastnostmi pro dlouhodobou
piipravu protilatek. Naopak antigen Pseudomonas aeruginosa (izolovana z plic pacienta
s cystickou fibrozou) vyvola v kratkém Casovém intervalu nejvyssi produkci IgY od
provedeni imunizace. Ale vzhledem k tomu, Ze s prodluzujicim se ¢asovym intervalem
od doby imunizace klesa (koncentrace) produkce IgY se jevi jako antigen vhodny pro

ptipravu protilatek v kratkém ¢asovém intervalu od imunizace.

Sbirkovy kmen Pseudomonas aeruginosa se pro své antigenni vlastnosti (mala
produkce IgY v kratkém i del§im ¢asovém obdobi od imunizace) ukazuje jako antigen,

ktery je schopen vyvolat velmi dobrou imunitni odpoveéd’ jen zdhy po imunizaci.

Pfi sledovani ristu bakterii Pseumonas aeuriginosa a Burkholderia cepacia na
pevném médiu se nepodafilo prokéazat, Ze v piitomnosti specifickych protilatek IgY
(proti témto baktériim) bude jejich rist n&jak ovlivnén. Po kultivaci byly plotny
prerostlé, aniz by v okoli specifickych protilatek byla pfitomna zona znacici jejich

antimikrobialni plsobeni (viz. Obr. 9, str. 39).

Z toho vyplyvd, ze tento stav mohl byt zpiusoben pifimym plsobenim
proteolytickych enzymia sekretovanych bakteriemi do media, které mohly protilatku
rozstépit jesté diive néz zapocal jeji Gcinek nebo tyto specifické protilatky nebrani ristu
baktérii.

Vyse uvedené naznacuje potfebu vyuzivani specifickych antigent, které mohou jiz

pfimym pisobenim na ur¢ité mechanismy zabranit ¢innosti baktérii.

Piedpokladame, Ze specifické protilatky proti bi¢ikim Pseudomonas aeruginosa
(flagellinové bilkovin€) by mohli zabranit adherenci této bakterie na epitelidlni burky
sliznic dychacich cest. Jelikoz flagella patii mezi adheziny, které jsou zodpovédné az za
90% adhesivni ¢innosti bakterie Pseudomonas aeruginosa a Burkholderia cepacia byla

snaha o izolaci subcelularni frakce, v niZ se tato struktura nachéazi.

Proto byla z bakteridlni suspenze Pseudomonas aeruginosa izolovana
subcelularni frakce této bakterie. Metodou SDS-PAGE elektroforéza byla v této frakci
potvrzena pfitomnost 4 (proteintl) zoén (viz. Obr. 10, str. 40) v oblasti okolo 50 000
KDa, ktera je uvadéna pro flagellové proteiny. V publikaci Allisona, a spol. (1985) je

uvadéna hmotnost flagellinu kmene Pseudomonas aeruginosa 53000 KDa “* %, Oblast o
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této hmotnosti byla nalezena, ale bez sekvenace izolovaného proteinu neni mozZné
s jistotou potvrdit , Ze byl izolovan prave flagellin.

Flagella jako jeden z nejlepSich adhezinl bakterie Pseudomonas aeruginosa by
tak mohl byt pouzit jako vyborny antigen. V pfipadé pasivni imunizace pomoci jeho

specifickych protilatek by mohl pfispét vyznamnou mérou pfi terapii cystické fibrozy.

Pro volbu zplisobu stabilizace IgY je prvnim kritériem €as, po ktery ma byt
izolovana IgY uchovavana. Pro velmi kratké uchovavani IgY neni tieba pfidavat zadné
stabiliza¢ni latky. Jak ukazuje obr. 5, str. 33, pfi uchovavani IgY po dobu 2 dni v 5°C ¢i
37°C nedochazelo k poklesu aktivity IgY ani v jednom z pfipadi. Pro dlouhodobé
uchovani protilatek je vhodné pouzit zamraZeni nebo lyofylizaci, které shodné vedou k
jednorazové ztraté aktivity piiblizné z 65%.

Pii dal$im posuzovani stability IgY byly voleny del§i intervaly pfi uchovani
vzorku IgY. Pfi uchovavani vzorku IgY v inkubatoru (37°C) byl sledovan v prib&hu 28
dni rozdil mezi aktivitami vzorkidl v pfitomnosti a nepfitomnosti azidu. V €asovém
intervalu 2-7 dni nedochézelo k Zddnym vyraznym zménam aktivit mezi IgY s obsahem
¢i bez obsahu azidu, aviak v obdobi po 28 dnech doslo k vyrazné zmén¢ a nakonec az
ke ztrate aktivity IgY u vzorku bez obsahu azidu. Z toho vyplyva, Ze pro del$i uchovani
(obzvlasté pii vysSich teplotach) IgY je pro udrzeni aktivity IgY nutna stabilizace

antibakterialnim agens, napf. azidem.

Protoze ke ztrat€ aktivity IgY dochazi po n€kolika tydennim uchovavani a také i
po jejim zmrazZeni €i lyofylizaci bylo nutné najit vhodnou stabiliza¢ni latku. S ohledem
na to, Ze IgY by méli byt uréeny k pfimému podavani lidskému organizmu, je nutné
vybirat (volit mezi) chemické latky, které jsou biokompatibilni. Doposud se jako velmi
vhodna stabiliza¢ni latka pouziva azid sodny. Proto byl pro porovnani u¢inkd vybrané
Siroké $kaly chemickych stabilizanich latek pouZit azid. Pouzité stabiliza¢ni latky a

jejich G¢inek je uveden v tabulce 3, str. 44.
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Tabulka 3: Chemické stabiliza¢ni latky a jejich vliv na aktivitu IgY

A B C
Azid sodny -22% 30% /%
Kyselina benzoova -26% 52% 22%
Septonex -90% 10% -21%
Kyselina sorbova -80% -4% -34%
Ajatin -48% -48% -718%
Lysozym -35% 34% 3%
Methyl-paraben -39% 37% 6%
IgY bez stab. latek -49% ! % -30%
Thiomersal -25% 27% -4%
Kyselina borita -15% 42% 12%

Legenda: A - aktivita za 31 dni - udava pokles aktivity IgY po inkubaci (37°C) 31 dni
za pouziti uvedenych stabiliza¢nich latek vici standardni protilatce (100%).

B - aktivita viaéi ,IgY* - udava rozdil mezi aktivitou IgY bez pouziti
stabilizaCnich latek a IgY s riznymi stabiliza¢nimi latkami.

C - aktivita viéi ,azidu“ - udava pokles ¢i nardst aktivity IgY p#i pouziti
riznych stabiliza¢nich latek vici aktivité IgY za stabilizace azidem.

Jak z vySe uvedené tabulky vyplyva stabiliza¢ni latky jako ajatin ¢i kyselina
sorbova se jevi pro stabilizaci IgY jako nevhodné. Aktivita IgY pii pouziti téchto latek
klesne jest€¢ niZe nez ma samotnd IgY bez pouziti stabilizanich latek. Latky jako
Septonex, Thiomersal, lysozym a methyl-paraben pfevysuji svou aktivitou aktivitu IgY
bez pouziti stabilizanich latek, ale vyznamné nepfevysuji aktivitu IgY stabilizovanou
azidem. Nejsou tedy vhodnéj$im stabilizaénim €inidlem neZ azid sodny. Oproti tomu
kyselina benzoova a boritd se zdaji byt zhlediska stabilizace aktivity IgY
nejvhodnéj$imi latkami, protoZe prokazaly dokonce lepsi schopnost stabilizovat aktivitu
IgY nez azid sodny.

V ptipad€ tohoto experimentu (viz Obr. 7, str. 36) nedoSlo u IgY bez
stabilizacnich latek ani po dlouhodobé inkubaci (31 dni) pii 37°C k uplné ztraté jeji
aktivity oproti pfedchozimu experimentu, kdy dlouhodoba inkubace protilatky pti 37°C
bez pouziti stabiliza¢nich latek (viz. Obr. 6, str. 34) vedla jiZ po 28 dnech k Gplné ztrate
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aktivity protilatek. Tento zdanlivy rozpor byl pravdépodobné zptisoben lyofylizaci IgY,
¢imZ mohlo dojit ke zni¢eni ¢i omezeni Zivotaschopnosti bakteridlni kontaminace
vzorku.

Pfi posuzovani vlivu uzivané IgY (isolované z konzumnich vajec) na lidsky
organismus byl volen nazalni a peroralni zptisob podani. Nazalni vakcinace je jednim ze
zpUsobi imunizace. Nazalni imunizaci (maze) dochazi k tvorbé specifickych protilatek
lidské anti-IgG.>"*%*°

Po ukonc¢eni uzivani (viz. Obr. 8, str. 38) IgY byla testem ELISA potvrzena
zvySend aktivita specifické protilatky (lidské IgG) ve vzorku lidského séra testovaného
dobrovolnika, ktery IgY uzival nazaln¢. U jedince, ktery tuto IgY uZival peroralnim
zpisobem, sérum neprokéazalo zvySeny obsah (koncentraci) specifické protilatky lidské
IgG.

Z toho vyplyva, Ze jiz samotné podavani IgY vyvolava v lidském organismu
imunitni odpovéd’. A zplsob podani ma rozhodujici vliv na efektivitu pasivni
imunizace. Po dobu trvani celého experimentu nebyly zaznamenany pfi peroralnim ani

nasalnim podavani Zadné nezadouci G¢inky ani subjektivni zmény.
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6

Souhrn

Byly izolovany protilatkové frakce IgY z vaje¢nych zloutkl slepice imunizované

modelovym peptidem. S témito protilatkami byly provedeny stabiliza¢ni studie.

Pti kratkodobém uchovavani IgY vykazuji dobrou stabilitu i pfi 37°C, takZe neni
nutnd jejich chemicka stabilizace.

Jako nejvhodnéjsi stabiliza¢ni latky pro stfednédobé uchovani IgY se jevi kyseliny
boritd a benzoova, které vykazuji srovnatelné vysledky jako b&éZné uzivany azid
sodny.

Byly izolovany protilatkové frakce specifickych IgY z vajeénych Zloutku slepic
imunizovanych usmrcenymi kmeny vybranych bakterii.

Metodou ELISA byl prokazan obsah specifickych protilatek proti pouZitym

antigenim v dvouletém obdobi v zavislosti na udrzovacich davkach antigenu.

Byly izolovany protilatkové frakce IgY z vaje¢nych Zloutkd konzumnich vajec.
Metodou ELISA byl prokazéan obsah specifickych protilatek IgG u dobrovolnika po
nasalnim uziti.

Byla izolovana subcelularni frakce bakterii a pomoci SDS — ELFO prokazana

ptitomnost 4 proteind.
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