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Abstrakt

Recesivni autozomalni onemocnéni cysticka fibréza (CF) je zpiisobena mutaci v genu
CFTR (,.cystic fibrosis transmembrane conductance regulator®), ktery koduje stejnojmenny
chloridovy kanal. Tato mutace vede k nespravnému transportu iontli, coz mé za nasledek tvorbu
nadmérné viskozniho hlenu na povrchu dychacich cest, a nasledné ke zvysSené nachylnosti
k bakterialnim onemocnénim. Prave infekce dychaciho systému jsou nejcastéjsi pficinou tmrti
aeruginosa (PA), bakterie, kterd ke své patogenité vyuziva fadu faktort virulence, jako jsou
pili nebo adheziny. Lektin PA-IIL, ze skupiny adhezini PA, se vyznacuje vysokou afinitou
k L-fukose, takze ptispiva k adherenci PA na malo sialylovany epitel pacientti s CF.

V této praci byly zkoumany interakce mezi PA-IIL a plicnim epitelem. Byly vyuzity
bunécné linie CuFi-1 (pacient s CF) a NuLi-1 (zdravy jedinec), které byly zkoumany ex vivo.
Cast téchto linii byla vystavena plisobeni neuraminidasy. Lektin PA-IIL byl izolovan z bun&éné
linie E. coli pET25 PAIIL a nasledné fluorescencné znacen DyLight 488. Aktivita zminéného
lektinu byla ovéfena pomoci aglutinace cervenych krvinek. Postup znac¢eni nezménil vazebnou
afinitu lektin-sacharid. Interakce mezi lektinem a bunéénymi liniemi byly vyhodnoceny
pomoci fluorescenc¢ni pritokové cytometrie FACS.

Bylo zjisténo, Ze lektin PA-IIL se s vysokou afinitou vaZe na bunécné linie oSetfené
neuraminidasou. Tyto vysledky potvrzuji, ze lektin PA-IIL pfispiva k adhezi Pseudomonas

aeruginosa na plicni epitel s niZsi sialylaci.

Klicova slova: cysticka fibroza, Pseudomonas aeruginosa, PA-IIL, bunécné linie



Abstract

Recessive autosomal disease cystic fibrosis (CF) is caused by a mutation in the CFTR
gene ("regulator of cystic fibrosis transmembrane conductance"), which encodes the same
named chloride channel. This mutation leads to incorrect ion transport, which causes the
formation of an excessively viscous mucus on the surface of the airways and subsequently to
the susceptibility to bacterial diseases. This disease mainly affects the respiratory system, where
infections are associated with various causes of death in patients with CF. The most common
pathogen causing infections is Pseudomonas aeruginosa (PA), which uses many virulence
factors, such as pili or adhesins. Lectin PA-IIL, from the group of PA adhesins, is characterized
by a high affinity for L-fucose, so it contributes to the adhesion of PA to the low sialylated
epithelium of CF patients.

In this work the interactions between PA-IIL and lung epithelium were investigated.
The cell lines CuFi-1 (CF patient) and NuLi-1 (healthy individual), which were examined
ex vivo, were used. A part of these cell lines were exposed to neuraminidase. The PA-IIL lectin
was isolated from the E. coli cell line pET25 PAIIL and subsequently fluorescently labeled
with DyLight 488. The activity of mentioned lectin was verified by red blood cell agglutination.
The labeling procedure did not alter the binding affinity of the lectin-saccharide.
A spectrofluorimeter (Tecan Infinite M200 Pro) and a FACS fluorescence flow cytometer (BD
LSR II) were used to investigate the interaction between lectin and cell lines.

Lectin PA-IIL has been shown to bind more likely to a neuraminidase-treated cell lines.
These results confirm that the lectin PA-IIL contributes to the adhesion of Pseudomonas

aeruginosa to the lung epithelium with reduced sialylation.
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1 Teoreticky uvod

1.1 Cysticka fibréza

Cysticka fibréza (CF) neboli muskoviscididza patifi mezi nejbéznéjsi autozomalné
recesivni onemocnéni'. Dfive byla zndma jako ,.cysticka fibroza pankreatu“. Néazev byl
odvozen podle patologického nalezu vacka (cyst) na povrchu slinivky bfisni. Postupem ¢asu
se slovo ,,pankreas® z ndzvu vynechalo, nebot’ bylo zjisténo, Ze zmény dychaciho stroji jsou
mnohem vyznamnéj$i neZ nalezy na slinivce bfisni'. CF je zplisobena mutaci genu pro
transmembranovy regulator vodivosti (CFTR, ,,cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator®). Ackoliv je CF monogennim onemocnénim, jeji fenotypova variabilita je Siroka.
Mutace CFTR genu vedou k sekreci abnormalné viskézniho hlenu v dychacich cestach a ve
slinivee, ktery pfispivd k tvorbé zanctu, poskozeni tkani a destrukci obou organovych
systémti?. Ovlivnény jsou i dalsi organy obsahujici epitel jako jsou potni Z1azy, Zludové cesty
jater, muzsky reprodukéni trakt a stievo®.

CF postihuje pfiblizné jednoho z 2 500 novorozencti*. Celkové se s CF potyka vice nez
85 000 jedincti na celém svét&®. Kazdy rok se v CR narodi 32-46 déti s CF'. Prozatim
neexistuje zadna ucinnd 1écba CF, ale v€asna diagnostika a symptomicka 1é¢ba umozinuje
pacientim s CF doziti az 44 let®. Ve vétsiné piipadii je CF diagnostikovana pted dospivanim,

ale n&ktefi pacienti ziistavaji az do dosp&losti asymptomaticti’.

1.1.1Dédicnost

CF je dédi¢né prenasené onemocnéni zpuisobené defektem autozomalnich chromozomt.
Jelikoz CF patii mezi autozomalné recesivni onemocnéni, je pro projev CF zapotiebi dvou
defektnich alel genu — nemoc se projevi pouze v ptipad¢, Ze jedinec zdédi dva defektni CFTR
geny (homozygot). U jedinci s jednim defektnim genem (heterozygoti) se sice CF neprojevi,
ale mohou tento defekt pienaSet na dalsi generace - jsou tedy ptenaSeci CF'.

Pravdépodobnost zdédéni CF je zobrazeno na obrazku 1 na nasledujici strané.



' CF gen
' Normalni gen " "

Otec - zdravy Matka - zdrava
nosi¢ mutace nosié mutace
Dité - zdravé Dité - zdravy nosi¢ mutace Dit& - nemocné

Obrazek 1 — Riziko pro par sestavajici se ze dvou nosi¢i CF genu. Pokud jsou oba rodi¢e nosici jednoho
CF genu, je 25% pravdépodobnost narozeni ditéte s CF, 50% pravdépodobnost, ze narozené dit¢ bude nosi¢em
defektniho genu CFTR a mizZe ho predat dal§im potomkiim a 25% pravdépodobnost, Ze narozené dité nezdédi
ani jeden defektni gen a nestane se ani pfenasecem. Pfevzato a upraveno®.

Odhaduje se, z¢ vCR je nosi¢em mutace genu CFTR kazdy 26. jedinec.
Pravdépodobnost, ze se dva nosi¢i setkaji je tedy pomérné vysokd — ptfiblizné kazdé
676. partnerstvi. U takovych part je 25% riziko onemocnéni ditéte CF (ziskani dvou
defektnich alel), 50% moznost, ze bude dité zdravé, ale bude nosicem mutace (ziskani jedné
defektni alely) a 25% moznost, Ze dit¢ nebude nosi¢em a bude zdravé (neziska ani jednu
defektni alelu). Dité se tedy narodi nemocné jen tehdy, jsou-li oba rodice nositelé mutace

genu CFTR'.

1.1.1.1 Mutace CFTR genu

IV v

CF je zapfic¢inéna genovymi mutacemi genu CFTR, ktery koduje stejnojmenny protein.
CFTR gen ma cytogenetické umisténi 7q31.2. To znamend, Ze gen pro CFTR protein
najdeme na dlouhém raménku chromozomu 7 v poloze 31.2. Velikost CFTR genu se
pohybuje okolo 250 kb aje slozen z27 exont’. Tento gen kéduje mRNA s o velikosti
6,5 kb, ktera je predlohou pro CFTR protein’. U pacientd s CF zptisobuji mutace genu CFTR
narusenou syntézu CFTR proteinu, ktery pak nemtize vykondvat svoji funkci'®.

Existuje vice nez 2 000 mutaci genu CFTR, které mohou zptsobit CF!!, ale z tohoto

velkého poétu se jich b&zné vyskytuje pouze 20'. Nejcastéjsi mutaci CF je mutace F508del.



S touto mutaci se ve svété setkame celkem u 85 % pacientti s CF'?. Mutace F508del
zptsobuje deleci tif bazi kédujici aminokyselinu fenylalanin na pozici 5082. Delece
fenylalaninu v CFTR proteinu vede k jeho nespravnému sbaleni a CTRF protein pak nemtize
spravné fungovat'®. Pfiblizné polovina pacientd postizenych CF je homozygotni pro
mutaci F508del. Homozygoti F508del predstavuji klasickou formu onemocnéni se zvySenim
elektrolytii v potu, pankreatické nedostatetnosti a obstrukéni patologii plic’. V Ceské
republice tato mutace postihuje 67 % pacientti s CF. Mimo této mutace se v CR miiZzeme

setkat s dal§imi 91 mutacemi genu CFTR".

Mutace CFTR proteinu

Bez mutace

o
s | =<0

Mutace 1 ] 1] v Vv Vi
Typ defektu  Zadny protein Nespravné Nefunkéni SniZena funkce SniZeny poéet SniZeni stability
shaleny protein protein proteinu proteinu proteinu
Pfiklad mutace Gly542X F508del Gly551Asp Argl17His 3272-26 A—~G  rPhe580del

Obrazek 2 — Tridy mutaci. Podle mRNA s informaci o CFTR proteinu se translaci vytvofi aminokyselinovy
fetézec, ktery se nasledné slozi do specifického 3D tvaru, ktery je dilezity pro jeho funkci. Jakmile je protein
CFTR vyroben, je dopraven do plazmatické membrany buniky. Pokud CFTR gen obsahuje mutaci, projevi se
to ve vysledné struktuie a funkci CFTR proteinu. Na zaklad¢ téchto projevil 1ze mutace CFTR genu rozdélit
6 tiid'°. Pfevzato a upraveno'*.

Mutace tridy IA: Syntéza proteinu nenastane (Zadnd mRNA)

Prvni tfida mutaci brani syntéze mRNA obsahujici informaci o CFTR proteinu a tim
i syntéze CFTR proteinu. Obvykle se RNA polymerasa navdze na oblast DNA zvanou
promotor, kterd je umisténa tésné pred casti DNA, kterd kdéduje CFTR protein a zacne
syntetizovat mRNA obsahujici informaci o CFTR proteinu. Pfi mutaci tfidy IA promotor

pro CFTR gen obsahuje mutaci aznemozni RNA polymerase se vadzat na DNA



a syntetizovat mRNA. Jelikoz neni k dispozici mRNA s informaci o CFTR, nemutze bunika
CFTR protein syntetizovat.
Do této tiidy mutaci patii Dele2,3(21 kb) a 1717-1G—A",

Mutace tridy IB: Vadna syntéza proteinu (zadny protein)

Oproti mutaci tfidy IA je v této tfidé mutaci produkovana mRNA s informaci o CFTR
proteinu. Ta je ale poSkozena a CFTR protein nemtize byt syntetizovan. Tato tfida mutaci
zahrnuje mutace ¢teciho ramce, sestiihové nebo nesmyslné mutace, které zavadéji predcasné
termina¢ni kodony (PTC, ,,premature termination codon“)!!. Do mRNA jsou transkripci
pteneseny PTC, které po transportu mRNA na ribosom signalizuji, aby ribosom ¢teni mRNA
zastavil a ukoncila se tak produkce CFTR proteinu. Kvili mutaci tfidy IB se tedy pfi translaci
PTC objevi ptili§ brzy'!. To mé za nasledek produkei zkracené verze CFTR proteinu, ktery
1

je pak nefunkéni a je buiitkou degradovan'®. Tim se vyrazné snizi exprese CFTR proteinu'!.

Mezi mutace tiidy IB patfi mutace Gly542X a Trp1282X'°,

Mutace tiidy II: Nespravné sbaleni CFTR proteinu

CFTR protein po syntéze se nespravné slozi do 3D tvaru a buiika jej degraduje dfive,
nez se stihne dopravit do plazmatické membrany. Tato tfida mutaci vede k absenci CFTR
proteinu v membrang.

Zahrnuje mutace Asn1303Lys, Ala561Glu a mutaci F508del, coz je nejbeznéjsi mutace

CFTR genu'®.

Mutace tiidy III: Nefunkéni CFTR protein v membrané

Oproti mutaci tfidy II CFTR protein dosdhne plazmatické membrany, ale zaujme
nefunkéni strukturu. Vysledkem této tfidy mutace je nefunkéni CFTR protein nachéazejici se
v plazmatické membrané.

Mutace tiidy II jsou mutace Gly551Asp, Ser549Arg a Gly1349Asp'.

Mutace tfidy IV: SniZzena vodivost chloridového kanalu

Ctvrta tiida mutaci genu CFTR vede k syntéze CFTR proteinu, ktery je sice dopraven
do membrany (stejn¢ jako u mutaci tfidy III), ale nemé dostate¢nou vodivost. Je schopny
transportovat jen malé mnozstvi iontd CI" a HCO®. Kvili této t¥idé mutaci je omezen
transport iontd.

V tiidé mutaci IV se setkdme s mutacemi Argl17His, Arg334Trp a Ala455GIu'>.

6



Mutace tiidy V: Snizeni poctu CFTR proteinti

Pata tfida mutaci nemeéni strukturu CFTR proteinu, takze je dopraven do plazmatické
membrany a je pln¢ funkcéni. Dochazi ale k jeho snizené produkci. Tato mutace je Casto
zpusobena procesem zvanym alternativni sestiih, pii kterém se nékdy vyrab¢ji spravné verze
proteinu, ale Castéji se vytvareji verze nespravné. Tyto vadné verze proteinu nedoséhnou
plazmatické membrany, coz vede ke snizeni poctu CFTR proteinu na plazmatické
membrang.

Mutace tiidy V obsahuje mutace A455E a G576A".

Mutace tiidy VI: Snizeni stability CFTR proteinu

Posledni tfida mutaci je zaptic¢inénd destabilizaci jiz nasyntetizované¢ho CFTR proteinu
v plazmatické membrané. Zplsobuje tak jeho zvySenou degradaci a nasledné¢ jeho absenci
v plazmatické membrang'!.

Do $esté tfidy mutaci patii mutace c¢.120del123 a Phe580del'”.

Mutace v CFTR genu, které vedou k absenci CFTR na bunééném povrchu nebo ke ztraté
jeho funkce (mutace ttidy I-III), jsou obecné zavazné mutace spojené s fenotypem jak
plicniho onemocnéni, tak pankreatické nedostatecnosti. Mutace se zbytkovou funkci CFTR
jsou &asto spojeny se zachovanou funkci pankreatu’. Mutace jedné tfidy miize vést
k defektiim vice tfid. Napiiklad mutace F508del tfidy II ma za nasledek defekty tridy III
a V16, Vsechny zminéné mutace mohou snizit pocet kanalfi a/nebo jejich funkci. Oboji vede

ke sniZeni sekrece chloridu a nasledné snizeni hydratace povrchu dychacich cest?.

1.1.2 CFTR protein

CFTR protein se sklada se z 1 480 aminokyselin'’. CFTR protein hraje zasadni roli pfi
regulaci transepitelialniho transportu iontti a vody®. Tento protein je exprimovan piedevsim
v epitelidlnich bunkach riznych tkani a organt, jako jsou plice, slinivka bfi$ni, jatra, stfeva
a potni zlazy. Niz8§i hladiny transkripti CFTR najdeme v ledvinach, déloze, vaje¢niku, Stitné
7laze, ve slinnych zlazach a mo¢ovém méchyfti'®,

CFTR patfi do rodiny ABC (,,ATP-binding cassette”, ATP-vézajici) transportért.
Vétsina ABC transportért je specifickd pro jeden nebo nékolik souvisejicich substratii, ale

rodina jako celek ma obrovské mnozstvi substratii, véetn¢ anorganickych iontd, cukr,



aminokyselin, lipida, komplexnich polysacharid, peptidi a dokonce proteint. Z této velké
rodiny transportérti nema z4dny z nich funkci iontového kanélu, krom& CFTR proteinu'®.
CFTR protein je soucasti podrodiny ABCC (,,ATP-binding cassette sub-family C*)
anajdeme ho pod oznacenim ABCC7°. Zatimco ostatni ABC transportéry vyuZivaji
chemickou energii hydrolyzy ATP k transportu substratii proti koncentracnim gradienttim,
CFTR protein vede ionty po svém elektrochemickém gradientu. Jako jediny z této skupiny
transportéri obsahuje doménu navic, kterd mu funkci iontového kanalu proptjéuje?. Typicky
transportér ABC se sklada zcelkem ze Cctyf domén. Obsahuje dvé hydrofilni
transmembranové domény (TMD, "transmembrane domain"), které tvoii vazebné misto
substratu a jeho translokacni cestu pfes membranu. S nimi propojené dvé cytoplazmatické
domény (NBD, ,nucleotide-binding domain®), které poskytuji energii pro transport
substratu prostiednictvim hydrolyzy ATP!. Motivy TMD a NBD jsou spojeny pétou
R doménou, kterou je nutno fosforylovat, aby se kanal mohl otevfit. Jakmile je R doména
fosforylovéana, vazba ATP otevie kanal CFTR a hydrolyza jej uzavie®. Strukturu CFTR

proteinu znazoriiuje nize uvedeny obrazek 3.

TMD1 T™MD2

Vnéjsi strana

Bunécna
membrana

PKA&ATP C

Obrazek 3 — Struktura CFTR proteinu. Kazda transmembranova doména (TMD1, TMD?2) se sestava ze
svazku a-helixt, které prostupuji dvojvrstvu plazmatické membrany: obvykle v Sestkrat, ale az desetkrat'’.
Nukleotidové vazebné domény (NBD1, NBD2) obsahuji sekvence pro interakce s ATP?. V CFTR jsou
motivy TMD2 a NBDI1 spojeny jedine¢nou R doménou, kterd obsahuje mista pro fosforylaci’. Prevzato
a upraveno®,

Aktivita CFTR kandlu je zavislda na koncentraci cyklického adenosinmonofosfatu
(cAMP)?. Pro otevieni CFTR kanalu je nutné fosforylovat ob&é NBD domény, aby vytvorily
dimer. Dimerizace NBD domén je doprovéazena konformaéni zménou TMD domén, ¢imz se
iontovy kanal otevie?!. Proteinové fosfatasy defosforyluji R doménu a vrati kanal zpét do
klidového stavu®®. Zatimco jini ¢lenové podskupiny ABCC vyuzivaji energii z hydrolyzy

ATP k exportu velkych hydrofobnich anionti, CFTR kanal vyuziva hydrolyzu ATP pouze



k jeho uzavieni. CFTR kanal se otevie po pouhém navazani ATP ak transportu iont
vyuziva pasivni diftizi®'.

CFTR protein slouzi piedev§im jako iontovy kanal, ktery pfenasi ionty pfes apikalni
membranu bunék epitelu®. Mimo to, je schopny regulovat aktivitu dalsich iontovych kanald.
Pokud CFTR protein nefunguje spravné, narusi se rovnovaha chlorida a tekutin na povrchu
epitelu, coz zplsobi zhoustnuti hlenu, ktery epitel pokryva. To vede k plicnim infekcim,
$patnému trdveni a problémim v reprodukénim traktu'®. CFTR kanaly piednostné
transportuji anionty. Pomér propustnosti pro sodné ionty ku iontim chloridovym je
v rozmezi od 0,1 az 0,03, coz svéd&i o vyrazné vyssi selektivité pro CI nez pro Na". CFTR
protein se od ostatnich iontovych kanalti odliSuje svou nizkou jednokanélovou vodivosti (6-
10 pS) a necharakteristickou selektivitou pro transportované ionty. CFTR kanal propousti
anionty v pofadi Br"> CI">I" > F". Toto potadi aniontové propustnosti odliSuje CFTR kanaly
od ostatnich epitelovych kandl®i, které maji vy3si permeabilitu pro I nez pro CI'’*°. CFTR
kanal vedle CI" transportuje iionty hydrogenuhli¢itanové. Jelikoz je CFTR asi pétkrat
vodivéjsi pro CI nez pro HCO3’, transportuje CFTR kanal predevsim Cl. ZvySenim sekrece
ClI' a HCOs3™ zvysuje hydrataci a pH tekutiny na povrchu plicniho epitelu (ASL, ,airway
surface liquid*)*2.

CFTR krom¢ funkce iontového kanalu zastava funkci regulacni. CFTR ovliviiuje mnoho
mechanismi ve fyziologii epitelu, jako je udrzovani hydratace povrchu epitelu a regulace
luminalniho pH*. K udrZeni optiméaln& hydratovaného ASL reguluje CFTR také dalsi
chloridové kanaly a transportéry. Mezi n€ patii ANOI (,,anoctamin-1%), vapnikem
aktivované chloridové kanaly (CaCC, ,,calcium-dependent chloride channel*), transportéry
zrodiny SLC (,,solute carrier family*) a epitelialni Na* kanal (ENaC, ,.epithelial sodium
channel“). Ve zdravych buiikich CFTR inhibuje aktivitu epitelového ENaC?.
Nedostatecna funkce CFTR je spojena se zvySenou aktivitou ENaC, ktera vede ke zvySené
absorpci sodiku a tekutin, coz pfispiva k dehydrataci povrchu dychacich cest a zhorSené
mukociliarni clearance.?* Kromé iontovych transportéri pfitomnych na apikalni membrané
reguluje draselné kanaly (ROMK, ,,renal outer medullary potassium channel*) nachdzejici

se na bazalni membrané bunky’.

1.1.3 Projevy cystické fibrozy
CF ovliviiuje funkci tkani epitelu, ve kterych je CFTR vysoce exprimovan. Toto

onemocnéni se primarné projevuje v plicich, slinivce bfis$ni, zazivacim traktu, chamovodu



wrwe

a potnich Z1azach?. Organem nejvétsiho defektu CF jsou plice. Poskozeni plic je zapfi¢inéné
obstrukci pradusek zvySen¢ viskoznim hlenem podporujicim rist mikroorganismi, coz
vyvolava opakované infekce’.

U zdravého Clovéka umoziuje adekvatni homeostaza povrchu dychacich cest efektivni
transport hlenu vytlaCovaného zpoharkovych bun¢k povrchu dychacich cest
a submukoznich z14z. Vhodna hladina hydrogenuhli¢itanu a regulace pH umoziiuji tvorbu
normdlniho hlenu, ktery optimalizuje mukociliarni clearance a obranu dychacich cest.
K ubytku povrchové kapaliny dychacich cest dochdzi v dasledku neptitomnosti sekrece
tekutiny zprostifedkované CFTR doprovazené absorpci tonické tekutiny pies sodikovy
kanal ENaC. Vysuseni kapaliny zavislé na CFTR snizuje hladinu ASL, coz vede k tvorbé
visk6zniho a lepkavého hlenu, ktery blokuje lumildrni kompartmenty a kanaly'!. Tento efekt
ma za nasledek dehydrataci povrchu dychacich cest a zhorSenou mukocilidrni clearance
(obrazek 4). Toto ptipravuje pidu pro progresivni mukoobstrukéni onemocnéni plic
charakterizované obstrukci hlenu dychacich cest, pretrvavajici bakteridlni infekci a zanétem,

%

které jsou hlavni pfi¢inou morbidity a mortality u pacientti s CF**.

a) b) c)

Y

Obrazek 4 — Plicni epitel. a) zdravy epitel dychacich cest: koordinovana regulace CFTR a ENaC umoziiuje
spravnou hydrataci povrchu dychacich cest a efektivni mukociliarni clearance, b) epitel jedince s CF: absence
CFTR proteinu, ¢) epitel jedince s CF: nefunkéni CFTR protein. U CF pacienti (piipady b) a c)) je béznym
dasledkem absence/dysfunkce CFTR nevyvazena absorpce sodiku a tekutin zprostifedkované ENaC,
dehydratace povrchu dychacich cest azhor§ena mukociliarni clearance, ktera vede k ucpavani hlenu
v dychacich cestach a nasledné ke vzniku chronickych infekci. Pievzato a upraveno®*.

1.1.4 Zmény glykosylace v dychacich cestach

Mutovany CFTR naruSuje nejen iontovou rovnovahu, ale ovliviiuje i dal§i bunécné
pochody. Nespravnd funkce CFTR vede ke zméné pohybu iontil, ale také ovliviiuje
N-glykosylace proteinu CFTR a dalSich povrchovych glykoproteinti buiiky. Tyto zmény
glykosylace mohou byt zplisobené okyselenim intraceluldrnich vezikul, zplsobenym

vadnou funkci CFTR. Ptesnéji se jedna se o sniZzenou sialyzaci a zvySenou fukosylaci. Bylo
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prokazéano, ze pacienti s CF maji o 25 % mén¢ kyseliny sialové a az dvakrat vice fukosy na
glykoproteinech na povrchu bunék. Tyto strukturdlni zmény na povrchu CF glykokonjugétii
jsou pak zodpovédné za rozdilné vazebné vlastnosti patogenti®>.

Ptevaha fukosylovanych zbytkii a nedostate¢na sialyzace mtze byt dilezitym faktorem
prispivajicim ke zvysSené adherenci bakterii, jako je PA, v dychacich cestaich CF. PA je
v podstaté saprofytickd bakterie, kterd se mize zménit v agresivni patogen pii kontaktu
s posSkozenymi a zanicenymi tkdnémi, jako jsou popaleniny nebo plice pacientl s CF.
V obou piipadech jsou pfitomny zmény glykosylace. ZvySena fukosylace a snizena
sialyzace s vy$§imi hladinami Lewis* a Lewis? epitopt koreluje se specifickou vazbou PA.
PA se vaze specificky na asialované glykokonjugaty, jako je receptor asialo-GM1
(gangliotetraosylceramid). CF buiikky maji zvySené mnozstvi tohoto receptoru ve srovnani
s buitkami bez CF, které obsahuji hlavné GM1 (monosialotetrahexosylgangliosid). PA se
tedy efektivnéji vaZze na CF epitel, ktery je na asialo-GM1 bohaty. Je zndmo, ze PA disponuje
proteiny PA-IL a PAIIL, které napoméhaji k adherenci PA na CF epitel. Galaktosu vézajici
PA-IL se vaze na Gal/GalNAc na asialo-GM1 a PA-IIL, lektin vazajici fukosu, se vaze na
mista se zvySenou termindlni fukosylaci. Je ziejmé, Ze existuji multifaktoridlni interakce
mezi PA a hostitelskymi glykokonjugaty plicniho epitelu. Proto tento patogen mtize hrat

diilezitou roli v patogenezi plicnich onemocnéni?’.

" Fuca1—>3\ 1
. 1
:: Gaslll31—>46|cl\llAcB1:T>2MaE1a1—>6 Fucol—6~_
i Tveruty I ManB1-54GIcNACB1 —4GIcNACBT —>Asn
/ 3 2 1

Galp1—-4GIcNAcB1—-2Mano1—3

6 *5 /4

' Galp1 —4GIcNACB1 —4
8 *7

+NeuNAco2—-6

Obrazek 5 — Navrhovana struktura glykopeptidi na povrchu membrany bunék CF. Nejvyznamnéjsi
terminalni glykosylace uvedeny tu¢né. * predstavuje dal$i mista pro navazani fukosylovych zbytki vazbou
al-3. Teckované ¢ary obklopujici glykosylové zbytky jsou potencidlni vazebna mista pro bakterie. Mista, ktera
mohou byt sialylovana jsou znazornény ¢arkovanymi ¢arami. Pfevzato a upraveno?.

Epitel dychacich cest je pokryt hlenem sestavajicim se hlavé z mucind, glykoproteint
obsahujici 70-80 % sacharidi. Muciny u pacientd s CF vykazuji vyssi hladiny sulfatovanych
Lewis® a Lewis® oligosacharid®, ke kterym m4 PA mimoiadné vysokou afinitu®. PA se

navaze jak na muciny, tak na glykokonjugéaty na povrchu bun¢k CF pacientt, jelikoz nesou

fukosu jako terminalni reziduum?’.

11



1.2 Plvodce bakterialnich onemocnéni u CF

Mezi nejCastéji detekované patogeny dychacich cest patfi druhy Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus a Aspergillus fumigatus, znichz PA je spojovana
s nejvetsi mortalitou. Houby véetné druhu Aspergillus jsou také stale Castéji rozpoznavany
jako patogeny pfti CF a jsou spojovany se zvySenou mirou exacerbaci plic. Virova infekce je
také Castou pfic¢inou exacerbaci u lidi s cystickou fibr6zou - ackoli tito pacienti nejsou
nachylné€jsi k virové infekci, dopad je vétsi. S rostoucim veékem se stale Castéji vyskytuji
infekce jinymi bakteriemi - vcetné Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomas

maltophilia a Burkholderia cepacia komplex, ktera je spojovana s nejvétsi mortalitou?.

1.2.1 Pseudomonas aeruginosa
PA je b&né se vyskytujici gramnegativni bakterie skupiny Pseudomonadaceae®®.

Nalezneme ji ve vodném prostiedi i piidé®. Pro zdravé jedince je neskodn4, ale pro pacienty
s CF nebo imunitnimi poruchami je vazné ohrozujici. Tato bakterie se vyskytuje ve vod¢
a ve vlhkém prostiedi. Do dychaciho ustroji se bakterie dostanou ve form¢ aerosolu. PA se
nasledné mize usadit v plicich a vyvolat zdnéty. Dlivodem snadné infek¢nosti PA pacientil
s CF muze byt porusena samocistici funkce plic a/nebo sniZeni schopnosti bilych krvinek
eliminovat bakterie, coz je zpusobeno zvySenym obsahem soli v tekutiné na povrchu
dychacich cest'.

Ackoli je uzdravych jedinch ziidka patogenni, u pacientd s CF je PA nejvice
frekventovany ptvodce infekci. V dospélosti je vice nez 60 % pacientl s CF chronicky
infikovano PA. Chronickd infekce je spojena s fenotypovou a genotypovou adaptaci
bakterie. V ranych stadiich infekce se PA vyskytuje v planktonické formé, ale s postupujici
infekci se bakteridlni kolonie transformuji do mukoidni formy. Pfeména PA v mukoidni
formu je spojena se snizenim motility, tvorbou biofilmu a zvySenou rezistenci na antibiotika.
To ma za disledek snizeni plicnich funkci, vyssi frekvence plicnich exacerbaci a zvySeni
umrtnosti. Mukoidni forma vznikéd relativné pozdé¢ béhem infekce (obrazek 6). Vznik
mukoidni formy je zplisoben nadprodukci exopolysacharidu alginatu. Pfechod PA
v mukoidni formu je podle vSeho reakci na imunitni odpovéd’ hostitele, konkrétné na
reaktivni formy kysliku produkované leukocyty. Algindtova nadprodukce koncici tvorbou
biofilmu je povazovana za ochranu pied kyslikovymi radikaly, opsonizaci a fagocytdzou?.

Biofilmy jsou mikrokolonie pfisedlych bakterii uzavienych ve vlastni matrici tvofenou

exopolysacharidy®, konkrétné alginatem, ktery je tvofen mannuronovoou a guluronovou
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kyselinou®®. Vrstva exopolysacharidii tvoii bariéru, ktera zpiisobi snizenou dostupnost Zivin
v biofilmu. To ma za nasledek pokles rlstu a sniZzeni metabolické aktivity v persistujicich
bunikach. Vzhledem k nerovmeérnosti dostupnosti zivin a kysliku je rast bun¢k v rtiznych
oblastech nestejny. Bakterialni bunky rostouci na povrchu biofilmu jsou metabolicky
aktivnéjsi, zatimco vnitini buiiky rostou pomaleji. VétSina B-laktamovych antibiotik je
ucinna pouze proti rostoucim builkkdm, zatimco jind antibiotika jako jsou polymyxiny,
zabijeji buiiky se Spatnym ristovym stavem. Proto riizna antibiotika ptisobi na riizné oblasti

biofilma?.

Tvorba biofilmu

o Ny . /
- o = ® o 38
Xy o ® 9SS

WO RUNN NI ——s RN RN N s WO Wil Wil

Pfipojeni PA k epitelu Rané stadium infekce Chronicka infekce

(a) (b) (c)

Obrizek 6 — Casovy priibéh vyvoje infekce PA u pacientii s CF. a) PA se v planktonické formé kolonizuje
hlenu na povrchu epitelu, b) rané stddium infekce: PA se zalina pfizplsobovat k epitelu (pfechod

z plankotinického na biofilmovy rezim rtstu), ¢) faze chronické infekce: fenotypova a genova rozmanitost,

tvorba biofilmi. Pievzato a upraveno’.

Je dulezité, aby se infekce PA odhalila brzy a byla ihned 1écena. V rané fazi byvaji
bakterie citlivé na antibiotika a jesté nevytvaii tzv. mukoidni formu. KdyZ se infekce PA 1é¢i

opakované, miize vzniknout rezistence na antibiotika a infekce se pak stava chronickou'.

1.2.2Faktory virulence Pseudomonas aeruginosa
PA ma Sirokou Skalu faktorti virulence, které ji umoziuji ptizplsobit se a pretrvavat

v dychacich cestach pacientd s CF. Patii mezi n¢ povrchové struktury, jako jsou
lipopolysacharidy (LPS), bi¢iky a pili?’. LPS jsou u gramnegativnich bakterii hlavni slozkou
vnéj$i membrany. Jsou tvofeny oligosacharidem, lipidem A a O antigenem, coZ je dlouhy
polysacharidovy fetézec zasahujici do extraceluldrniho prostfedi. O antigen je rozpoznan
hostitelem a néasledné vyvola jeho imunitni odpovéd’. LPS svoji stavbou pfispiva ke snizeni
permeability membréany a tim i rezistenci k antibiotikéim?'. Flagella a pili typu IV umoziiuji
bakterii pohyb, pfipojeni k hostitelskému epitelu a tvorbu biofilmu. Vazba PA na epitelidlni

buriky vzriista s rostoucim mnozstvim asialo-GM1, zpiisobenym defektem CFTR proteinu®.
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PA sekretuje tadu latek, které maji na epitel hostitele Skodlivé ucinky. Jsou jimi:
elastasa, alkalickd proteasa, proteasa LasA, exotoxin A, fosfolipasa C, exoenzym S,
kyanovodik a pyocyanin®’. Elastasa je schopna §tépit imunoglobuliny hostitele.
Exotoxin A je silné ADP-ribosylacni cCinidlo, které inhibuje syntézu protein
v eukaryotickych bunkach, coz zplisobuje bunécnou smrt. Fenazinovy derivat pyocyanin
(zodpovédny za modrou a zelenou barvu pigmentace kultur PA) je silna redoxné aktivni
sloucenina schopnéd generovat reaktivni formy kysliku, ¢imz vystavuje hostitelské bunky
oxida¢nimu stresu. Pyocyanin spole¢né s kyanovodikem snizuji frekvenci ciliarniho rytmu,
coz muze dale narusit vrozenou obranu dychacich cest. PA je vysoce odolna vici vétsing
antibiotiktim, a to diky expresi B-laktamasy, ktera B-laktamova antibiotika hydrolyzuje®.

V PA nalezneme i slozitéjsi sekre¢ni systémy typu III (T3SS), pii jejichz vyuziti jsou
toxické efektorové proteiny injikovany piimo do hostitelskych bun&k. U PA byly popsany
ctyti efektorové proteiny T3SS: ExoS, ExoT, ExoU a ExoY. Pficemz ExoU ma nejvétsi
toxickou aktivitu?’. PA disponuje efluxnimi systémy, které reguluji vnitini prostedi bakterie

a jsou schopny odéerpat $kodlivé latky (antibiotika, metabolity) ven z buniky?®.

1.2.3Lektiny Pseudomonas aeruginosa
Lektiny jsou rozpustné proteiny>® se schopnosti specificky vazat sacharidy, ale nemaji

zaddnou katalytickou aktivitu. Lektiny obecné slouZi v procesech rozpoznavani bungk,
imunitni odpovédi, vazbé endotoxini abunéfné adhezi. Lektiny PA hraji roli pfi
rozpoznavani hostitele a tvorbé biofilmu béhem kolonizace na hostitelském epitelu, coz vede
k poskozeni hostitelské tkan&. PA produkuje dva lektiny, které souvisi s jeji virulenci:
PA-IL a PA-IIL**. Tyto lektiny byly izolovany z PA v 70. letech jako proteiny schopné
aglutinovat lidské a zvifeci erytrocyty’®>. Oba lektiny jsou malé proteiny. Lektin
PA-IL (51 kDa) je slozen ze ¢tyf podjednotek a kazda obsahuje 121 aminokyselin a lektin
PA-IIL (47 kDa) se sestava ze &tyf podjednotek a kazda podjednotka ze 114 aminokyselin?®,

Struktura lektini PA

Ackoli maji tyto lektiny odliSnou aminokyselinovou sekvenci, jejich kvartérni struktury
(obrazek 7) jsou si velmi podobné. Oba lektiny tvoii homotetramerické komplexy, kde kazdy
monomer ma své vlastni vazebné misto pro sacharid. Jediny tetramer tedy mize vazat Ctyfi

molekuly odpovidajiciho sacharidu®®.
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Obrazek 7 — Struktura lektini PA-IL a PA-IIL. a) PA-IL, b) PA-IIL. Ploché Sipky oznacuji B-fetézce. lonty
vapniku jsou zobrazeny jako oranzové koule a lektinov€é vazana galaktosa/fruktosa jsou zelené (uhlikové)
a Cervené (kyslikové) koule. Pievzato a upraveno™.

Vlastnosti lektini PA

Lektiny se syntetizuji v PA spole¢n¢ s dal§imi faktory virulence sekundarniho
metabolismu fizeného ,,quorum-sensing control®. Po jejich purifikaci z lyzatu PA se chovaji
klasicky jako na vapniku zavislé tetramerické rostlinné lektiny — vykazuji hemaglutina¢ni
aktivitu a odolnost vii¢i zahiivani, extrémnimu pH a proteolyze. Lektiny jsou kodované geny
LecA a LecB. Tyto geny jsou od sebe vzdalené asi 867,5 kb na chromozomu PA. Obéma
zralym proteiniim chybi po¢ateéni Met a vyznaduji se kyselym charakterem?®. Tyto lektiny
si nejsou evoluéné piibuzné, ackoliv se oba sklddaji do supersekundarni struktury
njelly-roll“. Jest¢ zajimavéjsi je, ze oba lektiny vyuzivaji ionty vapniku pro navazani
sacharidd. Lektin PA-IL vdze sacharid pomoci véapniku za vytvofeni jedine¢né sité
vodikovych vazeb, které vytvaii vazebné misto se specifickou selektivitou pro galaktosu.
Naproti tomu PA-IIL zapojuje dva ionty vapniku za vzniku vazebného mista, které je
charakteristické svoji vysokou afinitou a §irokou specifitou pro vazbu odlignych sacharidd?’.

Aktivita (schopnost vazat sacharidy) obou proteintl jsou zavislé jak na pfitomnosti Ca**,
tak Mg?* iontd, pficemz PA-IIL m4 vy$§i pozadavky na Zn>" kationty?®. Navéazani sacharidii
u rostlinnych lektinfi zavisi na pfitomnosti Mn?" a Ca**, které hraji Gstiedni roli v udrzeni
struktury vazebného mista aneucastni se pifimé vazby sacharidi. Pfima interakce
vapnik-sacharid byla zpozorovana pouze u dvou rodin zivocisnych lektinli: pentraxiny
a C-lektiny. Pentraxiny vazi pouze sulfatované ¢i fosforylované sacharidy, kdezto lektiny C
vazi neutradlni monosacharidy (D-manosu, L-fruktosu, D-galaktosu). Navzdory odlisné
sekvence, nizké strukturalni podobnosti a zplisobu vazani sacharidii PA-IL vykazuje
napadnou podobnost s lektiny typu C. Ale u PA-IL muze oproti lektinim typu C dojit k silné
interakci s O6 skupinou galaktosy, proto ma PA-IL asi 10x vy$si afinitu ke galaktose nez
skupina lektint typu C. Podobné sekvence PA-IIL byly identifikovany u bakterii Ralstonia

solanacearum a Photorhabdus luminescens, které jsou patogeny rostlin a hmyzu?®.
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Jak jiz bylo uvedeno, oba lektiny vazi zejména monosacharidy, a to prostfednictvim
pfimé interakce s ionty kovi. PA-IL a PA-IIL zapojuji jeden a dva ionty vapniku. Dosud
byly popsény celkem tfi krystalové struktury PA-IL: nativni lektin obsahujici jeden iont Ca®*
na monomer, lektin bez Ca*" a lektin s navazanou galaktosou a iontem vépniku. Ve viech
tfech pfipadech je kvartérni struktura tetramerni’®. U PA-IIL se naslo krystalografickych
struktur vice: lektin nativni, lektin bez véapniku a komplexy s tfemi monosacharidy
(L-fukosa, D-manosa, D-fruktopyranosa). Jeho struktura je stejné jako u PA-IL tetramerni,
ackoli je oproti PA-IL vice kompaktni?®.

PA-IL vykazuje stiedni afinitu k D-galaktose. Mezi monosacharidy je jeho specificnost
striktn€ pro galaktosu, s vyjimkou N-acetyl-D-galaktosaminu, ktery miize PA-IL vazat, ale
s podstatné mensi afinitou néz samotnou galaktosu. PA-IIL se vyznacuje neobvykle vysokou

afinitou k L-fukose?®.

Funkce lektini PA

Presné¢ biologické role obou PA lektini nebyly dosud objasnény. PA-IL
a PA-IIL splituji nalezitosti definujici lektiny: vazi specifické glykany a vykazuji
multivalenci. Pro uplatnéné své role, je pro lektiny dilezitd jejich lokalizace. VéEtSina lektind
je ulozena intracelularné, ikdyz malé, ale vyznamné frakce jsou pfitomny v cytoplazmatické
membrang, na vnéj§i membrané a v periplazmatickém prostoru. Tato distribuce se vSak
muze liSit, protoZe bylo prokazano, ze je PA-IIL hojné pfitomny na bakteridlni vnéjsi
membrang. Vlastnosti i lokalizace téchto proteinll jim umoziuje hrat diileZitou roli ve vztahu
bakterii k jejich prostfedi (obrazek 7). Ukdzalo se, Ze siln¢ aglutinuji lidské erytrocyty, coz
naznacuje, ze povrchové struktury mohou byt zapojeny do bakterialni adheze k hostitelskym
bunikdm. Bakteridlni biofilm je sloZen z alginitu sestdvajicitho z téméf pravidelnych
opakovani L-guluronatu a -D-mannurondtu s urcitym stupném acetylace posledné
uvedeném sacharidu. Diky schopnosti sitovat polysacharidy se lektiny skutecné mohou

zapojit do tvorby biofilmu?®.
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Obrazek 7 — Funkce lektinti PA. a) adheze k hostitelskym buikam epitel, b) ptipojeni bakterialnich bunék
k polysacharidim matrice biofilmu a zesit'ovani téchto polysacharidi, ¢) zvySeni propustnosti epitelu pro dalsi
faktory virulence. Svétle Sedé Sipka oznacuje zesitované polysacharidy ptipojené k bakteriim, ¢ervena Sipka
oznacuje prostup toxinti naru§enym epitelem. Pievzato a upraveno®.

Kromé schopnosti adherence na povrch bunék a tvorby biofilmu, bylo prokazano, Ze
lektiny PA ptisobi piimo in vitro a in vivo jako cytotoxické slouceniny. U epitelialnich bun¢k
dychacich cest se ukdzalo, ze PA-IL je cytotoxicky v primarnich kulturach, kdezto
PA-IIL blokuje jejich fasinky, které poskytuji mechanickou obranu dychacich cest

hostitele?®.

1.2.3.1 Lektin PA-IIL
Jak jiz bylo uvedeno, lektin PA-IIL je stejné jako PA-IL tetramer Ctyf nezavislych

podjednotek, znichz kazd4a obsahuje dva ionty Ca®" akazda vaze jednu molekulu
ligandu - sacharidu. Kazda podjednotka je sloZzena z 8 B-hiebent, pficemZ B-hiebeny 1-5
tvofi motiv feckého klice. N-koncova ¢ast proteinu (B-hieben 0) se vklada mezi B-hfebeny
5 a 6. Dimerizace dvou podjednotek je vysledkem spojeni ,head-to-tail dvou monomeri
a zahrnuje hydrofobni interakce mezi B-hfebeny 6, 7 a 8. Velikost plochy interakce
podjednotka-podjednotka (BSA, ,buried surface area) je piiblizné 1 500 A? na monomer.
Nejvice zapojenou ¢asti monomeru do vazby jsou C-terminalni karboxylové skupiny, které
se vazi do vazného mista pro ligand na druhém monomeru. K tetramerizaci dochazi hlavné
diky antiparalelni asociaci B-hiebene 6 obou dimerti. BSA tohoto spojeni je cca 500 A% na

monomer?’.
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Obrazek 8 — Struktura komplexu PA-IIL-fukosa. a) monomer PA-IIL s ¢islovanim B-hiebenti podle motivu
feckého klice (1-5), b) dimer s fetézem A v modré barve a fetézem B v zelené barve, ¢) dva pohledy na tetramer
tvofeny PA-IIL. Pfevzato a upraveno?’.

Kapsa vazajici vapnik se sklad4 ze dvou smycek (B-hfeben 7,8) a z C-konce sousedniho
monomeru. Misto vazajici vapnik obsahuje Sest karboxylovych skupin, z nichz pét se ti¢astni
vazby kationtu vapniku. Oba ionty véapniku vazi sedm ligandi, které jsou asymetricky
uspofadany: vapnik v misté 1 pfijima pét karboxylati a dva kyslikové atomy, zatimco
vapnik v misté 2 interaguje s péti karboxylovymi zbytky, dvéma karbonyly a dvéma atomy
ligandu. Primérna vzdalenost mezi dvéma ionty vépniku je relativné mala, 3,75 A?.
Umisténi navazanych iontd vépniku pak udava specifitu lektinu. PA-IIL ma Sir8i specifitu
a vys$i afinitu ke svym ligandiim nez PA-IL. Divodem vyssi afinity je to, ze v miste
vazajicim ligand jsou dva imobilizované ionty vapniku. Koordina¢ni interakce s t€émito ionty
uruji vazbu mezi sacharidy a PA-IIL. Optimalni uspofddani hydroxylovych skupin
sacharidu pro koordinaci dvou iont véapniku pomoci PA-IIL odpovidd dvéma
hydroxylovym skupindm v ekvatoridlni poloze a jedné hydroxylové skupiné v axidlni
poloze. PA-IIL interaguje s oligosacharidy, které maji koncové neredukujici zbytky
odpovidajicich monosacharidi, zejména L-fukosy™.

K vazbé L-fukosy vyuziva PA-IIL oba ionty vapniku, coZ je pfi klasifikaci interakci
protein-sacharid dosud nevidany vazebny model. Koordinace ionti vapniku se ucastni
celkem tfi hydroxyly fukosy: O2 na iont vapniku 1, O4 na ion vapniku 2 a O3 na oba ionty
vapniku. Z téchto hydroxyli se navic na vazbé podileji vodiky, které vytvaii vodikové vazby
s kyselymi skupinami v misté¢ kde se vapnik vaze. Methylova skupina fukosy v poloze 6
navic vytvafi hydrofobni interakce s metylovymi skupinami proteinu. Nebyl pozorovan
7adny kontakt mez fukosovym anomernim kyslikem O1 a proteinem?’. Pro navézani
sacharidu na dva ionty vapniku je nutné konkrétni stereo-chemické uspotadani tii
sacharidovych hydroxylovych skupin. L-fukosa se vyznacuje ekvatoridlnim uspotadanim
02, O3 a axialnim O4. PA-IIL vaze i jiné monosacharidy s touto konfiguraci, kdy je jedna

axidlni a dvé ekvatoridlni hydroxylové skupiny jako napf. u L-galaktosy, D-manosy
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a D-arabinosy, ikdyz s odliSnou afinitou. Ve srovnani s jinymi lektiny, které obsahuji

véapnik, PA-IIL vykazuje unikatni mechanismus vazby monosacharidu?’.
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2 Cil prace

Cilem této prace bylo studium interakci lektinu PA-IIL s povrchovymi strukturami
epitelu lidskych plic, linie CuFi-1 a NuLi-1.

Pro splnéni tohoto cile bylo tieba splnit nasledujici ukoly:

- Pfipravit rekombinantni protein PA-IIL v expresnim systému BL21(DE3)/pET25.
- Ovgrit pripravu proteinu PA-IIL pomoci SDS-PAGE elektroforézy.

- Provést znaceni lektinu PA-IIL fluorescen¢nim barvivem DyLight 488.

- Ovefit tcinnost fluorescencniho znaceni PA-IIL.

- Ovérit aktivitu lektinu PA-IIL pomoci hemaglutina¢niho testu.

- Stanovit afinitu PA-IIL k bun&¢nym liniim CuFi-1 a NuLi-1 metodou pritokové

cytometrie.
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3 Material a metody

3.1 Pouzité pristroje a material

3.1.1Pristroje
analytické vahy DV215CD
aparatura na elektroforézu Mini-PROTEAN 3
autoklav Varioklav®
centrifuga 6-16K
centrifuga Centrifuge 5430
centrifuga Eppendorf MiniSpin
centrifuga Hettich Universal 320 R
centrifuga Ohaus Frontier 5714
CO; inkubéator MCO-170AIC
denzitometr CO8000 Cell Density Meter

FPLC ACTA Purifier
s programem UNICORN 5.11

inkubovana tfepacka Ecotron

laminérni box BIO 126

laminarni box Holten Laminair

magnetickd michacka IKAMAG RH Basic 2
mikroskop FluoView™ 500 Spectral CLSM
mikroskop Levenhuk D2L NG

mikroskop Motic AE31

mikrovlnny autoklav Microjet

michacka Mini Vortex Mixer

pH metr HI-2211

pipetovaci nastavec Pipetus

prutokovy cytometr FACS LSR 11
s programem FlowJo

predvazky Kern 440-35A

spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro
s programem i-control

spektrofotometr NanoDrop 1 000

sonikator Soniprep 150
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Ohaus, Némecko

Bio-Rad, USA

H+P Labortechnik GmbH, Némecko
Sigma Centrifuges, UK

Eppendorf, USA

VERKON, Némecko

VERKON, Némecko

VERKON, Némecko

Panasonic Healthcare Co., Japonsko

WPA, UK

GE Healthcare, USA

Biotrade Instruments, CR

Labox, CR

Thermo Electron Industries, USA
VERKON, Némecko
OLYMPUS, Japonsko

Levenhuk, USA

Motic, Némecko

The Rodwell Autoclave Company,UK
VWR®, USA

Hanna Instruments, UK

Hirschmann, Némecko

BD Biosciences, USA

VERKON, Némecko

Tecan, Svycarsko

Thermo Fisher Scientific, USA

Sanyo, Japonsko



termocykler AccuBlock™ Labnet International, USA

vodni lazen WNB 7 VERKON, Némecko

22



3.1.2Material a chemikalie

2-merkaptoethanol

aceton

lidska krev skupiny 0

persiran amonny (APS)

ampicilin, sodna stl

bunécné linie CuFi-a NuLi-1
bunécéna linie E. coli BL21(DE3)
bromfenolova modft

chlorid draselny (KCI)

chlorid hote¢naty (MgCl)

chlorid sodny (NaCl)

chlorid vapenaty (CaCly)

Collagen type IV from human placenta
Coomassie Brilliant Blue R250
desticky CellBind® 96 jamek
dimethylformamid (DMF)
dimethylsulfoxid (DMSO)
dodecylsiran sodny (SDS)

dusic¢nan sttibrny (AgNO3)
dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4)
DyLight 488, NHS ester

fetalni bovinni sérum (FBS)
formaldehyd (HCHO)

glycin

HEPES

HOECHST 33258

hydroxid sodny (NaOH)
isopropyl-pB-D-thiogalaktosid (IPTG)
isopropylalkohol

kolona mannose-agarose Tricorn™
kolonka Zeba™ Spin, 7K MWCO
kolonka VivaSpin 500, 3000 MWCO
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Sigma, USA

Sigma, USA

Fakultni nemocnice Brno, CR
Sigma, USA
iBioTech®, USA
ATCC®, USA
Novagen, USA

Sigma, USA

Lach:Ner, CR
Lach:Ner, CR
Lach:Ner, CR
Lach:Ner, CR

Sigma, USA

Sigma, USA

Corning®, USA

Sigma, USA
Applichem, Némecko
Sigma, USA

Lach:Ner, CR

Sigma, USA

Thermo Scientific, USA
Lonza, Svycarsko
Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Thermo Scientific, USA
Sigma, USA

Sigma, USA

PENTA, CR

GE healthcare, USA
Thermo Fisher Scientific, USA

Sartorius, Némecko



kvasnicovy extrakt

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
kyselina chlorovodikova (HCI)
kyselina octova

kyselina trichloroctova (TCA)
kyselina trihydrogenborita (H3BO3)
LHC-9 medium

manosa

methanol

neuraminidasa

papain

PBS tablety

penicilin G, sodna sil

polyakrylamid

Protein Marker III (6,5-200)
Snakeskin Dialysis Tube
streptomycin sulfat
tetramethylethylendiamin (TEMED)
thiosiran sodny (NaxS>03)
Tris-base

Tris-HCl

trypanova modf 0,4%
Trypsin-EDTA Solution
trypton

uhli¢itan sodny (Na;CO3)
vektor pET25 PA-IIL

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

Sigma, USA

Lach:Ner, CR

Sigma, USA

Lach:Ner, CR

Gibco™ Invitrogen, UK
Thermo Fisher Scientific, USA
Lach:Ner, CR

BioLabs, USA

Sigma, USA

Gibco™ Invitrogen, UK
DUCHEFA BIOCHEMIE B.V.
Holandsko

Sigma, USA

AppliChem, Némecko

Thermo Fisher, USA

SERVA GmbH, Némecko
Sigma, USA

Lach:Ner, CR

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Lach:Ner, CR

Novagen, USA

Thermo Fisher Nalgene®, USA



3.2 Tkanové kultury

Pro zkoumani ex vivo byly pouzity komercéné dostupné bunécné linie: CuFi-1 a NuLi-1
firmy ATCC®. Ob¢ pouzité linie plicniho epitelu byly imortalizované, pfi¢emz bunééna linie
CuFi-1 byla ziskédna od CF pacienta s mutaci F508del a NuLi-1 od zdravého darce. Obé¢
bunécné linie byly kultivovany v kultivac¢nich lahvich s povrchem potazenym kolagenem IV
pti 37 °C a 5% COas. Prace se zminénymi liniemi probihala steriln€ v mistnosti pro tkanoveé
kultury. Veskery pouzity material a chemikalie byly sterilizovany v autoklavu (20 min,

121 °C) nebo filtraci pies 0,22 pm filtr.

3.2.1 Rozmrazeni bunéénych kultur
Zminéné bunécné linie byly zmrazeny a dlouhodobé skladovany v kapalném dusiku.
Pro kratkodobé uchovani byl pouzit hlubokomrazici box (-80 °C), pii delsim skladovani
pii-80 °C ztraci bunky Zivotaschopnost. Bunécéné linie byly konzervovany kryoprotektivnim
¢inidlem dimethylsulfoxidem (DMSO). Tato latka je pro buiiky toxickd, a proto je nutné,

aby rozmrazeni bunécnych linii probihalo rychle.

Postup:

Byly pfipraveny 25 cm? kultivaéni lahve potazené kolagenem IV (kapitola 3.2.3.)
obsahujici ptislugny objem kultivaéniho media LHC-9 (5 ml (25¢cm?) nebo 15 ml (75cm?)),
které bylo ve vodni 1azni temperovéano na teplotu 37 °C. Mikrozkumavka s konzervovanymi
bunéénymi liniemi byla rozmraZena ve vodni 14zni o teploté 37 °C. Jakmile byla buné¢na
suspenze rozmrazena, byla mikrozkumavka vyjmuta z vodni lazné¢ a zvn&jSku
dekontaminovana 70% ethanolem. VSechny operace od tohoto okamziku byly provadény
v ptisné aseptickych podminkach v laminarni boxu BIO 126. Obsah mikrozkumavky byl
pfenesen do centrifugani zkumavky a ndsledné bylo k bunééné suspenzi postupné
pfidavano medium (tabulka 1). Timto postupem se buiiky Iépe adaptuji na zmény podminek.
Po poslednim piidavku media byla bunécna suspenze centrifugovana (5 min, 1000 RPM,

Hettich Universal 320R).

Tabulka 1 — Objem pridavki media k bunééné suspenzi.

Casminy | O | 1 [ 23| 4|56 7] 8] 9
Ptidavek media (ml) | 0,00 | 0,12 | 0,15 | 0,19 | 0,26 | 0,36 | 0,52 | 0,86 | 1,69 | 4,75
Uvedena tabulka je pro 1 ml bunééné suspenze.
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Ziskana peleta byl resuspendovana v 1 ml Cerstvého media. Celad bunécna suspenze byla
prenesena do kultivacni lahve. Kultura byla inkubovana v inkubatoru MCO-170AIC pfti
37°C s 5% COa.

3.2.2 Kultivace bunéénych linii

Bunécné linie byly kultivovany v inkubatoru pti 37 °C a 5% COaz. Prace s bunécnymi
kulturami probihala v laminarnim boxu. Ke kultivaci bunécnych linii bylo pouzito medium
LHC-9 urcené pro epitelialni bunky. K eliminaci bakteridlni kontaminace byla k mediu
pfidana smés antibiotik penicilin-streptomycin (100x koncentrovany roztok: 5 mg/ml
penicilin G, sodna stl a 10 mg/ml streptomycin — roztok v PBS) na vyslednou koncentraci
50 pg/ml penicilinu G, sodné soli a 100 pg/ml streptomycinu. Buniky byly péstovany
v kultivaénich lahvich potazenym kolagenem IV (kapitola 3.2.3.). Pro kultivaci bunéénych
linii byly pouzity kultivaéni lahve s plochou kultivaéniho povrchu 25¢cm? a 75cm?
s pfidavkem media o objemu: 5 ml (25¢cm?) nebo 15 ml (75¢m?). Medium bylo vyméhovano

kazdé¢ 2-3 dny.

3.2.3 Priprava kultivaéniho povrchu

Bunééné linie NuLi-1 a CuFi-1 vyZaduji pro svou kultivaci specificky povrch potaZzeny
kolagenem IV. Byl vyuzit komeréné€ dostupny lyofilizovany kolagen IV izolovany z lidské
placenty. Kolagen IV byl rozpustén v 0,25% (v/v) kyselin€ octové na koncentraci
0,9 mg/ml. Rozpusténi probihalo piti 4 °C po dobu 4 hodin za ob¢asného promichani. Roztok
byl nasledné nafedén na koncentraci 60 pg/ml a prefiltrovan pies filtr s pory o velikosti
0,22 um. Takto ptipraveny roztok kolagenu byl pipetovan do kultivacnich nadob s povrchem
25cm?, resp. 75cm?, byly nanaSeny 2 ml, resp. 4 ml roztoku kolagenu. Kultiva¢ni naddoby
s roztokem kolagenu byly inkubovéany v lamindrnim boxu po dobu 12 hodin pfi laboratorni
teploté. Po inkubaci byl roztok kolagenu odebran a kultiva¢ni nadoby byly ponechany
vyschnout v laminarnim boxu po dobu 2 dnt pfi laboratorni teploté. Poté byly kultivaéni
nadoby 3x promyty pufrem PBS a ponechany vyschnout po bodu 2 dni. Po této dobé byly
vyschlé kultivacni lahve uzavieny Sroubovacim vi¢kem a hrdla byla piekryta parafilmem.
Takto ptipravené lahve byly uskladnény pii 4 °C. Pfed pouzitim byly kultivacni lahve vzdy
promyty PBS.

26



3.2.4 Subkultivace bunéénych linii

Ob¢ zminéné linie jsou adherentni, proto je nutno pro subkultivaci bunky ,,odlepit* od
kultivacniho povrchu. Pro uvolnéni bunék z povrchu kultivaéni lahve byl pouzit
trypsin-EDTA, jehoz pusobeni bylo zastaveno piidavkem FBS. Subkultivace byla
provedena vzdy po dosazeni 70% konfluence kultivaéniho povrchu (cca 5-7 dni). Bylo
provedeno maximalné 15 subkultivaci, aby se u bunéénych linii eliminovalo riziko

dediferenciace a vzniku mutaci.

Postup:

Nejprve bylo z kultivaénich lahvi odebrdno medium a pfidan 0,25%(w/v)
trypsin/0,53 mM EDTA: 1,25 ml (25 cm?) nebo 2,5 ml (75 cm?). Pro urychleni ,,odlepeni‘
bunek od kultiva¢niho povrchu byly kultivaéni lahve ulozeny do inkubatoru na 37 °C. Po
8 minutdch inkubace byla provedena kontrola uvolnéni bun¢k pomoci mikroskopu.
Trypsinizace byla zastavena piidavkem ekvivalentniho objemu 1% FBS v PBS: 1,25 ml
(25 cm?) nebo 2,5 ml (75 cm?). Bun&na suspenze byla prenesena do centrifugaéni
zkumavky a centrifugovana (5 min, 1000 RPM, Hettich Universal 320R). Byl odstranén
supernatant a peleta byla resuspendovana v 1 ml Cerstvého media vytemperovaného na
37°C. Do kultiva¢nich nadob potazenym kolagenem IV s mediem bylo inokulovano
1-3 x 10* bun&k/cm? (CuFi-1) a 1-2 x 10* bunék/cm? (NuLi-1). Kultivaéni lahve obsahujici

uvedené mnozstvi bun€k byly uloZeny do inkubatoru 37 °C s 5% COa.

3.2.5 Stanoveni poctu a viability bunék
Ke stanoveni poctu bun€k byl pouzit hemocytometr — Biirkerova komiirka. Na sklicku
Biirkerovy komurky je vybrousen sitovity obrazec sestavajici se z 9 velkych étvercd,
v kterém se nachazi dalSich 16 mensich ¢tvercii. Pro stanoveni viability bylo pfed pocitanim
do vzorku bunécné suspenze ptidano barvivo - trypanova modf, které je z intracelularniho
prostoru butiky aktivné transportovano ven. Trypanova modi tak obarvi pouze mrtvé buiiky,
u nichZ je naruSena integrita bunééné membrany, zatimco Zivé buiiky zlstanou bezbarvé.

Tato metoda byla vyuzita pti subkultivaci a nasazeni na experiment.

Postup:
Po subkultivaci byla peleta resuspendovana v 1 ml media. Z této buné€né suspenze byly

odebrany 4 pl a nafedény mediem na vysledny objem 20 pl. K nafedéné bunécné suspenzi
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byl pfidan ekvivalentni objem 0,4% (w/v) trypanové modie. Na Biirkerovu komtrku bylo
naneseno 10 pl roztoku bunééné suspenze s barvivem. V mfizce se vybiralo 3-5 velkych
¢tverctl pro statistické vyhodnoceni. Pro stanoveni koncentrace bun€k v 1 ml suspenze byl
proveden vypocet pomoci vzorce

a.10000

X = ——— fedéni (3.1)
n

kde X je koncentrace bun¢k v suspenzi, a je stanoveny pocet bunék a n pocet opakovani

(spocitanych ctvercti).

3.2.6 Zamrazeni bunéénych kultur
Bunécné linie v kontinualni kultufe mohou utrpét nezddouci geneticky drift nebo
mikrobidlni kontaminaci. Proto je diilezité, aby byly zmrazeny a uchovany pro dlouhodobé
skladovani. Nejlepsi metodou pro kryokonzervaci bunék je jejich skladovani v kapalném
dusiku za pfitomnosti kryoprotektivniho c¢inidla, jako je DMSO nebo glycerol.
Kryoprotektivni latky snizuji bod tuhnuti media, coz vyrazné snizuje riziko tvorby ledovych
krystalil, které mohou buiiky poskodit a zptsobit jejich smrt. Zmrazeni bunéénych linii bylo

provadéno v logaritmické fazi rstu s viabilitou minimalné 90%.

Postup:

Po bézné subkultivaci byl odebran alikvot bunétné suspenze pro stanoveni poctu
a viability bun¢k (kapitola 3.2.5.). Déle bylo pfipraveno kryoprotektivni medium: LHC-9
obsahujici 10% (v/v) DMSO a 30% (v/v) FBS. Piislusny objem bunék obsahujici 1-5 x 10°
viabilnich bunék byl centrifugovan (5 min, 1 000 RPM, Hettich Universal 320R). Ziskana
peleta byla resuspendovana v 1 ml kryoprotektivniho media. Takto pfipravend bunécna
suspenze byla pievedena do kryozkumavek, které byly ndsledné umistény do pfedem
vychlazeného mraziciho kontejneru naplnénym isopropanolem. Zmrazovaci kontejner byl
uloZen do hlubokomraziciho boxu (-80 °C) po dobu 1 dne. Nasledné€ byly kryozkumavky
vyjmuty ze zmrazovaciho kontejneru a uskladnény pii -80 °C pro kratkodobé uchovani nebo

ulozeny do kapalného dusiku pro dlouhodobé uchovani.
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3.3 Priprava lektinu PA-IIL

3.3.1 Exprese rekombinantniho proteinu PA-IIL
Rekombinantni exprese proteinti slouzi k ptipravé bilkovin o definované sekvenci
aminokyselin, zpravidla v rozpustné, nativni form¢. Exprese proteinu PA-IIL probihala
v bakterii Escherichia coli BL21(DE3) s pfedem vlozenym vektorem pET25 PA-IIL
a rezistenci na ampicilin. Jelikoz PA-IIL potiebuje ke své aktivité pfitomnost vapenatych

iontd, byl pro praci s PA-IIL zvolen Tris pufr obsahujici Ca*".

Pouzité roztoky:

Lauria-Bertani broth: 0,5% (w/v) NaCl, 1% (w/v) trypton, 0,5 % (w/v) kvasnicovy extrakt;
pH 7,4 (pH upraveno pomoci 0,5 M NaOH)

100 mM ampicilin

200 mM isopropyl-p-D-thiogalaktosid

Tris pufr: 20 mM Tris-base, 100 mM NaCl, 2 mM CaCly; pH 7,5 (pH upraveno pomoci
0,5 M HCI)

Postup:

Pro kultivaci bakteridlnich bun¢k s plazmidem pro lektin PA-IIL bylo pouZito
2% Lauria-Bertani broth (LB medium). Pro selekci bun€k nesoucich plazmid pET25 byl
k 50 ml sterilniho LB media byl pfiddn 100 mM ampicilin na vyslednou koncentraci
100 pg/ml (dale oznaceno jako LB medium/ampicilin). Kultura byla inkubovéna ptes noc
pii 4 °C. Druhy den byla kultura zaockovana do 250 ml LB media/ampicilin a kultivovana
na tfepacce (37 °C, 190 RPM) do dosazeni optické denzity (OD) hodnoty 0,3-0,7. Z této
bunétné suspenze byl odebran 1 ml pro analyzu pomoci SDS-PAGE. Nasledné byla
indukovana exprese pozadovaného proteinu piiddnim 200 mM isopropyl-B-
D-thiogalaktosidu (IPTG) na vyslednou koncentraci 0,5 mM. Samotnd exprese probihala
3 hodiny pti 190 RPM a 30 °C.

Po této dobé byl pro kontrolu exprese pomoci SDS-PAGE odebran 1 ml bunécné
suspenze, ktery byl upraven na stejnou optickou hustotu jako vzorek pred indukci. Bunééna
suspenze byla centrifugovana (10 min, 7 000 RPM, 6-16K). Peleta byla rozpusténa ve 30 ml
Tris pufru a rozetfena homogenizatorem. Buiikky byly dezintegrovany sonikaci pomoci
ptistroje Soniprep 150. Bylo pouZito 15 cykll za souc¢asného chlazeni ledem. Kazdy cyklus

se sestaval z 20 s impulzu s amplitudou 10 um a 2 min chlazeni. Nasledn¢ byl lyzat bunck
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centrifugovan (50 min, 17 000 RPM, 6-16K). Ziskany supernatant byl zfiltrovan ptes

0,45 pm filtr a nasledné purifikovan.

3.3.2 Purifikace rekombinantniho proteinu PA-IIL

Pro purifikaci PA-IIL byla pouzita metoda FPLC (,fast protein liquid
chromatography*‘). FPLC je forma kapalinové chromatografie, kterd se pouziva k precisténi
smesi proteint, které maji riznou afinitu pro mobilni a staciondrni fazi. Jako stacionarni faze
byla pouzita kolona mannose-agarose Tricorn™, kterd ma na svém povrchu navazané
molekuly manosy. Pfi naneseni bunééného lyzatu se PA-IIL navadZze na stacionarni fazi,
protoze ma vysokou afinitu pro manosu a ostatni nezachycené proteiny jsou kolonou
eluovany. Pro uvolnéni PA-IIL ze stacionarni faze byl pouzit elu¢ni pufr obsahujici manosu.
Pie¢isténi PA-IIL probihalo na ptistroji FPLC ACTA Purifier s programem UNICORN 5.11,

s vyuzitim manoso-agarosové kolony Tricorn™,

Pouzité roztoky:

ekvilibracni pufr: 20 mM Tris-base, 100 mM NaCl, 2 mM CaCl; pH 7,5

elucni pufr: 20 mM Tris-base, 100 mM NaCl, 2 mM CaCl», 0,1 M manosa; pH 7,5
dialyzacni pufr: 20 mM Tris-base, 100 mM NaCl, 2 mM CaCly; pH 7,5

0,1% (w/v) SDS

Pozn. pH pufri bylo upraveno pomoci 0,5 M HCI

Nejprve byl ptistroj spole¢né s kolonou promyty ekvilibracnim pufrem. Nasledn€ byl na
kolonu nanaSen filtrovany lyzat bun€k v ekvilibracnim pufru. Doslo k zachyceni PA-IIL na
kolonu, ostatni proteiny pfitomné v lyzatu bun€k se na kolonu nezachytily. Po vymyti
nezachycenych proteini byl PA-IIL eluovan elucnim pufrem. Ze zachycenych
1 nezachycenych frakci byly odebrany vzorky pro analyzu SDS-PAGE. Nasledné byla
kolona promyla 0,1% (w/v) SDS pro eluci ostatnich zachycenych proteini. Z jimané frakce
byl taktéZ odebran vzorek pro analyzu SDS-PAGE. Po purifikaci byly odstranény
nizkomolekularni latky dialyzou. Ziskané frakce se dialyzovaly v dialyzacni trubici
Snakeskin Dialysis Tube proti 5 1 dialyza¢niho pufru po dobu 1 dne. Poté byly frakce po
dobu 2 dnti dialyzovany proti destilované vod¢. Po dialyze byly odebrany vzorky pro ovéteni
Cistoty PA-IIL pomoci SDS-PAGE elektroforézy a byl stanoven vytézek PA-IIL pomoci
pfistroje NanoDrop 1 000.
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Pozn. Dialyzac¢ni pufr 1 destilovana voda byly vyménovany kazdych 8 hodin.

3.3.3 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS)
patfi mezi elektromigraéni metody, vyuzivajici schopnosti nabitych ¢astic putovat
v elektrickém poli. Tato metoda separuje proteiny na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti.
SDS ma funkci detergentu, ktery se vaze na proteiny a udéluje jim jednotny zéporny naboj
piimo tmérny jejich velikosti. Polyakrylamidovy gel se sklada ze dvou vrstev: koncentracni
gel a separacni gel. Koncentracni gel zakoncentrovava proteiny do uzkého pruhu a separacni
gel rozdéluje proteiny podle jejich molekulové hmotnosti. Déleni proteinovych smési lze
ovlivnit hustotou separa¢niho gelu. Zesitovani polyakrylamidového gelu probihd diky
radikdlové reakci akrylamidu a bisakrylamidu. Reakce je iniciovdna volnymi radikély
persiranu amonného (APS) a stabilizovana ptidavkem tetramethylendiaminu (TEMED)?>.

JelikoZ je monomer PA-IIL relativné maly (11,9 kDa)%, byl pro analyzu zvolen hustsi,
13% separacéni gel (slozeni uvedeno nize). SDS-PAGE byla vyuzita pro kontrolu exprese

proteinu PA-IIL a také pro kontrolu €istoty proteinu po purifikaci.

Pouzité roztoky:

10% (w/v) SDS

10% (w/v) APS

polymeracni roztok: 30% (w/v) akrylamid, 1% (w/v) bisakrylamid

separacni pufr: 20 mM Tris-base, 100 mM NaCl, 2 mM CaCly; pH 8,8

koncentracni pufr: 20 mM Tris-base, 100 mM NaCl, 2 mM CaCly; pH 6,8

vzorkovy pufr: 0,05 M Tris-base, 2 mM EDTA, 10 % (v/v) glycerol, 2 % (w/v) SDS,
6% (v/v) merkaptoethanol, 0,2 % (w/v) bromfenolova modi; pH 6,8

elektrodovy pufr: 25 mM Tris-HCI, 250 mM glycin, 0,1% (w/v) SDS; pH 8,5

fixacni roztok:10% (v/v) isopropanol, 10% (v/v) kyselina octova

Pozn. pH pufri bylo upraveno pomoci 0,5 M HCI

Postup:

Nejprve byly pfipraveny vzorky pro SDS-PAGE. Purifikované vzorky bunécéného
lyzatu byly centrifugovany (1 min, 1 700 RPM, Eppendorf MiniSpin). Peleta byla zbavena
supernatantu a pro denaturaci proteinu bylo aplikovano: 20 pul 4M mocoviny a 20 pl 6%
(w/v) merkaptoethanolu. Nésledné bylo pfidano 20 pl 2x koncentrovaného vzorkového
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pufru. Piipravené vzorky byly denaturovany po dobu 10 minut pti 95 °C. Tim se tetramerni
PA-IIL rozpadl na monomery. Finalni vzorek PA-IIL (pro kontrolu {istoty) byl smisen
s 2x koncentrovanym vzorkovym pufrem v poméru 1:1. Z této smési bylo naneseno po 15 pl
do dvou jamek gelu.

Nasledn¢ byla pfiravena elektroforetickda  aparatura ~ Mini-PROTEAN 3
a polyakrylamidové gely (tabulka 2). Elektroforeticka skla byla peclivé odmasténa 70%
a ulozena do elektroforetické aparatury. Byl pfipraven roztok pro 13% separacni gel, ktery
byl v objemu 5 ml nanesen mezi elektroforeticka skla a prevrstven 500 ul isopropanolu.
Polymerace probihala 30 min. Po polymeraci byl odstranén isopropanol a povrch gelu byl
2x omyt destilovanou vodou. Roztok pro koncentracni gel byl nalit az po okraj
elektroforetického skla a byl do n¢j umistén desetijamkovy hieben, polymerace probihala
1 hod pfi laboratorni teploté. Po ukonceni polymerace byl opatrné vyjmut hieben a jamky
byly 2x promyty destilovanou vodou. Skla s pfipravenym gelem (rozmér: 8 cm x 7,3 cm,
x 0,75 mm) byla ulozena do elektroforetické vany. Poté byl nalit elektrodovy pufr do
prostoru mezi skly (125 ml) a do elektrodové vany (200 ml). Do kazdé jamky gelu bylo
aplikovano 15 pl vzorku s vyjimkou standardu (Protein Marker 111, (6,5-100)), kterého bylo
naneseno pouze 5 pl. Samotné elektroforéza probihala pii napéti 120 V po dobu 1 hod pfti

laboratorni teploté.

Tabulka 2 — SloZeni geli pro SDS-PAGE

Chemikalie 13% separacni gel Koncentracni gel
Destilovana voda 2,7 ml 2,7 ml
Polymeracni roztok 4,7 ml 0,67 ml
Separacni pufr 2,5ml -
Koncentracni pufr - 0,5 ml

10% SDS 0,1 ml 40 pul

10% APS 80 ul 80 ul
TEMED 7 ul 5ul

Po ukonceni elektroforézy byly proteiny v gelu zafixovany pomoci fixacniho roztoku
po dobu 15 minut. Nasledné¢ byl gel obarven roztokem Coomassie Brilliant Blue

nebo stiibifenim.

32



3.3.3.1 Barveni Coomassie Birilliant Blue R-250
Barvivo Coomassie Brilliant Blue je barvivo bézné pouzivané pro vizualizaci proteinti
v polyakrylamidovém gelu. Na proteiny se véaze prostiednictvim iontovych interakci
a vytvaii s nimi komplexy. Barveni Coomassie Brilliant Blue probihd do rovnovahy, tzn.

mira obarveni odpovidd mnozstvi proteinu.

Pouzité roztoky:
barvici roztok: 0,025% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% (v/v) methanol,
10% (v/v) kyselina octova

odbarvovaci roztok: 40% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina octova

Postup:
Gel byl zalit barvicim roztokem a barven ptes noc. Nasledujici den bylo pomoci
odbarvovaciho roztoku odbarveno pozadi gelu, a to po dobu 2 hodin. Nasledn¢ byl gel

oplachnut destilovanou vodou a vizualné¢ vyhodnocen.

3.3.3.2 Barveni stribrem
Barveni stiibrem je nejcitlivéjsi metodou pro detekci proteinu v polyakrylamidovém
gelu. Stiibrné ionty barviciho cinidla elektrostaticky interaguji s negativné nabitymi
skupinami proteini a sulfatovou skupinou SDS. Pfidavkem senzibilizujiciho ¢inidla
thiosiranu sodného (Na>S203) se odstrani volné Ag”, které se nezachytilo na proteinech. Ve
vyvijecim kroku dochézi k redukci Ag" na Ag’ doprovazené vznikem hnédocerné barvy.
Tato reakce probiha na svétle a je nutné ji vCas zastavit pfidavkem kyseliny octové, ktera

zméni pH z bazického na kysele.

Pouzité roztoky:

Roztok ¢.1: 60 ml 50% (v/v) aceton, 1,5 ml TCA, 25 ul HCHO

Roztok ¢.2: 60 ml 50% aceton

Roztok ¢.3: 100 ml 10% (w/v) NaxS>03, 60 ml destilovana voda

Roztok ¢.4: 0,8 ml 20% (w/v) AgNOs3, 0,6 ml 37% (v/v) HCHO, 60 ml destilovana voda
Roztok ¢.5: 60 ml 2% (w/v) NaxCOs, 25 ul 37% (v/v) HCHO, 25 pul 10% (w/v) NaS>03
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Postup:
Gel byl inkubovén s pfipravenymi roztoky (tabulka 3). Mezi kazdou aplikaci roztoku
byl gel 3x promyt destilovanou vodou. Obarveny gel byl uchovan v destilované vodég, aby

se zabranilo jeho vysuSeni.

Tabulka 3 — Rozvrh aplikace roztoki pro barveni gelu stfibrem.

Poradi Roztok Doba piisobeni
1. Roztok ¢. 1 5 min
2. Destilovana voda 3 x 5 min
3. Roztok ¢.2 5 min
4. Roztok ¢.3 1 min
5. Destilovana voda 3 x 5 min
6. Roztok ¢.4 8 min
7. Destilovana voda 2 x 5 min
8. Roztok ¢.5 15s
9. 1% kyselina octova 30s
10. Destilovana voda 10s

3.3.4 Znaceni lektinu PA-IIL barvivem DyLight 488

Na fluorescen¢ni znaceni lektinu PA-IIL bylo pouZito fluorescenéni amino-reaktivni
barvivo DyLight 488 NHS-ester. VaZe se pomoci esteru N-hydroxysukcinimidu na
aminoskupiny proteinii (N-termindlni aminoskupina a postranni fetézec lysinu) za vzniku
kovalentni amidové vazby. Toto barvivo je velmi dobie rozpustitelné v bezvodém
dimethylformamidu (DMF). Excita¢ni maximum DyLight 488 je 493 nm a emisni maximum
518 nm*’. Obvykle se proteiny pro znaceni DyLight 488 rozpousti v boratovém pufiu.
Jelikoz je PA-IIL Ca?" dependentni, byl nejprve rozpustén v Tris pufru obsahujici Ca®" a do

boratového pufru byl pfeveden pted samotnym znacenim.

chemikalie:

Tris pufr: 20 mM Tris-base, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,; pH 7,5 (pH upraveno pomoci
0,5 M HCI)

boratovy pufr: 50 mM H3;BOs3; pH 8,5 (pH upraveno pomoci 0,5 M NaOH)

dimethylformamid
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Postup:

Pro znaceni bylo pouzito 1,1 mg lektinu PA-IIL. Nejprve byl PA-IIL rozpustén v Tris
pufru a inkubovéan ptes noc pii 4 °C. Nasledujici den byl lektin pfefiltrovan pies centrifugacni
filtr 0,22 um (2 min, 13 000 RPM, Centrifuge 5430). Poté byl lektin precistén a preveden do
boratového pufru pomoci centrifugaéni odsolovaci kolonky Zeba™ Spin 7K, MWCO (3 x
2 min, 10 000 RPM, Centrifuge 5430)*. Nasledné¢ byl roztok PA-IIL centrifugatng
zakoncentrovan pomoci VivaSpin 500 (5 x 2 min, 13 000 RPM, Centrifuge 5430)*°. Dale
bylo ptipraveno fluorescenéni barvivo DyLight 488 rozpuSténim ve 100 pul 99,8%
(v/v) DMF na koncentraci 10 mg/ml. Takto rozpusténé barvivo bylo inkubovano 15 min za
tmy pfi laboratorni teploté. Byl proveden vypocet ptidavku zasobniho roztoku DyLight 488
k 1,1 mg PA-IIL podle vzorce

m (protein

W .10. M, (fluorofor) = m (fluorofor) (3.2)
kde m (protein) je hmotnost PA-IIL, Mr (protein) relativni molekulova hmotnost PA-IIL,
M, (fluorofor) relativni molekulovd hmotnost DyLight 488 a m (fluorofor) hmotnost

DyLight 488",

Bylo smichano 117 pl PA-IIL (9,4 mg/ml) s 93 pl zasobniho roztoku DyLight 488
(10 mg/ml) a 300 pl boratového pufru. Znaceni PA-IIL probihalo 1 hodinu za tmy pfi
laboratorni teplot&®”’

Thermo Zeba™ Spin 7K, MWCO (3 x 2 min, 10 000 RPM, Centrifuge 5430)®. Poté byla

. Nésledné byla smés precisténa a prevedena do Tris pufru kolonkou

smes centrifugacné zakoncetrovana pomoci VivaSpin500, 3 000 MWCO (5 x 3min,
10 000 RPM, Centrifuge 5430)*. Nasledné se ptedistény roztok PA-IIL prefiltroval pies
centrifugacni filtr 0,22 um (1 min, 13 000 RPM, Centrifuge 5430). Pro zjisténi GspéSnosti
znaceni lektinu byl proveden vypocet uc¢innosti znaceni a pro kontrolu intenzity fluorescence
byl znac¢eny PA-IIL pozorovan pod konfokalnim laserovym mikroskopem FluoView™ 500

Spectral CLSM.

3.3.4.1 Stanoveni koncentrace zna¢eného PA-IIL
Pro stanoveni koncentrace proteinu PA-IIL ve vzorku byla pouzita hodnota absorbance

pii 280 nm (Aogo). Jelikoz fluorescen¢ni barvivo také absorbuje pii 280 nm, je potieba
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k upravé hodnoty Azgo zavést korekéni faktor (KF). KF je roven Azgo barviva déleného
absorbanci pfi maximalni vinové délce barviva. Je tedy nutné zjistit hodnotu absorbance
barviva pii vlnové délce maxima (Amax), pro DyLight 488 byla Amax méfena pii 493 nm.
Déle je zapotiebi znat extink¢éni molarni koeficient neznaceného PA-IIL. Potfebné hodnoty
veli¢in pro vypocet jsou uvedeny v tabulce 4. Pro kontrolu vypoctu byla koncentrace
znac¢en¢ho PA-IIL ovétena pomoci spektrofotometru NanoDrop 1 000.

Pozn. Pro vypocet znaceného PA-IIL byla pouzita hodnota korekéniho faktoru uvedena

vyrobcem?’ a teoretickd hodnota molarniho extinkéniho koeficientu PA-IIL*.

Pro stanoveni koncentrace zna¢eného lektinu PA-IIL byl pouzit vzorec

AZSU - (AmaX'KF} (33)

koncentrace PA-IIL =
E(PA-IIL)

kde A2s0 absorbance pii 280 nm, KF korek¢ni faktor, 4.qx absorbance pii excitani délce

DyLight 488 a £ (PA-IIL) molarni extink¢ni koeficient PA-IIL.

Tabulka 4 — Hodnoty veli¢in pro vypocet koncentrace znaceného proteinu.

Veli¢ina Oznaceni veli¢iny Hodnota veli¢iny
Korekéni koeficient KF 0,147
Molarni extink¢ni koeficient € (PA-IIL) 6990 M!.cm™!

3.3.4.2 Stanoveni stupné znaéeni PA-IIL
Stupent znaceni proteinu se obecné vyjadfuje jako molarni pomér fluorofor/protein
(F/P). Tento udaj je dllezity pro predikaci mnozstvi fluorescencniho barviva piipadajici na
molekulu proteinu. Pomér pfedstavuje primérny pocet molekul barviva navazanych na
kazdou molekulou proteinu. Pro stanoveni stupné znaceni PA-IIL byla zmétena hodnota
Amax DyLight 488. Hodnota molarniho extinkéniho koeficientu DyLight 488 je

70.10° M 'em™ ¥, Pro stanoveni stupné znaceni lektinu PA-IIL byl pouZit vzorec

F/‘ — Amax
P ™ ¢ (DyLight 488).c(PA-IIL) (3.4)

kde F/P je molarni pomér DyLight 488 a PA-IIL, Amax absorbance pfi excitacni vinové délce
DyLight 488, & (DyLight 488) molarni extinkéni koeficient DyLight 488 a ¢ (protein)
koncentrace PA-IIL.
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3.3.5 Hemaglutinac€ni test

Pro zjisténi aktivity lektinu PA-IIL byl pouzit hemaglutinacni test. Hemaglutinace je
jednoduchd metoda pro zjiSténi pfitomnosti proteinti schopnych aglutinovat Cervené
krvinky. Pfi navdzani aglutinacniho ¢inidla (lektinu) na povrchovy antigen erytrocytil
(aglutinin) dojde k zesitovani bungk, coz se projevi jako hemaglutinace*!. Krev je slozena
cca z 50 % plazmy a 50 % sedimentu. Sediment obsahuje 600-krat vice erytrocyti (RBC,
,red blood cell*) nez leukocytil, proto byly uvazovany pouze RBC*. Pied vlastnim testem
je nutné krev zbavit plazmy a osetfit ji papainem®. Papain odhali vazebn4 mista na povrchu
RBC atim se vyrazné zkrati doba inkubace. Jelikoz ma PA-IIL vysokou afinitu k fukose,
jsou pro hemaglutina¢ni test vhodné viechny krevni skupiny*. Byla pouzita komeréné

dostupnd krev skupiny 0.

Pouzité roztoky:

krev skupiny 0

papain

Tris pufr: 20 mM Tris-base, 100 mM NacCl, 2 mM CaCly; pH 7,5

PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na;HPOy4, 1,47 mM KH>POq; pH 7,4
zasobni roztoky lektint: neznaceny PA-IIL (9,4 mg/ml), znaceny PA-IIL (2,8 mg/ml)

Postup:

Nejprve byla krev 4x centrifugacné promyta (5 min, 4 000 RPM, Centrifuge 5430). Po
odebrani supernatantu (plazmy), byl k sedimentu (RBC) pipetovan PBS na cca 50% suspenzi
RBC. Poté byl pfidan 10%(w/v) papain na vyslednou koncentraci 0,1%. Suspenze byla
inkubovana 30 minut pti 37 °C za ob¢asného promichani. Po inkubaci byla suspenze RBC
3x centrifugaéné promyta PBS (5 min, 3 000 RPM, Centrifuge 5430). JelikoZ je lektin Ca*"
dependentni, bylo nutné suspenzi RBC promyt od PBS (fosfaty v PBS mohou vyvazat Ca>*
z vazebného mista lektinu a tim snizit jeho aktivitu). Suspenze RBC byla 3x centrifugacné
promyta Tris pufrem (3 min, 4 000 RPM, Centrifuge 5430). Po odebrani supernatantu byl
k sedimentu ptidan Tris pufr na cca 20% suspenzi RBC.

Oba roztoky lektint (neznaceny PA-IIL, znaceny PA-IIL) byly nafedény Tris pufrem
na pracovni koncentraci 1,4 mg/ml. Nafedéné roztoky lektini byly v smichany s 20%

suspenzi RBC v poméru 1:1. TudiZ vysledna koncentrace PA-IIL €inila 0,7 mg/ml. Smés

37



byla inkubovana po dobu 5 minut pii laboratorni teploté. Po inkubaci byl pomoci
mikroskopu pozorovan vznik agregatii erytrocytii (hemaglutinace). Jako negativni kontrola

slouzila krev nafedéna Tris pufrem na cca 10% suspenzi RBC.

3.4 Prutokova cytometrie FACS

Pritokova cytometrie je biologickd metoda, ktera umoziuje identifikovat
a kvantifikovat riizné znaky v buinice. FACS (,fluorescence-activated cell sorting®) je
varianta prutokové cytometrie, pii které bunky proudi tekutinou skrz specidlni celu, tak aby
v dany okamzik protékala celou pravé jedna bunka z analyzované suspenze. Pomoci
laserového paprsku je zaznamenavana jejich velikost, vnitini struktura a relativni intenzita
fluorescence. Vystupem z méfeni na FACS je mnohorozmérny graf, v kterém je zanesena
intenzita kazdého ze sledovanych znakt. Statistickou analyzou se poté roztfidi jednotlivé
buitky do skupin podle intenzity jednotlivych znakid. Na zdkladé téchto skupin lze urcit
jednotlivé znaky populace a jejich zastoupeni ve vzorku. Pro analyzu pomoci FACS musi
byt buniky v suspenzi - pievedeny do nosné kapaliny. U adherentnich bunéénych linii je
nutné nejprve buiilky uvolnit od kultiva¢niho povrchu.

Tato metoda byla pouzita pro stanoveni afinity PA-IIL znaceného DyLight 488
k bunéénym liniim CuFi-1 a NuLi-1 oSetfenym 1 neoSetfenym neuraminidasou (NEU). NEU
je enzym, ktery odstépi kyselinu sialovou. Aplikaci NEU by se méla snizit mira sialylace
obou linii. Jako nosnd kapalina byl zvolen HNKCM pufr s vapennymi ionty pro regeneraci
vazebnych mist lektinu. Uvolnéni bun€k od kultivaéniho povrchu bylo provedeno za pouZiti
EDTA. Pro stanoveni viability bun¢k na pfistroji FACS bylo pouzito barvivo HOECHST
33258, které se ireverzibilné vdze na dsDNA. Excitatni maximum HOECHST 33258 je
352 nm a emisni maximum 461 nm*. Mé&feni probihalo na priitokovém cytometru FACS

BD LSR II s programem FlowJo, s vyuZitim laseru a detektoru pro FITC.

Pouzité chemikalie:

0,5 M kyselina ethylendiamintetraoctova

neuraminidasa (50 000 U/ml, vodny roztok)

HNKCM pufr: 10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CacCl,, 2 mM MgCl,; pH
7,4 (pH upraveno 0,5 NaOH)

HOECHST 33258 (10 mg/ml, vodny roztok)
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Postup:

Byla provedena subkultivace (kapitola 3.2.4.), ale namisto 0,25% (wW/v)
trypsin/0,53 mM EDTA byla pouzita pouze 0,5 M EDTA. Ziskana peleta byla
resuspendovana v HNKCM pufru a byl stanoven pocet a viabilita bunék (kapitola 3.2.5.).
Cast obou bunéénych linii byla ofetfena NEU (50 U na 10° bundk ve 100 pl). Inkubace
bunéénych linii s NEU probihala po dobu 1 hod pti 37 °C. V mezi€ase inkubace bunck
s NEU, byla pfipravena dvojkova fedici fada lektinu PA-IIL, a to od 16 pg/ml po 0,25 pg/ml
v HNKCM pufru. Nasledné byly do 96-jamkové desticky nasazeny buiniky jak neoSetiené,
tak oSetfené NEU, vzdy 10° bunék/jamka. K buitkim bylo pfiddno 50 ul lektinu kazdé
pfipravené koncentrace, s vyjimkou negativni kontroly, kde byl misto lektinu pfidan
HNKCM pufr. Inkubace probihala 30 min pii 4 °C. Bunécné suspenze byly 3x centrifugacné
promyty (5 min, 1 000 RPM, Ohaus Frontier 5714). Po poslednim promyti byly pelety
v jamkach desticky resuspendovany ve 100 ul HNKCM pufru. Nasledné bylo k bunééné
suspenzi pfidano barvivo HOECHST 33258 do vysledné koncentrace 5 pg/ml a byla
stanovena viabilita bun¢k. Dale byla méfena fluorescence navazaného lektinu PA-IIL
zna¢eného DyLight 488. Fluorescence PA-IIL byla detekovana pomoci ptistroje FACS BD

LSR II s programem FlowlJo, s vyuzitim laseru a detektoru pro FITC.
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4 Vysledky

4.1 Priprava rekombinantniho proteinu PA-IIL

Pro produkci lektinu PA-IIL v rekombinantni formé¢ byl pouzit expresni systém
BL21(DE3)/pET25 PA-IIL. Bun&ény lyzat byl purifikovdn na pfistroji FPLC ACTA
Purifier, s vyuzitim manoso-agarosové kolony Tricorn™. Ovéfeni exprese a purifikace
PA-IIL bylo provedeno pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Byly analyzovany vzorky pied
a po indukci IPTG, zachycené frakce, nezachycené frakce a frakce po promyti kolony SDS.

Nejprve byl polyakrylamidovy gel obarven barvivem Coomassie Brilliant Blue.
U vzorku po indukei na obrazku 9 1ze vidét zonu pod urovni 14 kDa. Naproti tomu u vzorku
pred indukci ani u nezachycenych frakei X1, X2 tato zona pozorovana nebyla. Frakce
odebrana po promyti kolony SDS nevykazovala pfitomnost Zadnych vyraznych zén pod

urovni 14 kDa.

a) b)
1 2 3 4 5
212 kDa s 212 kDa
116 kDa s 116kDa
66 kDa S 66 kDa
45 kDa ¢ 45kDa
29 kDa — 29 kDa
20kDa 20 kDa
14kDa | | 14 kDa
6.5 kDa W 55 kDa

Obrazek 9 — SDS-PAGE elektroforéza vzorku z pripravy PA-IIL po vizualizaci Coomassie Brilliant Blue
R-250. Byl pouzit 13% polyakrylamidovy gel obsahujici deset jamek. Do kazdé jamky gelu bylo naneseno 15
pl vzorku s vyjimkou standardu (Protein Marker III (6,5-200 kDa)), kterého bylo naneseno pouze Sul.
a) 1: vzorek po indukci, 2: vzorek pied indukci, 3: nezachycena frakce (X1), 4: nezachycena frakce (X2),
5: frakce po promyti SDS (A7), 6: hmotnostni standard Protein Marker III (6,5-200 kDa). b) 1-4: specificky
eluované frakce (A1, A2, A3, A4), 5: hmotnostni standard Protein Marker III (6,5-200 kDa).

Pozn. ¢erveny ramecek oznacuje PA-IIL.

U specificky eluovanych frakei byly pozorovany pod urovni 14 kDa velmi slabé zony
(obrazek 9 b)). Po obarveni gelu stfibrem byly v této Grovni znatelné vidét zony u kazdé

z frakci (obrazek 10).
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14kDa

6,5kDa

Obrazek 10 — SDS-PAGE elektroforéza vzorku z piipravy PA-IIL s vizualizaci stFibfenim.

Byl pouzit 13% polyakrylamidovy gel obsahujici deset jamek. Do kazdé jamky gelu bylo naneseno 15 pl
vzorku s vyjimkou standardu (Protein Marker I1I (6,5-200 kDa)), kterého bylo naneseno pouze Sul.

1-4: specificky eluované frakce (A1, A2, A3, A4), 5: hmotnostni standard Protein Marker 111 (6,5-200 kDa).

Pozn. ¢erveny ramecek oznacuje PA IIL.

Pro dialyzu byly vybrany frakce s nejvy$§im obsahem PA-IIL (A1, A2, A3).
Dialyzované frakce byly spojeny a byla ovéfena Cistota ptipraveného PA-IIL pomoci dalsi
SDS-PAGE elektroforézy. Vysledky dokumentujici €istotu pfipraveného rekombinantniho
proteinu PA-IIL jsou na obrazku 11 na nasledujici strané. Ve zkoumanych vzorcich byly

pozorovany zény pouze pod Grovni 14 kDa.

| 212kDa
116 kDa

66 kDa

45kDa

29kDa

20kDa

14kDa
6,5 kDa

Obrazek 11 — SDS-PAGE elektroforéza finalnich vzorkia PA-IIL. Byl pouzit 13% polyakrylamidovy gel
obsahujici deset jamek. Do kazdé jamky gelu bylo naneseno 15 pl vzorku s vyjimkou standardu (Protein
Marker III (6,5-200 kDa)), kterého bylo naneseno pouze 5ul. 1, 2: specificky eluované frakce spojené frakce
obsahujici nejvice PA-IIL (A1, A2, A3) po dialyze. 3: hmotnostni standard Protein Marker III, 6,5-200 kDa.
Gel byl obarven Coomassie Brilliant Blue R-250.

Pozn. ¢erveny ramecek oznacuje PA-IIL.
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4.2 Uéinnost znaéeni lektinu PA-IIL

Byla stanovena koncentrace PA-IIL znaceného DyLight 488 pomoci vypoctu
(vzorec 3.3, strana 36) 3,63 mg/ml. Pro kontrolu byl roztok zna¢eného lektinu analyzovan
na spektrofotometru NanoDrop 1000, ktery naméfil koncentraci znaceného PA-IIL
2,81 mg/ml. Pro vypocet stupné¢ znaCeni s vyuzitim hodnoty koncentrace zmétenou
ptistrojem NanoDrop 1 000 se zjistilo, Ze molarni pomé&r flourofor/lektin je 1,00 (vzorec 3.4,

strana 36). Tzn. na 1 monomer PA-IIL pfipada 1 molekula DyLight 488.

4.3 Stanoveni aktivity lektinu PA-IIL

Pro stanoveni aktivity byl pouzit hemaglutina¢ni test. Byl testovan jak neznaceny lektin
PA-IIL, tak lektin PA-IIL zna¢eny fluorescenénim barvivem DyLight 488. Vznik agregatt
RBC byl pozorovan u smési obou lektini. U negativni kontroly nebyl pozorovan vznik

hemaglutinace (obrazek 12).

b)

Obrazek 12 — Hemaglutina¢ni aktivita lektini PA-IIL. Byl pouzit a) neznaceny PA-IIL, b) PA-IIL znaceny
fluorescencénim barvivem DyLight 488, ¢) negativni kontrola. Reakéni smési byly tvoreny 10% suspenzi RBC
a obsahovaly pokazdé jeden z lektinti o koncentraci 0,7 mg/ml. Jako negativni kontrola slouzila suspenze RBC
nafedénd Tris pufrem na 10%. Hemaglutinace byla sledovana pomoci mikroskopu Levenhuk D2L NG pfi

zvétSeni 16x.

Konfokalnim laserovym mikroskopem byla detekovana fluorescence znaceného lektinu

fluorescen¢nim barvivem DyLight 488 pii vazbé na RBC (obrazek 13 na nasledujici stran¢).
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Obrazek 13 — Detekce fluorescence barviva DyLight 488 vazaného na PA-IIL. a) kontrola pfitomnosti
bunék pod viditelnym svétlem, b) kontrola ptitomnosti bunék pod viditelnym svétlem s nastavenim fazového
kontrastu, ¢) snimani fluorescenc¢niho zareni DyLight 488 pii expozici 500 ms. Fluorescence DyLight 488 byla
detekovana mikroskopem FluoView™ 500 Spectral CLSM pfi zvétSeni 16x. Reakéni smés byla tvofena 10%

suspenzi RBC a obsahovala znaceny lektin PA-IIL o koncentraci 0,7 mg/ml.

4.4 Vazba lektinu PA-IIL na burky epitelu

Afinita lektinu PA-IIL znacené¢ho DyLight 488 k bunéénym liniim CuFi-1 a NuLi-1
byla studovédna na pritokovém cytometru FACS BD LSR II s programem FlowlJo,
s vyuzitim laseru a detektoru pro FITC. Cast obou zkoumanych linii byla oSetfena NEU.
Lektin byl inkubovan s buné¢nymi liniemi CuFi-1 a NuLi-1 a nasledn¢ byla detekovana jeho
vazba na obé bunécné linie pomoci FACS (obrazek 14). Se zvysujici se koncentraci lektinu
PA-IIL se zvySuje jeho vazba na ob& bunécné linie. Tento trend je linearni do koncentrace
4 pg/ml PA-IIL. PA-IIL se vazal pfiblizn€ stejnou mirou na ob€ bunécné linie. Lektin

PA-IIL vykazuje vyssi afinitu k bunénym liniim oSetfenym NEU (obrazek 15 a 16).
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Obrazek 14 — Vazba PA-IIL na bunécéné linie CuFi-1 a NuLi-1. Vysledky jsou znazornény jako zavislost
relativni fluorescence PA-IIL (DyLight 488: Ex./Em:488/493) na jeho koncentraci pfi inkubaci s buiikami.
Fluorescence PA-IIL znaceného DyLight 488 byla detekovana pomoci piistroje FACS BD LSR II

s programem FlowJo, s vyuzitim laseru a detektoru pro FITC. Byla provedena celkem 3 méfeni.

m CuFi-1 CuFi-1 + NEU

90000
80000
70000 —
60000
50000
40000

30000 - —
20000 - —
10000 _ I —
0 T - T . T T T
0,5 1 2 4

rrelatini fluorescence PA-IIL

0 0,25
koncentrace PA-IIL (png/ml)

Obrazek 15 — Porovnani vazby PA-IIL na neovlivnénou bunécnou linii CuFi-1 a po pusobeni
neuraminidasy. Vysledky jsou znazornény jako zavislost relativni fluorescence PA-IIL (DyLight 488:
Ex./Em:488/493) na jeho koncentraci. Fluorescence PA-IIL znaceného DyLight 488 byla detekovana pomoci
ptistroje FACS BD LSR II s programem FlowJo, s vyuzitim laseru a detektoru pro FITC. K bunécnym liniim
bylo aplikovano 50 U NEU na 10° bunék ve 100 pl. Inkubace buné&énych linii s NEU probihala 1 hod pii 37 °C.

Byla provedena celkem 3 méfeni.
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Obrazek 16 — Porovnani vazby PA-IIL na neovlivhénou bunéénou linii NuLi-1 a po pusobeni
neuraminidasoy. Vysledky jsou zndzornény jako zavislost relativni fluorescence PA-IIL (DyLight 488:
Ex./Em:488/493) na jeho koncentraci. Fluorescence PA-IIL znaceného DyLight 488 byla detekovana pomoci
pfistroje FACS BD LSR II s programem FlowJo, s vyuzitim laseru a detektoru pro FITC. K bunéénym liniim
bylo aplikovano 50 U NEU na 10° bunék ve 100 pl. Inkubace bun&énych linii s NEU probihala 1 hod pii 37 °C.

Byla provedena celkem 3 méfeni.
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5 Diskuze

Cystickéd fibroza je genetické onemocnéni zplisobené mutacemi CFTR genu, ktery
kéduje stejnojmenny chloridovy kanal. Mutace v CFTR genu vedou ke ztraté funkénosti ¢i
absenci CFTR proteinu. Dusledkem téchto mutaci je narusSeni transportu iontd a vody
doprovazené vznikem nadmérné hustého hlenu na povrchu plicniho epitelu a jeho snizena
sialylace. Tato skute¢nost vede u pacientll s CF ke vzniku bakterialnich infekci, nasledné
i1 k umrti. Nejcastéjsi patogenem zplisobujicim tyto infekce je Pseudomonas aeruginosa,
ktera pro adherenci na plicni epitel vyuziva fadu faktora virulence. Mezi né patii lektin
PA-IIL, ktery ma vysokou afinitu k L-fukose, a proto se vaze na CF epitel s vyssi terminalni
fukosylaci. Mimo to PA-IIL napomaha pii tvorbé biofilmu. Cilem této prace bylo porovnani
afinity lektinu PA-IIL k bunécnym liniim CuFi-1 a NuLi-1. Ob¢ tyto komeré¢né dostupné
linie plicniho epitelu firmy ATCC® jsou imortalizované pomoci telomerasové reverzni
transkriptazy (TERT ,telomerase reverse transcriptase‘). Buné¢na linie CuFi-1 byla ziskana
od CF pacienta s homozygotni mutaci F508del zpiisobujici cystickou fibrozu a linie NuLi-1
pochazi z bun&k zdravého jedince’->8.

V ptedlozené praci byl zkouman lektin PA-IIL, jenz je dilezity pro adhezi a tvorbu
biofilmu u Pseudomonas aeruginosa*®. PA-IIL se navic tcastni biogeneze pili typu IV
a ovliviiuje aktivitu proteasy IV#. Ackoliv je patogenita PA multifaktorialni, ukazalo se, Ze
k ni pfispiva hlavné PA-IIL. Bylo prok4dzano, ze PA s nedostatkem PA-IIL vykazuje
snizenou schopnost tvorby biofilmu a sniZenou adherenci na plicni epitel*’. Nékolik studii
dokonce naznacuje, ze blokovani nebo inhibice lektinu PA-IIL mize byt uzite¢na pro
prevenci a 1é¢bu infekce zptisobenymi PA,

K produkci PA-IIL byla pouzita Escherichia coli, kmen BL21(DE3) s vloZenym
vektorem pET25 PA-IIL a rezistenci pro ampicilin. Kmen BL21 je jeden
z nejpouzivanéjSich expresnich systémii pro pfipravu rekombinantnich proteinti. Tento
kmen je deficitni v ,lon“ a ,,ompT* proteasdch. Ob¢& tyto proteasy mohou degradovat
proteiny béhem purifikace, tudiz jejich nepfitomnost zvySuje vytézek exprimovanych
proteinii. Kmen BL21(DE3) je lysogen bakteriofaga ADE3, ktery obsahuje fragment DNA
s genem pro T7 RNA polymerasu. Pfidavkem induktoru IPTG k rostouci kultufe lysogenu
je iniciovana transkripce T7 RNA polymerasy, kterd nasledné transkribuje cilovou DNA ve
vektoru pET25 PA-IIL, a tim iniciuje translaci lektinu PA-IIL*®, Vyznamni ¢&ast
syntetizovaného lektinu PA-IIL se nachazi v cytoplasmé a v menSim mnoZstvi na vngjsi

membrané PA*’. Kromé piimé biosyntézy lektinu PA-IIL pomoci expresniho systému je
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mozna jeho izolace z kultury PA. Pro tuto ptipravu PA-IIL je za potiebi vyrazné véEtsi
mnozstvi kultury PA, jelikoZ se v PA dosahuje pomérné malé mnozstvi lektinu PA-IIL. Na
rozdil od mnoha jinych faktorti virulence PA existuje jen malo informaci o expresi lektinu
PA-IIL na molekularni Grovni. Exprese genu PA-IIL zavisi na komunikacnim systému
bunka-bunka tzv. ,,quorum-sensing control” a nasledna biosyntéza PA-IIL je ovlivnéna
bunécnou hustotou, stafim a fazi ristu kultury. PA-IIL je nejvice produkovan béhem
staciondrni faze rtstu kultury2. JelikoZ vyskyt PA-IIL v PA zavisi na mnoha faktorech, byl
pro piipravu PA-IIL zvolena metoda rekombinantnich proteinli za vyuziti expresniho
systému BL21(DE3)/pET25 PA-IIL.

Ovéteni uspesnosti produkce PA-IIL bylo provedeno pomoci SDS-PAGE. Porovnanim
vzorkli pred a po indukci byla potvrzend uspéSnost indukce, ackoli s niz§i ucinnosti.
U nezachycenych frakci nebyly pozorovany zény pod trovni 14 kDa - tzn. vétSina PA-IIL
se zachytila na kolonu. U zachycenych frakci Al, A2, A3 a A4 byl v men$im mnoZstvi
detekovan PA-IIL. Z finalni frakce byly odebrany vzorky pro ovéteni ¢istoty PA-IIL pomoci
SDS-PAGE a byl stanoven vytézek PA-IIL. Podle vysledki SDS-PAGE pro ovéfeni Cistoty
byla pozorovana pouze jedna zona pod Urovni 14 kDa, tzn. vzorek PA-IIL byl homogenni.
Stanoveni vytézku PA-IIL bylo provedeno za pomoci ptistroje NanoDrop 1 000. Po spojeni
vsech frakci obsahujici lektin PA-IIL (frakce: A1, A2, A3) se podaftilo izolovat 8§ mg PA-IIL
(3,2 mg/litr kultury). Vytézek z pouzitého mnoZstvi expresnich bunck se bézné pohybuje
okolo 60 mg>'. Nizky vytézek byl nejspise zpiisoben staiim expresnich bun&k. Vzhledem
k tomu, ze PA-IIL je velmi stabilni protein, ktery toleruje neobvykle vysoké koncentrace
soli (do 1,2 M NaCl) a detergentli (do 1% v/v Tween a Triton X-100), snasi 1 extrémni pH
(pH 4,5-11,5) a vysokou teplotu do 80 °C°!, nebyl nizky vytézek zplisoben degradaci, ale
snizenou produkci expresnim systémem.

Produkovany PA-IIL bylo za potiebi jesté purifikovat. Purifikace nativnich proteint je
Casto problematicky a ¢asové narocny proces. Narozdil od konvencnich vicestupiiovych
protokolii pro purifikaci rekombinantnich proteint afinitni chromatografie potfebuje pouze
vysoce specificky vazebny krok pro purifikaci cilového proteinu. Pro tuto vyhodu byla
zvolena pro purifikaci PA-IIL afinitni chromatografie. Lektin PA-IIL vykazuje pozoruhodné
vysokou afinitu k L-fukose a také vaze D-manosu, ikdyZ s niz$i afinitou. Pro purifikaci byla
vyuzita afinita k D-manose za pouziti manoso-agarosové kolony>'.

Aby bylo mozné vazbu PA-IIL na buné¢né linie detekovat, byl purifikovany PA-IIL
nasledné znacen. Rlizna fluorescencni barviva maji odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti,

a proto je dulezity vybér vhodné fluorescencni sondy pro dany protein. Jednim z nejvice
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pouzivanych barviv je fluorescein isothiokyanat (FITC, ,,fluorescein isothiocyanate*), ktery
patii do skupiny fluorescencnich barviv emitujicich svétlo v zelené oblasti spektra. Do stejné
skupiny barviv patii i DyLight 488, jehoz excita¢ni a emisni vinova délka je velmi podobna
FITC: pro FITC 495/521 nm; pro DyLight 488 493/518 nm>2. A¢koli se miize zdat, Ze jsou
si barviva velice podobna, DyLight 488 oproti FITC disponuje nékolika vyhodami. DyLight
488 fluoreskuje v Sirokém rozmezi pH (pH 4-9), kdezto FITC preferuje uzké rozmezi pH
(nejvice uginné znaceni je pii pH 8-9)°2. Pro znadeni proteinti pomoci DyLight 488 je za
potiebi pouze 10x nadbytku, kdezto FITC je k roztoku proteinu nutno piidat 15-20x
nadbytek’”->3. Stupefi znaceni DyLight 488 je vy$si nez u FITC, coZ zvys$uje i¢innost znadeni
a fotostabilitu nez FITC?7>3, DyLight 488 m4 oproti FITC vy&§i intenzitu fluorescence tzn.
DyLight 488 je ,,jasn&jsi“ nez FITC. Proto byla ddna piednost barvivu DyLight 488 pred
FITC. Pro znaceni proteinti fluorescencnimi barvivy je diilezité zvolit vhodné prostiedi. Pti
znaceni DyLight 488 by protein nemél byt rozpustén pufru obsahujici priméarni aminy, jako
je Tris pufr. Tyto pufry by s DyLight 488 interferovaly reakci aminoskupiny pufru
s NHS-esterovou skupinou barviva, tim by se vyrazné€ snizilo mnozstvi barviva dostupné pro
znadeni proteinu®’. Proto byl pro znadeni PA-IIL pouzit boratovy puft.

Ihned po znaceni lektinu PA-IIL fluorescencnim barvivem DyLight 488 byla pomoci
pfistroje NanoDrop 1000 stanovena koncentrace PA-IIL znaceného DyLight 488
3,63 mg/ml. Pro kontrolu byl findlni roztok znacené¢ho lektinu analyzovan na
spektrofotometru NanoDrop 1 000, ktery naméfil koncentraci 2,81 mg/ml. Tyto rozdilné
hodnoty vypovidaji zfeymé o ztrat¢ lektinu pfi promyvani od nenavazaného fluoroforu
DyLight 488. Pro vypocet stupné znaceni s vyuZitim hodnoty koncentrace zméfenou
pfistrojem NanoDrop 1 000 se zjistilo, ze molarni pomér fluorofor/lektin je 1,00. Tzn. na
1 monomer PA-IIL pfipad4 1 molekula DyLight 488, coz Ize povaZovat za velmi UspéSné
znaceni, jelikoz se molarni pomér fluorofor/protein pohybuje bézné od 0,10 do 1,00,
Znaceni PA-IIL probéhlo uspésné, jelikoz se z 1,1 mg PA-IIL podatilo naznacit 0,98 mg se
stupném znaceni 1,00.

Navazané fluorofory mohou narusit aktivitu znaceného proteinu. Z tohoto divodu je
nutné provést kontrolu aktivity znaéeného proteinu™. V této praci byl pro ovéfeni zachovani
vazebnych vlastnosti lektinu po jeho znafeni pouzit hemaglutinaéni test — jednoducha
metoda vhodna pro zjiténi pfitomnosti proteinti schopnych aglutinovat cervené krvinky>¢.
Samotnd hemaglutinace probihala pomoci 20% suspenze RBC krevni skupiny 0, ktera

v antigennich determinantech obsahuje L-fukosu. Oba pouzité lektiny (neznaceny PA-IIL,
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znacCeny PA-IIL) byly nafedény na stejnou koncentraci a jako negativni kontrola byla pouzita
10% suspenze RBC. Po ptidani 20% suspenze RBC ke kazdému z lektinii a nasledné
inkubaci smési byl u smési obsahujici lektin pozorovan vznik agregati RBC. Lektin PA-IIL
si tedy zachoval své vazebné schopnosti i po znaceni fluorescenénim barvivem DyLight 488.
Takto ptipraveny PA-IIL bylo mozné pouzit pro sledovani vazby na bunécné linie plicniho
epitelu.

Jako modelovy systém pro studium vazby PA-IIL na plicni epitel byly zvoleny bunécné
linie CuFi-1 (CRL-4013) a NuLi-1 (CRL-4011). CuFi-1 i NuLi-1 jsou vhodnymi modely
pro studium fyziologie iontli, vrozenou imunitu a terapeutické intervence pro cystickou
fibrozu®’%. Byly zvoleny tyto imortalizované linie, jelikoz u bunék ziskanych izolaci
z bunéénych kultur plicni tkdn€ nebo pomoci bronchoskopické metody ,,nasal brushing* byl
pozorovan podstatné pomalejsi rist bunéénych linii, snizena viabilita a horsi adherence na
kultivaéni povrch®®. Imortalizované linie CuFi-1 a NuLi-1 sice po rozmraZeni vykazovaly
taktéz niz§i viabilitu, ale po nésledujicich dvou subkultivacich se viabilita zvySila témét na
100 %. Pro zminéné experimenty byly pouzity buné¢éné linie po provedeni minimaln¢ tfech
subkultivacich s konfluenci 70 % kultiva¢niho povrchu.

Pro sledovani interakce lektinu PA-IIL s bunéénymi liniemi CuFi-1 a NuLi-1 byla
pouzita metoda fluorescencni pritokové cytometrie. Tato metoda je stale vice vyuzivana pii
pozorovani a analyze interakci fluorescenéné znacenych ligandii s bunéénymi receptory.
FACS byla uspésné aplikovana na zkoumani kinetiky asociace a disociace lektini, haptenii
¢i protilatek na receptory na povrchu membran bungk®®. Kromé zkoumani vazby ligandu na
bunécné linie, 1ze zjistit i Zivotaschopnost bunék pifi experimentu. FACS vynikd mezi
ostatnimi metodami svoji vysokou citlivosti a rychlosti’!. Dalsi vyhodou FACS je
skutecnost, ze tato metoda nevyZaduje obarveni analyzovanych buné¢nych linii. Pfi
predeslych experimentech se ukazalo, Ze se linie CuFi-1 a NuLi-1 neobarvi stejnou mirou —
CuFi-1 vazaly vice barviva nez NuLi-1. Jelikoz pro metodu FACS neni potfeba bunétné
linie barvit, nedochazi k odchylkdm pfi ur€ovani poctu pouZzitych a nabarvenych bungk.
Urcitou nevyhodou pouziti FACS je to, ze adherentni bunky musi byt odd€leny od
kultivacniho povrchu. Pii1 bézné subkultivaci se pro uvolnéni bun¢k pouziva trypsin.
Trypsinizace vSak mize poSkodit n€které receptory na bunééném povrchu, coz by mohlo
ovlivnit ptesnost vysledkiit FACS®?. Proto byla pro uvolnéni bun&k pouzita EDTA namisto
trypsinu®’.

Pfi porovnani rozsahu vazby PA-IIL na linie CuFi-1 a NuLi-1 byla ofekavana vyssi

vazba PA-IIL k bunééné linii CuFi-1, jelikoZ by tato linie mé&la mit sniZenou sialylaci a vyssi
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termindlni fukosylaci — CF glykopeptidy obsahuji o0 25 % mén¢ kyseliny sialové a dvakrat
vice fukosy®. Podle vysledki z prittokového cytometru FACS se ale PA-IIL vazal pfiblizné
stejnou mirou na ob¢ bunécné linie. Zda se, Ze bunécné linie CuFi-1 a NuLi-1 maji podobné
mnozstvi terminalni fukosy. Ackoliv plicni epitel pacienta s CF ma zvySenou fukosylaci
prostiednictvim vazby na N-acetylglukosamin (Fuco1-3/4GIcNAc), mnozstvi fukosy
vazané a.1-2 na galaktosu je u CF epitelu mensi nez u epitelu zdravého jedince®*. Je mozné,
ze se PA-IIL v ptipad¢ bunééné linie NuLi-1 vazal pravé na Fucal-2Gal, ¢imz by se daly
vysvétlit srovnatelné hodnoty vazby PA-IIL na obé bunééné linie. Tuto domnénku by bylo
dobré ovéfit dalSimi experimenty.

Lektin PA-IIL se vyrazné vice vazal na bunécné linie oSetfené neuraminidasou, a to
v priméru o 50 %. Nartst vazby PA-IIL na ob& bunécné linie oSetiené NEU by mohl byt
zpuisoben zvysenim poctu vazebnych mist pro PA-IIL. Neuraminidasa totiz katalyzuje
hydrolytické odstépeni kyseliny sialové vazanych a2-3, a2-6 a a2-8 z glykoproteinti
a oligosacharidii — tim se odkryji sacharidové struktury (vazebna misto pro PA-IIL) na
povrchu bunék obou bunéénych linii a zvysi se tak vazba PA-IIL na obé& linie®>°. Jak jiz
bylo feceno, PA se vaze specificky pomoci lektinti na asialované glykokonjugaty, jako je
asialo-GM1. CF bunky maji pfirozen¢ zvySené mnozstvi tohoto gangliosidu ve srovnani
s buttkami bez CF, které obsahuji prevazné GM1%. Transformace GM1 na asialo-GM1
pomoci NEU by tedy mohla simulovat stav CF bunék plicniho epitelu®’. Odstranéni
terminalni kyseliny sialové u bunécné linie NuLi-1 se tedy zd4 byt vhodnym modelem pro

studium adheze PA na epitelialni buiiky jedince s CF.
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6 Souhrn

- Byl pfipraven rekombinantni protein PA-IIL v expresnim systému
BL21(DE3)/pET25 PA-IIL.

- Pomoci SDS-PAGE elektroforézy byla ovéfena indukce a exprese lektinu PA-IIL.

- Lektin PA-IIL byl znacen fluorescen¢nim barvivem DyLight 488.

- Byla ovéfena aktivita lektinu jak neznaceného, tak znacené¢ho DyLight 488 pomoci
hemaglutinac¢niho testu.

- Lektin PA-IIL ma piiblizn¢ stejnou afinitu k bunéénym liniim CuFi-1 a NuLi-1.

- Lektin PA-IIL vykazoval vyssi afinitu k bunéénym liniim oSetfenym neuraminidasou.

- Na bunécné linie se lektin vaze specificky do koncentrace 4 pg/ml.
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