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Seznam pouzitych zkratek

CF ... cysticka fibroza

CFTR gen ... cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene

PA ... pseudomonas aeruginosa

OprF ... vnéjsi membranovy protein F

LPS ... lipopolysacharid

LDy ... letalni davka, pii které nepiezije S0 % z pokusnych zvitat

IgY ... slepi¢i imunoglobulin

IgG ... savéi imunoglobulin

RPM ... otacky za minutu

SDS ... PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného

ELISA ... enzyme-linked immuno sorbent assay

ULM UK 2.LF ... Ustav lékatské mikrobiologie Univerzity Karlovy 2. 1ékatské fakulty
UZFG AVCR ... Ustav Zivodidné fyziologie a genetiky Akademie véd Ceské republiky

PVDF membréna ... polyvinylidendifluoridova membrana



1. Teoreticky uvod

1.1.  Cysticka fibréza

Cysticka fibréza (dfive mukoviscidéza) je autozomdln€ recesivni vrozena
choroba. Patologicky postihuje zejména dychaci cesty, plice a pankreat, ale neméné
postihuje i dalsi ¢asti gastrointestinalniho systému, kiZi a pohlavni Zlazy. Cysticka
fibréza (CF) je nejcastéj§i smrtelnou geneticky podminénou chorobou u
indoevropského obyvatelstva, vyskytuje se zde u jednoho z2500 — 4000
narozenych déti. Kazdé 656. manZelstvi mize byt tvofeno dvéma nosi¢i a ma tedy
25% pravdépodobnost, Ze se narodi dité postizené CF (viz.obrazek ¢. 1) [Jakubec,

2006].
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Obrazek ¢. 1 : Dédicnost mutace CFTR genu z rodici na déti

Zdroj: vilastni

Podstatou onemocnéni CF je mutace genu pro transmembranovy regulator
vodivosti ionth — CFTR gen (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
gene), jehoZ genovym produktem je CFTR protein. CFTR protein je chloridovy kanal,
ktery reguluje dalsi chloridové a sodikové kandly. Porucha funkce CFTR proteinu vede



k abnormalnimu transportu chloridovych a sodikovych iontti bun&¢nou membranou,
coz zapfiCini napiiklad poSkozeni obrannych plicnich mechanismd. Schopnosti
zmutovaného CFTR je také zména sekreéni funkce podslizni¢nich Zlazovych bunégk,
¢imZz se méni viskozita hlenu a negativné ovlivituje funkce mukociliarniho &i§téni
dychacich cest [Vavrova a kol., 2006]. Mutovany CFTR také usnadfiuje vazbu
oportunnich mikroorganismti, naptiklad Pseudomonas aeruginosa, na povrch
epitelidlnich bunék sliznice. Bakterie se sndze obklopuji hlenovou vrstvou a tvofi
mukoidni formy, coZ znesnadiiuje jejich likvidaci makrofagy. Dychaci cesty a plice
jsou tak ireverzibilné poSkozovany rozvijejici se infekci a perzistujicim zanétem. Pravé
poskozeni dychacich cest a plic je nejvyznamnéjSim projevem cystické fibrozy a

zapriciniuje az z 90% umrtnost pacient s CF [Jakubec, 2006].

1.2.  Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (obrazek &. 2), patfici do rodu Pseudomonad, je
typickym predstavitelem nesporulujicich gramnegativnich bakterii. Je aerobni,
anaerobn€ muZe pieZivat pouze v pfitomnosti nitrati. Pseudomonas aeruginosa (PA) se
snadno kultivuje na bé€Znych pidach a je schopna ristu v pomérn€ velkém rozmezi
teplot (20 - 42°C). Je odolna vic¢i bé€Zné pouzivanym desinfekcim a antibiotikim.
Kolonie PA produkuji charakteristické pigmenty (zelenomodry pyocyanin a
Zlutozeleny pyoverdin) a diky t€kavym metabolitim (2-acetylanilin a trimethylamin)
specificky zapachaji, podobné jako ovoce ¢i kvéty jasminu. P4 se vyskytuji ve tfech
rastovych formach: R (“rough”, drsnd), S ("smooth”, hladka) a M (mukoidni) [Julak,
2006].



Obrdzek ¢. 2 : Pseudomonas aeruginosa
Zdroj: [Pseudomonas, 2007]

Pseudomonas aeruginosa je schopna infikovat jakykoli lidsky organ €i misto na
povrchu téla. Je plvodcem obdvanych nosokomidlnich infekci u dlouhodobé
hospitalizovanych pacientli. Nej¢astéj$im zdrojem nakazy byvaji nesterilni terapeutické
a diagnostické lékarské pomicky. Infekce jsou rozsifeny zejména u pacientl s
poruchami imunity, u diabetiki, pacienti po podavani imunosupresiv, kortikoidi a
Sirokospektrych antibiotik. U pacientd s t€lnimi popaleninami kon¢i infekce PA €asto
i smrti. Vyjime¢né je PA schopna zplisobit sepsi ¢i nekrotizujici pneumonii, v takovych
pfipadech je mortalita pacientt také vysoka.

Avsak mezi nejvice ohroZené jedince stale patii pacienti postiZeni cystickou
fibrézou. Pocatecni kolonizace je zplsobena nemukoidnimi typy P4, pomérmé dobie
reagujicimi na 1é¢bu antibiotiky. P¥i pozdni ¢i nedostateCné 1éEbé antibiotiky se
nemukoidni typy rychle pfeméni na mukoidni, produkujici velké mnozZstvi
exopolysacharidu alginatu. Alginat vytvafi kolem mikrokolonii neprostupny biofilm,
ktery je hlavnim diivodem rezistence PA. Chronické kolonizace pacientl je definovana
jako pfitomnost bakterie v dychacich cestaich po dobu miniméln€ 6 mé&sict, kdy byva
pfitomen zanét nebo specifickd protilditkovd odpovéd” [Vavrova a kol., 2006].

Chronicka infekce je u pacienti s CF jednoznaéné zodpov€dna za zhorSovani

klinického stavu, funkce plic a celkové prognézy.



1.3. Faktory patogenity a virulence

Pseudomonas aeruginosa je velmi vyznamnym patogenem a je zndma svym
velkym poctem virulen¢nich faktord, svou invazivitou a toxicitou.

Invazivita je schopnost mikroorganismu vstoupit do hostitele, nasednout na jeho
povrch, mnoZit se a pronikat do vnitiniho prostiedi, didle se mnoZit ve vnitinim
prostiedi hostitele, Sifit se uvnitf a piekondvat hostitelovy obranné mechanismy.
Adherence (schopnost pfilnout) je vyvinuta u vSech patogent, bud’ pomoci specialnich
struktur na povrchu bakterie (pili, flagella) nebo pomoci zvlastnich bilkovin (nefibrialni
adhesiny) [Votava, 2005]. U P4 jsou jako adherenc¢ni faktory povaZovany biciky, pili,
exoenzym S, vnéj§i membranové proteiny (OprF) a algindtovy obal mukoidnich
mikrokolonii. Priinik do vnitiniho prostiedi probiha nejéastéji fagocytickym pohlcenim
mikroba, ktery pak odola intraceluarni likvidaci. Povrchové bakteridlni proteiny,
odpovidajici za prinik bakterie od buiiky se nazyvaji invaziny. Typické invaziny pro
P4 jsou elastasa, alkalicka protesa, fosfolipasa, lecitinasa, cytotoxin, siderofory ¢&i
pyocyanin.

Toxicita je schopnost mikroba poSkozovat svého hostitele. PoSkozeni mize
vznikat dvéma zplisoby, bud” pfimym u¢inkem infekéniho agens nebo reakci hostitele
na toto agens. Nejcastéjsi pfi¢inou poSkozeni je vliv mikrobidlnich toxint. Toxiny se
déli klasicky na exotoxiny (toxické bakteridlni proteiny) a endotoxiny, které jsou
soucasti bunécné stény a do okoli se uvolni az po zaniku bakterie. Mezi exotoxiny
Pseudomonas aeruginosa patii exoenzym S a exotoxin A, typickym endotoxinem PA
je lipopolysacharid (LPS).

Znalosti virulenénich faktorti bakterie, zvlasté pak adheren¢nich schopnosti, je
moZno vyuzit pro vytipovani antigend pro imunizaci pacientl. Pokud by se totiZ
podaftilo pfedejit adherenci bakterii PA, nedoSlo by k chronické infekci a snad ani k
pred¢asné mortalit¢ pacientd s CF. V praktické Césti své bakalatské prace jsem se
vénovala ptipravé protilatek pro pasivni imunizaci proti jednomu z adheren¢nich
faktord — bic¢iku.



1.4. Bi¢ik (Flagella)

Schopnost bakterie PA adherovat na epitelidlni buriky tkan€ je prvni a velmi
dilezity predpoklad k rozvoji bakteridlni infekce a nasledné kolonizace hostitele.
Idealn€ by tedy bylo moZné zablokovanim dileZitych adherenénich faktor kolonizaci
a chronické infekci zabranit. Jednim z vytypovanych antigend, ktery je spojen

s adhesni schopnosti, je bi¢ik neboli flagella (obrazek €. 3).

Obrazek ¢. 3 : Pseudomonas aeruginosa s bicikem
Zdroj: [Hanover, 2007]

Bicik bakterie vyuzZiva k pohybu a chemotaxi. Je to komplexni struktura a je
velmi dulezita k uspé$nému Zivotu bakterie. U bakterii, kterym se bi¢ik nevyvinul, byla
prokdzana sniZena schopnost tvorby biofilmu [Yoon a kol., 2002]. Bakterie bez
vyvinutého bi¢iku maji aZ o 78 % sniZenou schopnost adherence, bakterie postradajici
krom¢ bi¢iku zéroveii i pili dokonce 95 % redukci adherence [Feldman a kol., 1998].

Podle strukturnich analyz byly uréeny dva typy bi€ika [Feldman a kol., 1998] :
Typ a— heterogenni s 45 — 52 kDa
Typ b —homogenni s 53 kDa

Mezi kmeny PA je bi¢ik velmi konzervovana struktura, existuji nejspiSe jen 2
druhy bi¢ikt, které maji odli$né imunogenni struktury [Holder, 2004]. Pravé diky
virulenénim a adheren¢nim vlastnostem a pro svou znafnou konzervovanost mezi
kmeny PA je bi€¢ik vhodnym cilem pro vyvoj imuniza¢nich vakcin.

Testl na potvrzeni virulence bi¢iku bylo jiz provadéno mnoho. Jednim takovym
byl test na mySich s popaleninami - my$i byly aktivné imunizovany celym bi¢ikem a

pasivné krali¢imi protilatkami proti bi¢iku. Oba zplisoby imunizace byly shledany jako



dostate¢né u€inné. Monoklonalni specifické protilatky proti obé€ma typim biciku
zabezpeCuji ochranu proti letdlni davce PA. Mysi, které byly imunizované
monoklonalnimi protilatkami proti bi¢iku dostaly po 1 aZ 2 hodindch desetkrat vyssi
davku bakterii nez je LDs,. Imunizované mysi ptezily na rozdil od kontrolni
neimunizované skupiny, kde pieZilo pouhych 20 % [Rosok a kol., 1990].

Dal3i pokusy provadéné s biciky jsou shrnuty v tabulce €. 1.

Tabulka ¢ .1 : Prehled pouZiti flagelly pro imunizaci

imunogen efekt imunizace
vyssi preziti dle specifického flagelarniho
purifikovana flagella (A) antigenu; rovnomé&rné vyssi preziti pii pouziti

divalentni imunizace (mysi s popaleninami)

specificka in vitro inhibice pohybu dle

¢astecné purifikovana flagella (A) flagelarniho antigenu pfi pouZiti protilatky proti
flagelle
specificka in vitro inhibice pohybu dle
velmi purifikovana flagella (A, P); (mysi flagelarniho antigenu pfi pouZiti protilatky proti
s popéaleninami nebo opafen¢) flagelle; vyssi preziti dle specifického

flagelarniho antigenu

specificka in vitro inhibice pohybu dle

monoklonalni protilatky proti ¢aste¢né flagelarniho antigenu pfi pouziti protilatky proti
purifikované flagellle flagelle; vyssi preziti dle specifického

flagelarniho antigenu (mysi s popaleninami)

Poznamka: A — aktivni imunizace, P — pasivni imunizace
Zdroj: [Holder, 2004]- pFevzato a upraveno

1.5. Imunizace

Yw oW

Imunizace je proces, ktery vede k navozeni imunity. BéZnég k aktivni imunizaci
dochdzi po prodé€lani infekce pfirozenou cestou. Pfi transplacentarnim piestupu
protilatek z mat¢ina téla do plodu jde téZ o imunizaci pfirozenou, ale pasivni. Imunitu
lze vSak navodit i umélou imunizaci, jenZ umoZiiuje oslabenym jedinciim ziskat
specifickou imunitu proti ur€itému agens. Pokud imunizaci pouZivime jako prevenci,
imunizujeme aktivné (o€kovanim) a imunizovany jedinec si pak vytvaifi imunitu sam.
Pokud imunizaci chceme ochranit osoby bezprosttedné ohroZené nebo jiZ postizené
nadkazou, pouZivame imunizaci pasivni, kdy je jedinec pasivnim pfijemcem jiZ
hotovych protilatek (antisér) [Greenwood a kol., 1999].

Pro pouZiti aktivni imunizace proti patogennimu organismu je tfeba splnit ur¢ité
predpoklady, naptiklad nalézt dostate¢né specificky antigen pro dany organismus, ktery

je zaroven dostate€né imunogenni (tvoii se proti nému protilatky v dostate¢né vysoké




koncentraci). Antigen musi byt pro lidsky organismus netoxicky a rizikova aktivné
imunizovana skupina musi mit na tento antigen silnou imunitni odpovéd’. Pokud nejsou
tyto zékladni podminky dostate¢né splnény, je vhodné pouZit pasivni imunizaci, ktera
muZze slouZit i jako podpirny lé¢ebny prostiedek.

V dne$ni dob€ jsou pacienti s chronickou infekci P4 1éfeni celou tfadou
antibiotik, kterd jsou schopna infekci udrzet del§i dobu pod kontrolou, a pacientim se
tak prodlouzi doba Zivota. Vylé€it chronickou infekci se vSak je$t€ nezdafilo.
Dlouhodobé podavéani antibiotik také velmi zatéZuje pacientiiv organismus a hrozi, Ze
bakterie PA si proti podavanym antibiotikim vytvofi rezistenci. Vyhoda pouZiti
protilatek namisto antibiotik spo¢iva v tom, Ze si bakterie proti protilatkam rezistenci
vytvofit nedokaze. Ulinna preventivni imunizace pacienti ohroZenych touto

chronickou infekci by proto byla nejlep§im vychodiskem.

1.6.  Protilatky

1.6.1. Protilatky savci

U savcl je ochrana potomstva zaji$téna v ¢asném postnatalnim obdobi pasivni
imunizaci, a to pfenosem protilatek do kolostra. Po narozeni mladéte je dalsi pfisun
protilatek, které jsou nezbytné pro neutralizaci patogend v travicim traktu, zaji$t€n
z matef'ského mléka.

Protilatky jsou sloZeny ze C&tyi polyleptidovych fetézel, dvou té€Zzkych H
("heavy”) a dvou lehkych L (”light”), které jsou spojené hydrofobnimi silami a
disulfidovymi mustky do tvaru pismene Y. T¢Zké fetézce existuji v péti strukturalnich a
antigennich typech, pojmenovanych pismeny fecké abecedy jako v, p, a, d a €, lehké
fetézce v typech k a A. Podle typt t€Zkych fetézci rozd€lujeme imunoglobuliny do péti
t¥id: IgG, IgM, IgA, IgD a IgE. Jednotlivé vlastnosti jsou uvedeny v tabulce &. 2. Kazdy
imunoglobulin ma jen jeden typ lehkych fetézcl, bud « nebo A. Lehké fetézce jsou
sloZeny ze dvou tzv. domén (Vi a C,) a té€Zké z Ctyf az péti domén (Vy, Cyl, Cy2, Cy3,
eventueln¢ Cy4). VéEtSina domén ma konstantni aminokyselinové sloZzeni (C), ale
sloZzeni koncové domény na aminotermalnim konci fetézci je variabilni (V). Protilatky

proti riznym antigentim se li§i pravé touto V doménou. Vy a V| spolu sousedi tak, Ze



jejich variabilni Gseky spolu souvisi a tvofi vazebné misto protilatky, které si lze

predstavit jako komplementarni obraz antigenni determinanty [Votava, 2005].

Tabulka ¢. 2 : Viastnosti jednotlivych t¥id imunoglobulinu

imunoglobulin IgG IgM IgA IgE IgD
hlavni opsonizace, likvidace ochrana obrana proti
vyznam neutralizace bakteriémie sliznic parazitim, ?
alergické
stavy
hlavni misto sérum sérum sekrety Zirné buiky lymfocyty
ucinku
klasicka vazba ++ ++++ - - -
komplementu
pfestup pies ++ - - - -
placentu

Zdroj: [Votava, 2005]

1.6.2. Protilatky ptaci (slepici)

Ptaci zajistuji ochranu potomstva sekreci protilatek do vajicka. Imunoglobuliny
odpovidajici IgG savci jsou sekretovany do Zloutku, IgA a IgM s dal$imi proteiny jsou
pfenaleny do bilku. Koncentrace IgG ve Zloutku je asi 1,3 — 1,9 x vét§i neZ v krvi
slepice [Sunwoo a spol., 1996]. Po vylihnuti pifechazi IgG do krve a IgA a IgM plni
funkci pasivni imunizace v travicim traktu kutete.

Narozdil od savci byly u ptakl nalezeny jen tfi tfidy imunoglobulini — IgG,
IgA a IgM. Pta¢i IgG mé vSak rozdilnou stavbu oproti savéimu. Pta¢i IgG ma Ctyfi
konstantni domény, zatimco sav¢i jen tfi a u ptaciho IgG chybi pantova oblast. Proto
bylo navrZzeno oznadeni ptaich IgG jako IgY (z angl. yolk - Zloutek). Rozdil mezi

ptacimi a sav€imi imunoglobuliny ukazuje obrazek €. 4.

v CH CH, CH CH,

Obrazek ¢. 4 : Rozdil mezi slepicim a kralicim imunoglobulinem
Zdroj: [Oramune, 2007]




1.6.3. Vyhody pouziti ptacich protilatek

Produkce a izolace protilatek z vajec je etitéj$i, nez u savci. Imunizované
slepici se jen odebere vajicko, zatimco u savcl je nutny odbér krve nebo srde¢ni
punkce vedouci ke smrti zvifete. Dal$i vyhodou je az 30x vétsi vytézek slepidich
imunoglobulind IgY oproti zisku protilatek z krve kralika [Hatta a spol., 1993].
Koncentrace IgY ve vaje¢ném Zloutku je sice mensi neZ v krvi savci, slepice vSak za
rok vyprodukuje az 25 g protilatek, nebot’ vejce obsahuje 70 — 150 mg IgY a je snaSeno
slepici témét denn€. Na stejné mnoZstvi protilatek by bylo tfeba krve az z 30 kralikg.
Slepice, vzhledem k fylogenetické vzdalenosti, reaguje mnohem silnéji na aplikovany
sav¢i antigen, ktery u kralika imunitni odpovéd’ tfeba vibec nevyvold. Slepi¢i
protilatky nereaguji s rheumatoidnim faktorem a systémem komplementd savci, ¢imz
lze predejit faleSnym pozitivnim vysledkim, které pfi pouziti sav¢ich protilatek
vznikaji [Ntakarutimana a spol., 1992]. Sav¢i protilatky mohou po navazani na antigen
vyvolat aktivaci komplementu, coZ mtze v téle vyvolat zanétlivou reakci [Hofejsi a
kol., 2002]. Takovy zanét by napiiklad pacientim s CF mohlo zna¢né pfitizZit, proto je
vnaSem pfipadé vhodné pouZit protilatky slepi¢i, které tyto nezadouci uUCinky
nevyvolavaji. V dneSni dobé se slepi€i protilatky pro své vyhody stavaji velmi

oblibenou alternativou k protilatkdm sav¢im.
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2. Cil prace

Cilem této prace bylo vytvofit teoreticky pfehled tykajici se problematiky
kolonizace pacientd s cystickou fibrézou bakterii Pseudomonas aeruginosa a moznosti
ochrany pacientli proti této bakteridlni infekci. V této souvislosti pfipravit izolovanou
frakci biCikGi Pseudomonas aeruginosa a nasledné ziskat protilatky proti témto
antigeniim z vajec imunizované slepice, jako prostiedek pasivni imunizace. U

izolovanych protilatek pak ovéfit specifitu metodami ELISA a Western blotting.
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3. Material a metody

3.1. Izolace bi¢iki Pseudomonas aeruginosa frakéni centrifugaci

Vzorek bakterii PA (sbirkovy kmen) byl ziskan z ULM UK 2.LF a nakultivovén
vsuspensni kultufe v UZFG AVCR. Bakterie v exponencidlni fizi ristu byly
sedimentovany s uchovany PBS — ELISA (13 mM NacCl, 1,8 mM Na,HPO, x 12 H,0,
0,4 mM NaH,PO, x 2 H,O, pH = 7,2), pfibliZné mnoZstvi bylo 15 ml.

Vzorek byl v kadince na magnetické micha¢ce promichan s 180 ml PBS -
ELISA. Po promichdni byl mixovan po dobu 1 minuty s pfestdvkami po patnacti
sekundach v mixeru ( zn. ETA) a centrifugovan v centrifuze K24 Janetzki 20 minut pfi
13 000 RPM (rotor 6 x 65 ml). Supernatant byl pielit do kyvetek pro ultracentrifugu Ti
45 Beckman a centrifugovan pti 45 000 RPM (rotor 6 x 70 ml). Sediment byl
rozsuspendovan v 400 pl PBS — ELISA a uchovan pfi -20°C (vzorek bicika €. 1).

Zbyly sediment v kyvetich pro centrifuigu K24 Janetzki byl znovu
rozsuspendovan v PBS - ELISA, poté mixovan nepfetrZit¢ 2 minuty a dale zpracovan
jako vzorek €. 1. Sediment byl rozsuspendovan v 400 ul PBS — ELISA a uchovan pfi -
20°C (vzorek bi¢iku &. 2)

3.2. Elektroforéza

Metodou SDS — PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného) bylo tfeba ovéfit, zda se v subbunéénych frakcich P4 nachazi
flagelin , protein bi¢ikt s ptedpoklddanou Mr = 55 000.

Do aparatury na elektroforézu byl nanesen polymeriza¢ni roztok pro 8% gel A
a byl pfevrstven destilovanou vodou. Po pil hodin€ byla destilovana voda odlita a
nanesen 3% gel B. Do aparatury byl vloZen hieben. Po vytvofeni gelu byl hieben
vyjmut, ¢imZ vzniky pozadované komirky pro jednotlivé drahy. Ze vzorkl bi¢iku ¢. 1
a 2 bylo odebrano 20 pl a smichano s vzorkovacim pufrem (0,063 M TRIS-HCl, 2%
SDS, 10% glycerol, 0,003% bromfenolova modf, 5% merkaptoethanol) v poméru 1:1.
Z takto pfipravenych elektroforetickych vzorki bylo 20 pl pipetovano do jamek v gelu.
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Do dalsi jamky byl nanesen standard molekulovych hmotnosti. Aparatura byla
zapojena do zdroje elektrického proudu a ponechana 2 hodiny pfi napéti 150 V. Po 2
hodinach byla elektroforéza zastavena a gel byl pfenesen do roztoku Coomassie
Brilliant Blue R 250, kde byl ponechan do té doby, neZ byly na gelu dobfe patrné
vybarvené zdny. Poté byl gel odbarven v odbarvovacim roztoku (kyselina octova,

ethanol, destilovana voda) a usu$en pti laboratorni teploté mezi filtraénimi papiry.

3.3. Priprava a purifikace protilatek IgY

3.3.1. Sbér vajec

Slepice byla chovéana v separatni kleci za fizeného svételného rezimu. Vejce
byla sbirana kazdy den a skladovéana v lednici pii 8°C. Pfed prvni imuniza¢ni davkou

byla odebrana kontrolni vejce pro stanoveni bazalni hladiny protilatek.

3.3.2. Imunizace slepice

Slepice byla imunizovana na zakazku tfemi davkami pfipravenym bakteridlnim

antigenem — subbuné¢nou frakci PA nabohacenou o bi¢iky (vzorek €. 1) .

3.3.3. Purifikace protilatek

Frakce protilatek byly ptipraveny z 2-8 vajec. Zloutky byly pomoci separatorku
odd&leny a pod tekouci vodou dokonale o&idt&ny od proteinti bilku. Zloutky byly
preneseny pfes nalevku do polyethylenového vélce a po odecteni objemu byly ziedény
8 nasobnym mnozZstvim destilované vody. Smés byla homogenizovdna na magnetické
michaéce. Poté bylo snizeno pH roztoku na 5,0 — 5,2 pfidavkem 0,5 M HCIL
Homogenat byl pfenesen do uzaviené sklenéné nalevky a zmraZen pii -20°C. Po
rozmraZzeni byl homogenat pfefiltrovan pies filtratni papir v nalevce do vétSiho
odmérného valce. K ziskanému filtratu byl ptfidan NaCl tak, aby vznikl 8,76% (w/v)
roztok. Hodnota pH byla upravena na 4,0 0,5M HCI, roztok byl michdn na magnetické

micha¢ce 30 minut a poté ponechan v klidu precipitovat 2 hodiny [Hodek a spol.,
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1996]. Poté byla suspenze centrifugovana v centrifuze Janetzki K70D (vykyvny rotor 4
x 750 ml) 25 minut pfi 3 500 RPM. Sediment byl rozpustén v PBS + azid (PBS s
obsahem 0,1 % (w/v) azidu sodného). Roztok IgY frakce byl ptenesen do sklenéné
lahvi¢ky a skladovan pii 8 °C.

3.4. Uréeni koncentrace proteint

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

konc. = Ay . f

f ... empiricky faktor =1,094

3.5. ELISA

ELISA z angl. enzyme-linked immuno sorbent assay, je imunochemicka metoda
pouzivanad ke kvantitativnimu stanoveni rliznych antigeni. Metoda je zaloZena na
vysoce specifické interakci antigenu a protilatky, pfiemZz antigen je zakotven na
nosi¢i. Nejprve se tvofi komplex antigen-protilatka, poté se na protilatku vaze
sekundarni protilatka s kovalentné vazanym enzymem (nejcastéji alkalicka fosfatasa).
Enzym katalyzuje chemickou pfeménu substratu, ktery je pfidan do reakéni smési, na
barevny produkt. Pfi tomto provedeni je koncentrace produktu umémé koncentraci
protilatky ve vzorku.

Jako antigen byly pouZzity izolované biCiky bakterie Pseudomonas aeruginosa
(vzorek €.1). Antigen byl nafedén imobilizaénim pufrem (13 mM Na,CO;, 25 mM
NaHCO;, pH = 9,6) na koncentraci 4 pg/ml a nanesen po 100 pl do kazdé jamky
mikrotitratni desky. Deska byla inkubovéna minimaln€ 12 hodin v lednici pfi 8 °C.

Po inkubaci byla deska vyklepana a Ctyfikrat promyta 250 pl promyvaciho
roztoku (PBS s obsahem 0,1% (w/v) Tween 20). Pak byla deska inkubovéana s 150 pl
blokovaciho roztoku (2% (w/v) fidky bilek v PBS-Tween 20) v termostatu pfi 37°C po
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dobu jedné hodiny. Po odstranéni obsahu jamek vyklepnutim byla deska opét ¢tyfikrat
promyta 250 ul PBS-Tween 20.

Protilatky byly nafedény na koncentraci 90, 30, 10 a 3,3 pg/ml roztokem PBS-
ELISA (13 mM NaCl, 1,8 mM Na,HPO, x 12 H,0, 0,4 mM NaH,PO, x 2 H,0, pH =
7,2) a naneseny po 100 pl do jamek. Mikrotitra¢ni deska byla inkubovana 2 hodiny pfi
37 °C. Po odstranéni obsahu jamek vyklepnutim a dal$im dikladném vymyti Ctyfikrat
PBS-Tween 20 bylo do jamek napipetovano 100 pl sekundarni protilatky (konjugat
krali¢i IgG proti slepi¢im IgY s navdzanou alkalickou fosfatasou) nafedéné pufrem
PBS-ELISA v poméru 1:1500. Deska byla inkubovana 1 hodinu pfi 37 °C. Poté byla
deska vyklepana a opét promyta &tyfikrat PBS-Tween 20. Do jamek bylo nasledné
aplikovano 100 pl vyvolavaciho roztoku (0,2 M NaHCO;, 0,2 M Na,CO;, 1 M MgCl,,
0,1% (w/v) 4-nitrofenylfosfat). Deska byla inkubovéna 10 minut a nasledné byla
vyvolavaci reakce zastavena 50 ul 3 M NaOH. Nakonec byla zméfena absorbance pfi

405 nm na ¢te¢ce (Tecan Sunrise).

3.6. Western blotting

Western blotting je metoda zaloZena na bazi elektroforézy, elektropfenosu a
enzymatické detekci specifické protilatky. Prvni ¢asti je SDS-PAGE, kdy je antigen
nanesen do polyakrylamidového gelu a separovan v elektrickém poli dle molekularni
hmotnosti proteind antigenu. Gel se poté vyjme z elektroforetické aparatury a pfenese
se na PVDF (polyvinylidendifluoridovou) membranu. Na blokovacim zafizeni dojde
k pteblotovani proteind z gelu do membrany. Poté se membrana nastiiha na jednotlivé
prouzky a kaZzdy se neché inkubovat v Petriho miskach s testovanymi protilatkami. Po
promyti se pfidavaji protilatky proti druhové specifickym protilatkim znacené
enzymem a po dalSim promyti se pfidava substrat. Zoény, na které se navazaly
specifické protilatky se obarvi. Vybarvena membrana je poté vyhodnocovana pomoci

srovnani se standardy.
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3.6.1. SDS-PAGE

Elektroforéza byla provedena stejnym zpisobem jako ke uvedeno na str. 12.
Vzorky byly do jamek naneseny po 20 pl v potadi: standard molekulovych hmotnosti -
Sigma Wide Molecular Weight Range (M 4038), vzorkovy pufr s destilovanou vodou v

poméru 1:1, vzorek bic€iku €. 1, opét vzorek bi¢iki €. 1 a vzorek biciki €. 2.
3.6.2. BLOT

Byl sestaven “sandwich“ pro pifenos bilkovin zgelu na membranu
v nasledujicim potadi (od anodové desky): tfi archy papiru Whatmann 3 pro blotting
navlhéené v transferovém pufru (25 mM TRIS, 192mM glycin, 20% methanol,
destilovana voda), PVDF (polyvinylidendifluoridovd) membrana navlhend nejprve
v methanolu, vod€¢ a nakonec v transferovém pufru, gel z elektroforézy navlhéeny
v transferovém pufru a opét tfi archy papiru pro blotting namocené v transferovém
pufru. Poté byly sklenénou ty¢inkou vytlateny bublinky a aparatura byla zapojena na
10 minut p¥i 104 mA (vypoéteno na plochu tak, aby bylo 0,8 mA na cm®) a poté na 45
minut pfi 260 mA (vypogteno na plochu, tak aby bylo 2 mA na cm?).

Po uplynuti dané doby byl sandwich opatrné rozebran, gel byl vloZen do
Coomassie Brilliant Blue R 250 na 20 minut a poté do odbarvovaci 1azn€ (kyselina
octova, ethanol, destilovana voda), z membréany byl odstfihnut prouZek se standardem a
vlozen na 5 sekund do Coomassie Brilliant Blue R 250 a poté do odbarvovaci lazné.
Zbytek membrany byl vloZen do reverzibilni ¢ervené (0,5 % Panceau v 1 % kyseliné
octové) na 20 sekund, poté se nechal odbarvit ve vod¢.

Po odbarveni byla membréna oznacena tuzkou na prouzky, podle kterych byla
poté délena a byla min. 12 hodin inkubovana v roztoku PBS-TRITON X100 (PBS s
obsahem 0,05% TRITON X100) + 5% suSené mléko (Laktino - Promil).

Po inkubaci byl pfipraven do dvou Petriho misek roztok 10 ml PBS-TRITON
X100 + 5% suSené mléko s protildtkami K1 (negativni kontrola), 4 (vzorek s nejvétsi
koncentraci protilatek podle ELISA testu) v koncentraci 30 pg/ml. Membrana byla
rozdélena a jednotlivé ¢asti vloZeny do pfislusnych roztokl s protildtkami, kde byly za

michani ponechany dvé hodiny. Poté byly €asti membrany tfikrat za sebou vymyty
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PBS-TRITON X100 + 5% suSené mléko po dobu 15 minut. Po dikladném promyti
byly €asti membrany spole¢né vloZeny do roztoku 40 ml PBS-TRITON X100 + 5%
suSené mléko s krali¢i protilatkou (konjugat krali¢i IgG proti slepi¢im IgY s navazanou
alkalickou fosfatasou) v poméru 1:4000 a ponechény jednu hodinu inkubovat v Petriho
misce. Nasledné byly membrany promyty dvakrat v PBS-TRITON X100 + 5% suSené
mléko a poté trikrat jen v PBS-TRITON X100.

Do dvou Petriho misek byly pfipraveny 3 ml roztoku obsahujiciho substrat pro
alkalickou fosfatasu tak, Ze tableta BCIP/NBT SIGMA FAST™ byla rozpusténa v 10
ml destilované vody. Membrany se vroztoku nechaly inkubovat do vybarveni,
pfiblizn¢ 6 minut. Poté byly membrany pieneseny do destilované vody a nakonec

ponechany uschnout mezi filtraénimi papiry pti laboratorni teploté.
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4. Vysledky

4.1. Priprava preparatu bi¢iki a elektroforéza bicika

Metodou frakeni centrifugace byly pfipraveny dva preparaty bi¢ika: vzorek €. 1
(jedenkrat mixovan, jedenkrat centrifugovan v K24) a vzorek &. 2 (sediment z prvni
centrifugace vzorku &. 1 byl znovu rozpustén a podruhé mixovan i centrifugovéan). Oba
vzorky byly po centrifugaci v centrifuze Ti 45 Beckman rozsuspendovany v 400 pl
PBS - ELISA.

Metodou SDS — PAGE byly srovnany vzorky izolovanych bi¢ika ¢. 1 a 2 se
standardem molekulovych hmotnosti — Sigma Wide Molecular Weight Range (M
4038), ktery ma rozpéti molekulovych hmotnosti od 6 500 do 205 000 daltonti.

kDa

205

116
97
84
66

«— chaperonin
55

«— flagelin typu B
45

36

29
20
14,2
6,5

A B C
Obrdzek é. 5 : Elektroforéza biciku: A — standard molekulovych hmotnosti, B — vzorek biciku ¢. 1,
C — vzorek biciku ¢. 2
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4.2. Priprava a charakterizace protilatek

Z vajec ziskanych pted imunizaci byla izolovana kontrolni frakce protilatek.
Poté byla slepice imunizovéna tfemi davkami antigenu 31.10., 7.11. a 14.11. 2006.
Celkem bylo ziskano 85 vajec vhodnych pro izolaci IgY. Vejce byly rozdéleny do
frakci podle tabulky €. 3. Z kazdé frakce byly izolovany IgY, zmé&fena absorbance pii

280 nm a ur¢ena koncentrace IgY.

Tabulka é. 3.: Izolované frakce protilatek

frakce datum sbéru vajec pocet vajec koncentrace IgY
(mg/ml)
K1 18.10. - 24.10.2006 7 16,7
1 31.10. - 5.11.2006 6 12,2
2 6.11.-10.11.2006 4 10,7
3 11.11.-16.11.2006 3 10,5
4 3.1.-4.1.2007 2 7,3
5 1.2. - 8.2.2007 5 18,7
6 9.2.-13.2.2007 5 16,5
7 14.2. - 28.2.2007 8 16,9
8 29.2. - 5.3.2007 7 21,0
9 6.3. - 13.3.2007 7 19,7
10 14.3. - 20.3.2007 7 13,4
11 22.3.-29.3.2007 7 13,8
12 7.4.-17.4.2007 7 32,8
13 20.4. - 25.4.2007 5 33,7
14 27.7.-5.5.2007 5 31,1

4.2.1. ELISA

Pfitomnost specifické protilatky IgY v izolovanych frakcich 1 — 14 byla
detekovana metodou ELISA. U ELISA ¢. 1 a ELISA €. 3 bylo pouZito fedéni na
koncentraci 90, 30, 10, a 3,3 pg/ml a u ELISA ¢. 2 fedéni na koncentraci 30 al0 pg/ml.
Jako negativni kontrola byla pouzita K1 — frakce z vajec pfed imunizaci. U ELISY ¢&. 2
a ¢. 3 byla pro srovnéni pouzZita jako pozitivni kontrola frakce €. 4 — frakce s nejvétsi

koncentraci protilatek podle testu ELISA ¢&. 1. Sledovani koncentraci jednotlivych
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frakci ukazuji grafy na obrazcich ¢. 6, 7 a 8. Na
zdokumentovana ELISA ¢. 1.

obrazku €. 9 byla na ukéazku

2
1,8
1,6
1,48
1,2
; m33
absorbance ; 210
0,8 030
0,6 090
0,4
90
0,2 30
10 koncentrace vzorku
( pg/ml)
2 3.3
3
&islo vzorku 4
Obrazek ¢. 6: Sledovani koncentrace specifickych IgY — ELISA ¢. 1
1%
0,8
absorbance 0,6
m10
04 o030

0,25

&islo vzorku

30
10

koncentrace vzorku

(ug/mi)

Obrazek ¢&. 7: Sledovani koncentrace specifickych IgY — ELISA ¢. 2
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1,48
1,2
absorbance e |33

0,8 a10
D30

0,6
090

04 :

02k 90

o1 koncentrace vzorku
(ug/ml )
4 12 13
&islo vzorku 14

Obrdazek ¢. 8: Sledovani koncentrace specifickych IgY — ELISA ¢. 3

Obrazek ¢. 9: Ukadzka vysledku ELISA testu - ELISA ¢.1
Zdroj: vlastni, foto: Doc. Hodek
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4.2.2. Western blotting

Jak je patrné z obrazku ¢&. 10, ptenos proteind z gelu na blotovaci membranu se
zdafil a zony nanaSenych vzorki byly porovnany se standardem molekulovych
hmotnosti - Sigma Wide Molecular Weight Range (M 4038), ktery ma rozpéti
molekulovych hmotnosti od 6 500 do 205 000 daltond

kDa A B C D E
205

116 ,“
97 T

84

66

55
45

«— flagelin typu B

36

29
20
14,2
6,5

Obrazek ¢. 10: Western blotting biciku s protilatkami

A : standard molekulovych hmotnosti, B : vzorkovaci pufr + destilovanad voda 1:1, protildtka -
kontrola K1, C : bi¢iky ¢. 1, protildtka - kontrola K1, D : biciky ¢. 1, protildtka - vzorek C. 4, E :
biciky ¢. 2, protildtka - vzorek C. 4

Na obrazku €. 10 byla u drah B (vzorkovaci pufr + destilovana voda v poméru
1:1) a C (vzorek biciku €. 1) pouZita protilatkova frakce K1, tedy negativni kontrola
neobsahujici protilatky proti bi¢ikim. U drah D (vzorek biéiki €. 1) a E (vzorek bi¢ikt
¢. 2) byla pouZita protilatkova frakce ¢. 4, tedy frakce kterd podle ELISA testu

obsahovala nejvice protilatek proti bi¢ikiim.
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5. Diskuse

Jak bylo zminéno v teoretickém uvodu, u lidi postiZenych geneticky
podminénou nemoci cystickou fibrézou je mortalita nejcastéji zpisobena chronickou
1€k, ktery by této kolonizaci a nasledné infekci zabranil doposud nebyl nalezen.
Nejucinnéjsim feSenim, jak infekci oddalit je zatim dlouhodobé podavani antibiotik, na
které se ale bakterie stava rezistentni. MoZnym zptsobem, jak ptedejit kolonizaci
bakterii by mohla byt pasivni imunizace pacientli proti pseudomonadové infekci.
Vyhodou imunizace protilatkami oproti pouZivani antibiotik je nesporné i v tom, Ze na
protilatky si bakterie t€Zko vytvofi rezistenci. Pro imunizaci pacientti s CF je vhodné
pouzit ptaci protilatky IgY, protoZe na rozdil od protilatek sav€ich nevyvolavaji po
aplikaci nezadouci zénétlivou reakci, ktera by mohla stav pacientli zhorsit.

Pfi vybéru vhodné imuniza¢ni vakciny je dobré vzit v Gvahu, Ze P4 v plicich
pacientd s CF je schopna vyvolat chronicky zénét diky svym schopnostem adherence a
virulence. Proto by tedy bylo mozné aplikaci protilatek proti adherencnim faktorim
zabranit bakterii vazat se na epitel plicnich bun€k pacientd a tim snad zabranit i
kolonizaci bakterie. Mezi vytipované adherentni faktory PA patfi biCiky, pili,
exoenzym S, vnéj§i membranové proteiny (OprF) a alginitovy obal mukoidnich
mikrokolonii. V praktické ¢asti své bakalaiské prace jsem se proto v€novala pfiprave
protilatek proti jednomu z téchto vytipovanych adherenénich faktort - biciku.

Po izolaci bi¢iki zkontrolniho kmenu Pseudomonas aeruginosa frakéni
centrifugaci byla provedena elektoroforéza pro srovnani molekulovych hmotnosti ¢asti
izolovanych vzorkd se standardem. Predpokladana molekulovd hmotnost proteint
bi¢ika je okolo 55000 daltond, a na obrazku ¢. 5 je patrné, Ze takové proteiny
izolované vzorky opravdu obsahuji. Pro ovéfeni, Ze zona okolo Mr = 55 000 je typicky
protein bi¢ikd flagelin, byla provedena metoda MALDI TOF (realizoval pan RNDr. M.
Sulc). Touto metodou se potvrdilo, Ze zmifiovana zoéna patii proteinu flagelinu typu B
(oznageni — FIliC), ktery je pravé hlavni sloZkou bi¢iku bakterie, a Ze z6éna nad

flagelinem pat#i dal$imu bakteridlnimu proteinu — chaperoninu. Vzorek bicika €. 1
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(pouzit prvni supernatant) viditelné¢ obsahuje vét§i mnoZstvi bi¢ikd neZ vzorek €. 2
(prvni sediment rozsuspendovan, centrifugovan a pouzit tak druhy supernatant). U
vzorku €. 1 byla podle elektroforézy ptiblizn€ uréena koncentrace 0,5 mg/ml.

Vejce, zkterych byly separovany protilatky byly ziskany ze slepice
imunizované antigenem - subbuné¢nou frakci P4 nabohacenou o biciky (vzorek €. 1).
Slepice byla imunizovéana tfikrat po sobé a to v datech 31.10., 7.11., 14.11. 2006.
Z vajec bylo izolovano celkem 12 frakci (vCetné negativni kontroly) a provedena
ELISA. U ELISA ¢. 1 (obrazek €. 6) je patrny postupny nartst specifickych protilatek
s tim, jak byla slepice tfikrat po sobé imunizovana. U frakce €. 4 z data 3.1. - 4.1.2007
je zaznamenan nejvétsi podil specifickych protilatek. Tato frakce byla proto u ostatnich
ELISA testi pouzita jako pozitivni kontrola. U ELISA ¢. 2 (obrazek €. 7) je vidét, Ze
kratce po tfeti imunizaci slepice se koncentrace protilatek drzi dostate¢né vysoko.
V prubéhu €asu oviem dochdzi k zietelnému poklesu obsahu specifickych protilatek.
Proto byly izolovany dalsi frakce protilatek — frakce 12, 13 a 14 a mezi frakcemi 12 a
13 byla slepice znovu imunizovana (19.4.2007). Poté byla provedena ELISA €. 3 a na
grafu (obrazek ¢&. 3) je patrné, Ze doslo k opétovnému nartistu specifickych protilatek.

Pro dal$i ovéfeni specifinosti protilatek byla pouzita dal$i metoda — Western
blotting (obrazek ¢&. 10). U drah B (vzorkovaci pufr + destilovana voda 1:1) a C (bi¢iky
¢. 1), kde byla pouZzita negativni kontrola K1, se podle o¢ekavani zéna pro flagelin
nevybarvila. U drah D (bi¢iky ¢. 1) a E (bi¢iky €. 2) byla pouZita protilatkova frakce
¢. 4, tedy frakce kterd podle ELISA testu obsahovala nejvice protilatek proti bi¢ikim.
Jak je vidét na obrazku ¢. 10, vzorek biéika €. 1 zareagoval s protilatkovou frakci €. 4
mnohem ostfeji, neZ vzorek bi¢iku €. 2, také podle ofekavani.

Metodami ELISA a Western blotting byla tedy, po srovnani s molekulovymi
hmotnostmi standardu a srovnani s negativni kontrolou, prokazana pfitomnost a
funkénost specifickych protilatek proti bi¢ikovym antigenim.

Na zakladé téchto vysledka bude pokraCovat prace s izolovanymi protilatkami i
nadale. Uvazuje se o pouziti metody afinitni chromatografie pro pfimou izolaci
specifickych protilatek ze smési izolovanych IgY a provedeni in vitro testu pro ochranu

bun€k pred infekci.
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6. Souhrn

Podaftilo se vytvofit postup pro izolaci bunéénych frakci nabohacenou na bi¢iky
bakterie Pseudomonas aeruginosa, coZz bylo ovéteno provedenim SDS — PAGE ve
srovnani se standardem molekulovych hmotnosti. Byla provedena i metoda MALDI
TOF, ktera potvrdila pfitomnost proteinu flagelinu typu B, ktery je soucasti bi¢ikl
bakterie.

Z vajec imunizované slepice byly uspé$n€ izolovany protilatky proti bi¢ikiim

PA apomoci metod ELISA a Western blotting byla ovéfena jejich specifi¢nost.
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