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Abstrakt

Cysticka fibroza (CF) je zakeiné genetické onemocnéni s autosomalné-recesivni
dédic¢nosti. Narusena funkce CFTR proteinu zapii¢inéna mutaci ve stejnojmenném genu
zpusobuje celou fadu symptomu, z niz nejzavaznéjsi je ovlivnéni respiracni soustavy.
Hlavnim divodem je vyskyt hustého hlenu, ktery se podili na kumulaci bakterialnich
bunck v plicich pacienta. Mezi zivotohrozujici patogeny patii bakterie Burkholderia
cenocepacia (BC) a Pseudomonas aeruginosa (PA). Tyto bakterie produkuji mnozstvi
virulentnich faktor, jako jsou napft. lektiny BC2L-A ¢i BC2L-C u BC a PA-IIL u PA.
Diky nim se bakterie prostfednictvim protein-sacharidovych interakci vazi na plicni

bunky s pozménénou glykosylaci, kterd se vyskytuje u nemocného jedince s CF.

V této praci byla predmétem studia praveé tato lektinova interakce a inhibiéni vliv
slepicich protilatek IgY nebo trivalentnich fukosylovanych glykoklastrii na adherenci BC
(kmen ST-32, CCM 7291) / PA (kmen PAK, ST 1763) na buiky epitelu plic linie CuFi-1
(od nemocného jedince s CF) / NuLi-1 (od zdravého darce). Bylo proto studovano mozné
ovlivnéni viability bunék PA (kmene PA-lux) glykoklastry, které neukazalo zadny
signifikantni efekt. Pro ovéteni exprese lektinu BC2L-C bylo nutné pfipravit protilatky.
Slepi¢i protilatky proti N-terminalni doméné lektinu BC2L-C na ,,Western Blotu*
prokazaly expresi celého lektinu BC2L-C. Naopak lektin BC2L-A nebyl v BC kulturach
imunochemicky detekovan. Pfed samotnymi adheren¢nimi testy vyhodnocujicimi rozsah
vazby bakterii na buiky epitelu plic byla Uspé€Sné¢ optimalizovand metodika
fluorescen¢niho znaceni bakteridlnich bun¢k slouc¢eninou PKH26. Nésledné adheren¢ni
testy prokazaly vyrazné snizeni adherence bakterialnich bun¢k (BC nebo PA) na bunky
epitelu plic (CuFi-1 ¢i NuLi-1) zptisobené protektivni schopnosti protilatek proti lektinu
BC2L-C ¢i trivalentnich fukosylovanych glykoklastrii (A/B/C).

Je tedy zifejmé, Ze jak specifické slepici protilatky, tak fukosylované glykokonjugaty
maji terapeuticky potencial jako profylaktické ptipravky proti bakteridlnim infekcim

u CF pacientt.

Klicova slova: cysticka fibroza, bunky plicniho epitelu, Burkholderia cenocepacia,

Pseudomonas aeruginosa, lektiny, slepic¢i protilatky, glykoklastry, studium adherence



Abstract

Cystic fibrosis (CF) is an insidious genetic disease with autosomal-recessive inheritance.
The impaired function of the CFTR protein, caused by a mutation in the eponymous gene,
results in a wide range of symptoms, the most serious being the effect on the respiratory
system. The main impact on the respiratory system is the appearance of thick mucus,
which contributes to the accumulation of bacterial cells in the patient's lungs.
Life-threatening pathogens include Burkholderia cenocepacia (BC) and Pseudomonas
aeruginosa (PA). These bacteria produce several virulence factors such as BC2L-A
or BC2L-C lectins in BC and PA-IIL in PA. The virulence factors allow bacteria to bind
via protein-saccharide interactions to lung cells with altered glycosylation, which is seen

in the CF patient.

This diploma thesis focuses on the above-mentioned lectin interaction and the
inhibitory effect of hen IgY antibodies or trivalent fucosylated glycoclusters on the
adherence of BC (strain ST-32, CCM 7291) / PA (strain PAK, ST 1763) to lung epithelial
cells of the CuFi-1 (from a CF patient) / NuLi-1 (from a healthy donor). The possible
influence of glycoclusters on PA (PA-lux strain) cell viability was studied, but
no significant effect was observed. To verify the expression of the BC2L-C lectin, it was
necessary to prepare antibodies. The expression of the entire BC2L-C lectin was proved
using hen antibodies against the N-terminal domain of BC2L-C lectin on “Western Blot”.
On the contrary, BC2L-A lectin in BC cultures using immunochemical methods was not
observed. The methodology of fluorescent labeling of bacterial cells with the compound
PKH26 was successfully optimized beforehand the adherence assays evaluating
the extent of bacterial binding to lung epithelial cells. The adherence assays demonstrated
a significant reduction in the adherence of bacterial cells (BC or PA) to lung epithelial
cells (CuFi-1 or NuLi-1) caused by the protective ability of antibodies against
the BC2L-C lectin or trivalent fucosylated glycoclusters (A/B/C).

The thesis proves that both hen-specific antibodies and fucosylated glycoconjugates
have therapeutic potential as prophylactic agents against bacterial infections in CF

patients.

Keywords: cystic fibrosis, lung epithelial cells, Burkholderia cenocepacia,

Pseudomonas aeruginosa, lectins, hen antibodies, glycoclusters, study of adherence
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transcriptase*
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NaN3 azid sodny
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NVD doména vazajici nukleotid; ,,nucleotide-binding domaine*
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PA-IIL lektin II bakterie PA
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1 Uvod

1.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibréza (CF) jakozto autosomalné-recesivni onemocnéni byla popsana
doktorkou Dorothy Hansine Andersen jiz vroce 1938!. O 20 let pozdéji piredstavili
Gibson a Cooke potni test vyuzitelny pro odhaleni tohoto onemocnéni, av§ak navzdory
nartstajictho mnozstvi informaci ohledné CF byla jeji pfi¢ina, mutace v genu pro CFTR
(z angl. ,,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator*) protein, odhalena tymem

vedenym geneti¢kami Batsheva Kerem a Johanna Rommens az v roce 1989>*.

Od roku 1966 vznikly po celém svéte registry CF zaznamenavajici velké mnozstvi
idajti o nemocnych s CF, které nasledné slouZi jak pro védecké, tak i pro 1ékai'ské ticely”.
Cesky registr pacientii s CF (RECYF) k 1.5.2024 eviduje celkem 709 pacienttl, z toho
369 Zen a 340 muzd, zatimco k 31.12.2021 byl celkovy pocet pacienti 679, Zen 353
amuzii 326. Tento narGst jevsouladu s celosvétovym trendem, podle kterého
kazdorocné roste pocet pacientd s CF. Divodem tohoto narlstu je pravdépodobné
postupné zvySovani kvality 1é¢by CF, v diisledku ¢eho se zvysuje median véku doziti®’.
Data ukazuji, Ze aktualn€¢ ma na svété CF diagnostikovanou pftiblizné 100 000 lidi.

Odhaduje se ale, Ze pocet téchto pacientii celosvétove pievysuje 160 0008,

Jak jiz bylo zminéno, jednd se o onemocnéni s autosomalné-recesivni dédicnosti
CFTR genu. Aplikaci Mendelova §t€pného poméru na tuto nemoc muze nastat nékolik

situaci (viz obr. 1, str. 11):

o Jeden rodic je zdravy a bez mutace v CFTR genu, druhy rodic je zdravy nositel
mutace: potomek bude bud’ zdravy jedinec bez mutace anebo jeji zdravy nositel

e Oba rodice jsou nositele mutace CFTR genu. existuje 25% Sance, ze potomek
bude zdravy, 25% Sance vyskytu CF aaz 50% Sance, ze dit¢ bude zdravym
nositelem mutace

o Jeden rodic je zdravy nositel mutace CFTR genu a druhy rodic je pacient s CF:
potomek bude bud’ zdravy nositel mutace anebo uné dojde k projevu

onemocnéni
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Obr. 1: Autosomalné-recesivni dédi¢nost CFTR genu. Podle Mendelova §tépného poméru
mohou u autosomalné-recesivni dédicnosti nastat rizné situace. Potomek mize byt zdravy,
nemocny anebo miize ve svych genech nosit mutaci pro CFTR protein. Kromé situaci na obrazku
muze nastat i velice vzacny jev, kdy budou oba rodi¢e pacienti s CF a nemoc se v tomto piipadé
projevi i u potomka.

Gen pro CFTR protein je delSi nez 230 kb alze ho nalézt na dlouhém raménku
chromosomu 7, v oblasti oznacované 7q31.2. Exprimuje se z néj glykoprotein CFTR
obsahujici 1 480 aminokyselin. Ten plni v organismu zna¢né mnoZzstvi tloh. Po uplné
glykosylaci exprimovaného proteinu je pfeneseny na apikalni membranu epitelialnich
bun¢k rtiznych organt. Jak bylo v roce 1989 zjisténo strukturni analyzou CFTR genu,
jedna se primarné o chloridovy kanal, ale nelze opomenout anijeho dal§i funkce
(diskutovany blize v kapitole 1.1.1, str. 14), nebot’ vysvétluji jeho znacnou komplexnost

u CF*°.

~r o7

Protein CFTR pattici do superrodiny ABC transportérit  (z angl. ,,ATP-binding
cassette”, ATP vazajici) se skladd z n€kolika domén (viz struktura A (PDB ID: 8FZQ)
znazornéna na obr. 2, str. 12). Cytosolicka regula¢ni (R) doména spojuje dva komplexy.
Oba tyto komplexy sestavaji z transmembranové domény (TMD) a domény vazajici
nukleotid (NVD). Po proteinkinasou A katalyzované fosforylaci R domény a navazani

ATP na obé NVD dochazi k ptiblizeni obou komplext tvoficich protein a dimerizaci

11



NVDI1 sNVD2 (fosforylovany CFTR protein (PDB ID: 6MSM) je znazornén jako
struktura B na obr. 2, str. 12). Tento proces tak reguluje otevirani kanalu vzniklého
ze Sesti  transmembranovych segmentl kazdé TMD'. Schématické znazornéni

CFTR proteinu v membrané Ize vidét na obr. 3 (str. 12).

Obr. 2: Struktura defosforylovaného a fosforylovaného CFTR proteinu.
A — defosforylovany protein CFTR sloZeny ze dvou komplexii spojenych R doménou, pficemz
oba komplexy sestavaji z TMD a NVD (PDB ID: 8FZQ). B — protein CFTR ménici konformaci
po fosforylaci, ¢imz je regulovano otevirdni iontového kanalu (PDB ID: 6MSM). Obrazky
byly vytvofeny pomoci ,,softwaru“ PyMOL'*'2,

Extraceluldrni prostor

R doména

Intraceluldrni prostor
Obr. 3: Schéma proteinu CFTR v membrané. Oba komplexy CFTR proteinu jsou propojené

R doménou a skladaji se ze Sesti transmembranovych segmentli tvoficich TMD az NVD.
Obrazek byl inspirovan autofi Farinha a Canato a byl vytvotfen pomoci ,,softwaru® BioRender'*'.
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V prubéhu témét 35 let od objeveni CFTR genu ajeho celosvétové nejcastéjsi
mutace, F508del, pfikteré dochdzi kdeleci 3 pari bazi kddujicich fenylalanin
v pozici 508, bylo identifikovano vice nez 2 500 variant CFTR genu. Pravdépodobné
vice nez 1 700 variant z celkového poctu téchto mutaci miize zpusobovat projevy CF.
Pacient s CF mize mit i n¢kolik riznych mutaci genu pro CFTR protein najednou, avsak
vice nez 70 % nemocnych nese alespoit jednu mutaci F508del'>!%. Obecné 1ze rozdélit

mutace genu pro CFTR protein do sedmi tid (obr. 4, str. 14)!7:

e Trida I: predCasny STOP kodon nebo posunuty Cteci ramec ma za nasledek
nedostatecnou translaci do CFTR proteinu, a tedy nedochazi k jeho biosyntéze

e Trida II: nespravné sbaleny protein s abnormalni posttranslac¢ni glykosylaci,
ktery disledkem mutaci podléha degradaci v endoplazmatickém retikulu
a na apikalni membrané bunky je ho pak nedostate¢né mnozstvi

e Trida III: kvuli slabé vazbé ATP na NVD nedochazi ke zméné¢ konformace
proteinu, jak bylo uvedeno dfive, takze je naruSené otevirani kanalu, a ackoli
je mnozstvi CFTR proteinu na apikdlni membran¢ dostate¢né, tak neplni
svou hlavni funkci (funkci chloridového kanalu)

e TridaIV: podobné jako u piedchozi skupiny, ivtomto piipad€ se protein
nachazi na membran¢ bunky, ale dochdzi ke sniZeni iontové vodivosti otevieného
kanalu

e Trida V: néasledkem této tfidy mutaci je snizena syntéza proteinu CFTR a jeho
redukované mnozZstvi na povrchu bunky, diky ¢emuz proudi do extracelularniho
prostfedi mensi mnozstvi chloridovych ionth (CI")

e Triida VI: snizend stabilita tohoto CI~ kanalu zplisobuje jeho degradaci
v lyzosomech

e Trida VII: tato skupina mutaci (napft. rozsahlé mutace v genu nebo znacny posun
¢teciho ramce) zplsobuje uplnou absenci ,,messenger* ribonukleové kyseliny
(mRNA, zangl. ,messenger ribonucleic acid“) pro CFTR anarozdil
od pfedchozich tfid mutaci u ni nelze aplikovat farmakologickou 1é¢bu pomoci

modulatora
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Wild-type CFTR 1 11} 1 v v VI Vi

Nedochazi Nespravné Netplné SniZena SniZena SniZena

Defekt f : g : . . P Absence
k biosyntéze sbaleni otevieni vodivost biosyntéza stabilita

CFTR i i i i 3 i mRNA
proteinu proteinu kanalu kanalu proteinu proteinu

Obr. 4: Tridy mutaci CFTR genu. Jednotlivé mutace CFTR genu se rozdéluji do sedmi tfid.
Obrazek byl pfevzat a upraven'’.

1.1.1 Patogenese plic

Patologické zmény v respiraéni soustavé byly studovany na prase¢im modelu CF.
Ziskana data ukazuji, ze abnormalni dychaci cesty, povrchova plicni kapalina (ASL,
z angl. ,airway surface liquid“) o niz§Sim pH a s ni souvisejici patofyziologické jevy
a procesy by se mohly vyskytovat u pacientli s CF jiZ pfinarozeni. Za zminku stoji
predevsim zvysené mnozstvi mucind, problematické odluc¢ovani hlenu ze submuko6znich
zlaz nebo také naruSend antimikrobialni ochrana, kterd mé za nasledek také rozpad bunék,
pfi kterém dochdzi k uvoliiovani DNA z divodu nahromadéni fagocytujicich bunék.
Nasledkem pak mohou byt infekce a zanéty vedouci vétSinou az k poSkozeni plic, k nimz

obvykle dochazi uz v predikolnim ve&ku'®!

. Bunky plic jsou poSkozovany zejména
proteasami a ristovymi faktory uvolfovanymi ve velkém mnozstvi zanétlivymi

butikami??.

Mezifasinkova kapalina (PCL, zangl. ,periciliary liquid®), prvni vrstva ASL,
pokryva piimo plicni epitel a sestiva z vody, soli, lipidii, bilkovin a hlenu?’. Objem
1 sloZeni této vrstvy musi byt konstantni, aby byla zachovana jeji optimalni sila 6 pm
az 8 um, coz se shoduje s délkou tasinek, které se dokazou pohybovat v fidkém prostredi
PCL. Hlenova vrstva (ML, z angl. ,,mucus layer*) nachéazejici se nad PCL je hust¢jsi
a silnéjsi, jeji vyska je obvykle v rozmezi 10-30 um, ale mize dosdhnout az 50 pm.
Jeji hlavni slozku tvofi kromé vody také vysoce glykosylované sekretované muciny

(jsou to ptedevsim produkty geni MUCSAC a MUCS5B), ale nachazi se tam i soli, lipidy,

14



proteiny, DNA a rizné bunééné struktury?*?*. Na rozdil od PCL ma vsak proménlivy
objem a slozeni. Diivodem pro to je funkce, kterou tato vrstva plni. Dokaze zadrzovat
rizné mnozstvi kapaliny, diky ¢emuz udrzuje konstantni vysku PCL. Spolecné
se tyto dve vrstvy ASL podileji na zachycovani a odstraiiovani patogenti z plic procesem

zvanym mukociliarni ,,clearance*%S.

U zdravych osob dochézi ke spravné funkci mukociliarni ,,clearance” diky
transepitelialni elektroosmotické sile pohanéné transportem iontli pfes iontové kanaly
jako je predevsim CFTR, epitelidlni sodny kanal (ENaC, zangl. ,.epithelial sodium
channel®) a védpnikem-aktivované chloridové kandly oznacované jako CaCCs
(z angl. ,,calcium-activated chloride channels*). VSechny vyjmenované kanaly se nachazi
na apikalni strané membrany epitelidlnich bun&k respiraéni soustavy?’. Diky témto
kanalim dochazi k transportu CI”, hydrogenuhli¢itanovych (HCO;3") isodnych (Na")
iontli. Kanal CFTR transportuje primarné¢ Cl-, ale je ¢astecné propustny i pro HCOs".
Smérem ven zbuilky, do ASL, jsoutedy transportovany ClI- a HCOs3". Naopak,
pies ENaC proudi z ASL do epitelialnich bunék dychaci soustavy Na® a pro zachovani
elektroosmotické rovnovahy jsou tytoionty dale transportovdny ven zbunék

proteinovym kanalem nazyvanym Na'/K*-ATPasa?®.

Protein ENaC jakoZto amilorid-sensitivni, napétim nefizeny kanal je sloZeny
ze ti podjednotek (o, B a y)*. Jak jiz bylo zminéno, jeho hlavni tilohou je transport Na*
a tim udrZovani jejich homeostazy. Nespravna funkce tohoto proteinu muize mit vliv

na velké mnozstvi fyziologicky relevantnich zmén. Protuto zévére€nou praci

vvvvvv

U pacienti s CF dochdzi k naruseni mukociliarni ,.clearance® mechanismem
zahrnujicim vSechny dfive zmiflované kandly (viz obr. 5, str. 17). Nespravné
nebo v nedostate¢né mife fungujici CFTR kanal mavliv i na ENaC a CaCCs?!.
Pti poruse CFTR proteinu je v buice zadrzovano vétsSi mnozstvi ClI0 1 HCOs,
které nemohou byt sekretovany. Z ditvodu zachovani elektroneutralniho prostiedi to vede
ke zvySeni aktivity ENaC a tim ik influxu vétsiho po¢tu Na* do buiiky?®. Nasledkem
tohoto procesu je osmotickd zména prostiedi uvniti epitelidlni buiniky. Aby doslo
ke kompenzaci této zmény, zacne dovnitt buiiky prochdzet voda z PCL. JelikoZ musi
zustat zachovany objem PCL, do této vrstvy pak prochazi voda z ML. Kone¢nym
disledkem je vyCerpani vody z ASL acelkové snizeni jeji vySky. Dochazi
tak k vyznamnému zvyseni viskozity prostfedi a v tomto hustém hlenu se fasinky nejsou
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schopny  pohybovat*’.  Piiomezeném  &iznemoznéném  pohybu  fasinek
neni pacient schopny vykaslat husty hlen, ktery se mu tak hromadi v plicich a vytvari
vhodné prostfedi pro zadrzovani necistot a patogennich mikroorganismti. Oportunni
mikroorganismy  jsou schopny mnozitse iV prostiedi bez pfistupu  vzduchu
a vyhovuje jim proto i toto husté prostfedi hlenu®3. V&tsi mnozstvi bakteridlnich bunék
vede také k uvolnéni proteas aktivujicich ENaC>*. Hyperfunkce ENaC vede kromé jiného
k ovlivnéni signélnich drah spojenych se zanétem. Dochazi k aktivaci imunitnich bun¢k,
zvysené expresi zanétlivych cytokinti a nasledné k zanétu®. Opakované zanéty zpisobuji
poskozeni dychaci soustavy, coz u téchto pacientii mize vést az k potiebé transplantace
plic®.

Bunky respira¢niho traktu jsou poskozovany také v disledku oxidativniho stresu,
ktery je projevem nadmérné hladiny reaktivnich forem kysliku. U zdravého c¢lovéka
je udrzovan spravny pomér mezi témito reaktivnimi formami kysliku a antioxidanty jako
je glutathion a thiokyanatovy aniont. U nemocného jedince s CF vSak dochazi vlivem
naruSené funkce CFTR kandalu k poklesu koncentrace danych antioxidantli pfitomnych
v ASL, jelikoz pravé CFTR protein se podili na jejich transportu. Dalsi problém tkvi
ve zvysujicim se mnozstvi reaktivnich forem kysliku, které je disledkem vysokého poctu

zanétlivych bungk, jeZ je tvoii’’.
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Obr. 5: Mukociliarni ,clearance“ uzdravych jedincii (A) a nemocnych s CF (B).
Za fyziologickych podminek dochazi prostfednictvim CFTR a CaCCs k ptenosu Cl- a HCOs3~
z buniky do prosttedi ASL a transportu Na* z ASL do butiky prostiednictvim ENaC. Tyto Na*
jsou pak dale transportovany pies Na'/K'-ATPasu. U pacientii s CF vede porucha CFTR
k zadrzovani vétsiho mnozstvi CI- a HCO;™ uvnitt bunky a kvuli zachovani elektroneutrality
prostiedi se zvySuje aktivita ENaC, a tedy influx Na* do butiky. K hyperfunkci ENaC vedou také
proteasy uvolflované bakteridlnimi buiitkami. Nasledkem naruSené osmolarity uvniti bunky
je od¢erpavani vody z ASL, jejiz vrstva se tak neustale ztenCuje a fasinky nejsou schopny
se dostatecné pohybovat v hustém prostiedi hlenu, coz zpisobuje oslabeni mukocilidrni
,.clearance* a hromadéni negistot a patogent v plicich. Obrazek byl pfevzat a upraven?®.

Jak jiz bylo zminéno, snizend mukocilidrni ,clearance” souvisejici také
s nizkym pH ASL vede k hromadéni patogent v plicich nemocnych osob a naslednému
zanétu. Ukazuje se, ze na snizené pH ASL ma vliv nejen CFTR, ale mimo jin€ 1 transport
HCOs;™. ZvySenim pH bylo dosazeno zlepSeni antimikrobidlni ochrany atim pteziti
mensiho mnozstvi bakterialnich bun€k pfi porovnani s poctem patogenil piezivajicich

v ASL pfi ptivodnim nizkém pH3®.

SloZeni mikrobiomu plic je z&vislé na vé€ku pacienta trpiciho CF. U déti 1ze pozorovat
vetsi riznorodost nez u dospélych pacientti. Obecné je vSak mozné fict, ze dominantnim
patogenem udéti  je  Staphylococcus aureus  spolu s Haemophilus influenzae
a s narustajicim vékem se do poptedi dostava bakterie Pseudomonas aeruginosa (PA).

Mén¢ Casto se unemocnych jedinct vyskytuje 1 Burkholderia cepacia komplex (Bcc).
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Vzhledem k Cetnosti vyskytu PA a zavaznosti onemocnéni u pacientli kolonizovanych

bakteriemi Bcc se tato diplomova prace zaméfuje pravé na uvedené bakterialni druhy>°.

Dalsim potencialnim vysvétlenim nadmérného osidleni respiracni soustavy pacienta
s CF témito mikroby je zvySena adherence k mucintim s glykosylaci odliSnou
od té nachazejici se u zdravych jedincti. Jiz zminované muciny jsou glykoproteinové
komplexy o enormni velikosti sloZzené z mnoha monomert vzajemné spojenych pomoci
disulfidickych vazeb. Ob¢ skupiny mucind, sekretované muciny (jako MUCSAC
nebo MUCS5B) i membranové-vazané muciny (zejména MUC1, MUC4 a MUC16), jsou
vylu¢ovany pohéarkovymi buiikami anebo podslizni¢nimi zldzami. V obou ptipadech
se jedna o dlouhé fetézce aminokyselin, z niz velkou c¢ast tvofi seriny a threoniny.
Pravé v oblastech s Cetnym vyskytem téchto dvou aminokyselin jsou O-glykosidickou
vazbou pfipojeny glykany obsahujici fukosu, galaktosu nebo N-acetylglukosamin,
a to obvykle vazbou ptes N-acetyl-D-galaktosamin. Tyto glykany byvaji dale zakonceny
sialylaci nebo sulfataci*’. Za patofyziologickych podminek CF vsak dochazi k poklesu
glykosylace mucint tvoficich hlen, jez je oproti hlenu zdravého ¢loveéka nejen mnohem
viskozngj$i, ale obsahuje také vyS$i mnoZstvi lipidd a proteinll. Je nutny zminit,
ze se odliSuje také glykosylace sekretovanych mucinil a na membranu vazanych mucint.
U sekretovanych mucint sledujeme vyssi sialylaci a niz$i fukosylaci, zatimco u druhého
typu mucinll je tento trend opacny, a zfejmé praveé tato sniZend sialylace a zvySena
fukosylace je diivodem zvysené adherence mikrobialnich bunék?*!. Rozdily Ize pozorovat

také u glykolipidd, u kterych dochazi ke snizeni fukosylace a sniZeni sialylace*?.

1.1.2 Symptomy a diagnostika onemocnéni

Multifaktoriadlni onemocnéni CF se u pacientd s naruSenou funkci CFTR proteinu miize
projevit mnoha zplsoby v rtizné mifte a fazi Zivota, a je proto klicové diagnostikovat toto
onemocnéni a zahdjit podptrnou lécbu véas. JelikoZ u novorozencli nemusime pozorovat
74dny z ptiznakti CF, kvilli své zavaznosti je v Ceské republice jednou z dvaceti nemoci
testovanych v ramci novorozeneckého ,,screeningu“***°. Navenek lze u nemocnych
s CF pozorovat naptiklad palickovité prsty, soudkovity hrudnik, tenké koncetiny
46-49

anafouklé bficho, které je disledkem nedostatecného natraveni potravy

Mezi mnohem vaznéjsi projevy patii postizeni dychaci soustavy ¢i reprodukéni soustavy
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a gastrointestinalniho traktu**-!

. Mezi zékladni patofyziologické jevy pacientii s CF
se fadi i ovlivnéni potnich Z14z%2. Nelze opomenout ani problémy s kosterni soustavou
— pacienty miize postihnout i porucha rastu, osteopordza a bolesti kloubli (Castokrat
zptisobené artritidou)®®>. Vyjimkou neni ani anemie &i snizené mnoZstvi krevnich
bilkovin, zejména albuminu, projevujici se otoky, coz je uzce propojeno s narusenou

funkeci travici soustavy (konkrétné s travenim bilkovin)>*,

Narusend funkce respiracni soustavy se objevuje téméf u vsech pacienti s CF.
S dychacim ustrojim souvisi kromé vySe uvedenych problémti i mnozstvi dalSich
symptomil. Mezi né patii naptiklad chronicky kasel zpisobeny potiebou odstranéni
hustého hlenu zplic, ktery miize vyustit aZzv hemoptyzu (vykaSlavani krve)>.

K patologickym zméndm dochdzi i v nosu — tvorba nosnich polypli ma za nésledek

vvvvvv

Reprodukéni soustava je postizend azu 98 % muzi. Problémem u muzskych pacienti
je pranik spermii do ejakulatu®’. Zenské populace pacientek s CF trpi ¢astym vyskytem
cyst na vajeCnicich aneplodnost unibyvd zplsobend napiiklad vyskytem pfilis
viskézniho hlenu. Tuto bariéru muzské spermie obvykle nejsou schopny piekonat.
Mezi dal§i mozné divody problematického poceti se v souvislosti s Zenskou populaci
pacientek s CF v literatufe uvadéji tfeba poruchy ovulace, abnorméalni hladiny hormoni

nebo pozménénd sekrece HCO3™ v d&loze’' 8,

Travici obtize setaké vyskytuji uvice neZ 80 % nemocnych s CF ajsou uzce
provazany s naruSenim respiraéniho systému®>%°. Chronicky kasel postupné ovliviiuje
fyziologii riznych casti gastrointestinalniho traktu. V dusledku vysokého nitrobtisniho
tlaku dochdzi nejen k bolestem bficha, aletaké k oslabeni jicnového svérace,
coz vyustuje az v gastroezofagedlni reflux. Nebezpeci pak tkvi pravé v pravidelné
se opakujicim navraceni potravy a zalude¢nich $tav do jicnu nebo, v hor§im ptipade,

az do ust. Kysela povaha téchto §t4v pak narusuje bun&nou sténu jicnu®°!,

Jak jiz bylo zminéno, u mnoha lidi s CF dochdzi k omezenému traveni potravy,
coz je zpusobeno snizenym mnoZzstvim travicich enzym, jako jsou lipasy, amylasy
nebo trypsin, ve stievech. Tyto enzymy mohou byt plné¢ funkéni, ale jejich vstup
do stfeva je blokovan ve vyvodech slinivky bfisni hustym hlenem®. Objevuji se viak
1 ptipady, kdy funkce téchto enzymi neni dostate¢nd, coZ je nasledkem narusené sekrece

iontt HCO3 %3,
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Nejproblematictéjsi slozkou traveni jsou u téchto pacientt tuky, které se Castokrat
vylucuji stolici v nestravené podobé. Stolice byva proto hodné pachnouci, mastna,
objemnd, atudiz miZe zpdsobit azucpani pacientova stieva®. Jednim z typickych
pfiznakti CF u novorozence je pravé mekoniovy ileus, tedy ucpani stfeva mekoniem
(neboli smolkou) tvofenym zejména hlenem, zlucovymi barvivy a buiikami odtrzenymi
z gastrointestinalniho traktu®*%3. Mekoniovy ileus je tedy jednim z prvnich ukazatel@l
pro diagnostiku CF. Jiz jen v pfipadé podezieni na CF je nutny okamzité¢ zapocit
intervenci, a to napiiklad suplementaci potfebnych slozek potravy a vitamint, jelikoz
pfinespravné fungujicim trdveni tukl nedochdzi anik zddané resorpci vitamint
rozpustnych v tucich (D, E, K, A). Mize tak pomémé jednoduse dojit ke znacné
hypovitamindze. Projevem hypovitamindzy vitaminu D jsou mimo jiné také jiz diive
zminované problémy s kosterni soustavou. Dal§im nésledkem snizené resorpce tukl
je ztrata znacného mnozstvi energie, jez je zejména u déti dilezita pro rast a pribirani na
vaze®,

S pfibyvajicim vékem seulidi sCF objevyji 1dalS§i problémy spojené
s gastrointestindlnim traktem. Jsou to napfiklad opakujici se pankreatitidy, tvorba
zluCovych kament, porucha az cirhdza jater ¢i cukrovka vazana na CF bézn¢ oznacovana
zkratkou CFRD (z angl. ,,CF related diabetes®). Tato CFRD se mlZe objevit
pfi poSkozeni pankreatickych B-bunék syntetizujicich inzulin. Vyskyt CFRD koreluje
s vékem pacienta s CF — jen velmi malé procento détskych pacientl trpi timto typem

cukrovky, aviak trapi témét 50 % jedincti s CF nad 40 let®,

Jiz diive byl v této praci zminovan potni test, ktery Ize pouzit pro diagnostiku CF
pomérné kratce po narozeni ditéte. Tento test funguje na zdkladé méteni koncentrace
chloridf v potu®2. Toto jednoduché, rychlé a bezbolestni ambulantni vySetieni se provadi
u jedincl s podezifenim na CF. Pot pacientll s CF je podstatné slanéj$i oproti potu
zdravych lidi a matka ditéte tak miize slanou chut' pozorovat uz pii prvnim polibku
novorozence®’. Slany pot spolu s mekoniovym ileem patii mezi prvni ukazatele CF.
Tento projev CF je nebezpecny zejména v situacich, kdy pacient ztraci hodné potu, a tedy
iNa" aCl, protoZze v extrémnich pfipadech by mohlo dojit az k hyponatremii
s naslednym Sokem®. Provedeni potniho testu ma tfi fize. V prvni fazi se vyuziva metoda
znama jako pilokarpinova iontoforéza, ktera ma za kol zvysSit produkci potu,
jenzje v dalsi fazi zachycovan na filtracni papir (puvodni metoda zroku 1959)

nebo do kapilary systémem ,,Macroduct* (novéjsi zptisob objeven v roce 1983). Tyto dva
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zpisoby se liSi nejen svym provedenim, ale také nejnizSim mnozstvim potu, které
jenutné ziskat — v pfipadé pouziti filtracniho papirku je to 75 mg potu, zatimco
u systému ,,Macroduct® postacuje 15 ul. Poslednim krokem je analyza potu, k cemuz
se vyuziva chloridometr fungujici na principu coulometrické titrace. Na zakladé
ziskanych hodnot koncentrace chloridii pohybujicich se pod hodnotou 30 mmol/I potu,
lze vyvratit vyskyt CF udaného jedince. Potni test je vyhodnocen jako pozitivni
v ptipadé, Ze ziskané hodnoty piesahnou 60 mmol/l. V tomto piipadé je CF u pacienta
velmi pravdépodobna, avsak k potvrzeni je nutné provést i dalsi, molekularné-geneticke,
vysetieni>*>®. Vysoké hodnoty chloridi totiz mohou byt zfidka zptisobené i jinymi
onemocnénimi, napiiklad atopickou dermatitidou nebo onemocnénimi endokrinniho
charakteru’. Ve tietim piipadé, kdy se hodnoty chloriddl pohybuji v rozmezi 30 mmol/l
az 59 mmol/l, nejsou vysledky potniho testu konkluzivni. V praxi to znamen4, ze potni
test musi byt bud zopakovan anebo musibyt upacienta provedeno 1 vySetieni
molekularné-genetickymi metodami, jelikoZ tyto hrani¢ni hodnoty chloridi mohou,
ale nemusi znamenat vyskyt CF u testovaného €lov&ka®’. Hrani¢ni hodnoty chloridii
se s vysokou cetnosti objevuji u jedincti s atypickou formou tohoto onemocnéni,

ale mohou znagit i jiné nemoci, které jsou spojené napiiklad s nadledvinami’'’2,

Jiz zminéné molekularné-genetické vySetieni se provadi v nasledujicich ptipadech.
Jedna se nejen o vySe uvedené okolnosti, ale taky o prenatalni diagnostiku. V ptipadech,
kdy existuje podezieni na CF uembrya zdivodu vyskytu této nemoci u jednoho
z partnerit nebo v jejich roding, se amniocentézou odebird plodovd voda (zpravidla
mezi 16. a 18. tydnem t&hotenstvi’®) anebo biopsii choria buiiky plodu (obvykle
se provadi mezi 10.a 12. tydnem gravidity’®) pro molekuldrn&-genetickou analyzu’®.
Vzhledem k problémtm s pocetim u lidi s CF je Castéj$i varianta provést molekularné-
genetické vySetfeni DNA leukocytl izolovanych z periferni krve jesté pied planovanym
oté¢hotnénim. Timto zplisobem miZze byt dosaZzeno selekce bunék bez mutace v genu
pro CFTR protein, kter¢ mohou byt déale pouZzity pro umélé oplozeni s vyrazn€ niZsi

pravd&podobnosti vzniku CF u potomka’.

V ramci molekularné-genetického vySetieni se k nalezeni potencidln€ mutovanych
alel daného genu vyuzivd polymerasovad fetézova reakce zndmd pod zkratkou PCR
(z angl. ,,polymerase chain reaction*). Pokud dojde k objeveni obou mutovanych alel
CFTR genu, toto vySetieni lze s jistotou prohlésit za pozitivni a pacient trpi CF. V dalSich

ptipadech vSak vysledky nejsou tak zfejmé. Pokud je objevena jedna mutovana alela
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dan¢ho genu a objevuji se dalSi pfiznaky odpovidajici CF, tak je u pacienta vysoka
pravdépodobnost vyskytu této zakeiné nemoci’. Avsak za b&znych okolnosti se v ramci
molekularné-genetického vySetieni testuji pouze nékteré mutace genu pro CFTR protein.
Jedna se o nejrozsitené;$i mutace vyskytujici se u vice nez 80 % jedinci postizenych CF.
Pokud tedy neni objevena mutovana alela, nelze s jistotou rozhodnout, zda dany ¢lovék
neni pacient trpici CF, jelikoz mize mit vzacnou mutaci. Zatéchto okolnosti
se u nemocnych s vysokou pravdépodobnosti odhaleni CF proto pfistupuje k dalsimu
testovani, které spociva v sekvenovani a dikladné analyze vSech moznych patologii

v CFTR genu’!.

Dalsi diagnostickou technikou je méreni transmembranového rozdilu potenciali,
které se ale nepouziva udéti do 6let v&ku’’. Principem této metody je méieni
bioelektrickych potencialii mezi dvéma elektrodami. Jedna elektroda, méfici, se obvykle
nachéazi na nosni sliznici (nebo pfipadné rektalni sliznici’®) a druha, referenéni, byva
lokalizovana v podkozni oblasti paze. Pfed samotnym méfenim je vSak nutna aplikace
amiloridu a isoproterenolu. Amilorid inhibuje funkci ENaC kanalu pro Na*, ¢imz dojde
k depolarizaci membrany, jelikoZ se snizi absorpce téchto iontli. Naslednym podanim
isoproterenolu dojde u zdravého clovéka k opétovnému zvysSeni potencidlu, avSak
z divodu poruseného CFTR proteinu, na ktery isoproterenol mimo jiné cili, nedojde
u nemocného jedince s CF k normalni odpovédi, a tudiz se pozitivni vysledek tohoto testu
poukazujici na pfitomnost CF projevuje zapornéjsi naméfenou hodnotou rozdilu

potencialt’.

1.1.3 Imunitni systém a IéCba cystické fibrozy

1.1.3.1  Imunitni systém

Obranyschopnost  lidského organismu je zabezpeCovana vrozenou imunitou
nespecifickou vii€i antigenu a ziskanou neboli adaptivni (specifickou) imunitou. Vrozeny

i adaptivni imunitni systém maji dvé& diileZité komponenty — bun&¢nou a humoralni®’.

Antimikrobidlni obrana je zapocata vrozenou imunitni odpovedi. Antigen se setkava
nejdiive s fyzickymi bariérami, jako jsou sliznice, klize, plicni epitel ¢i mezibunééné
spoje regulujici propustnost skrz epitel. Neméné dulezitd je 1 mukociliarni ,,clearance®.

Dale se patogen setkava s chemickymi bariérami, které jsou tvofeny naptiklad snizenym
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pH, lysozymem ¢idalSimi antimikrobidlnimi peptidy a proteiny, jako je tieba
B-defensin-3 nebo laktoferrin. Problematickd je také funkce proteinu znamého
pod zkratkou SPLUNCI1 (z angl. ,short palate lung and nasal epithelial clone 1°).
Tato na pH zavisld bilkovina je dilezita pro vazbu produkti bakteridlnich bunék
a inhibici absorpce Na®. V podminkach s nizkou hodnotou pH, které se vyskytuji
unemocnych s CF v8ak dochézi k deaktivaci jeji funkce, coz dale ptispiva ke snizeni
obranyschopnosti pacientova organismu. Neopomenutelné jsou také dal$i imunitni
mechanismy, jako je aktivita proteas ¢iantioxidanti, které byly kratce popsany
jiz diived!.

V dal$im kroku dochdzi k zapojeni aktivnich obrannych mechanismi — bunécné
a humoralni slozky. V ramci vrozeného imunitniho systému se do boje s cizorodymi
latkami a patogeny zapojuje nékolik typi bunék. Jedna se o fagocytujici makrofagy,
dendritické bunky, neutrofily, eozinofily, bazofily, zirné buiiky a fadi se sem 1 pfirozené
zabije¢ské bunky zndmé jako NK bunky (z angl. ,natural killer cells®), které maji
narozdil od ptfedchozich typi bunc¢k schopnost imunologické paméti. Humoralni
komponentou je systém komplementu, lektind a interferont®®. Komplement je systém
nckolika desitek rozpustnych proteind, které se kaskadovité aktivuji na G€innd agens.
Tato soustava mize byt aktivovdna nékolika rliznymi zplsoby, a to klasickou drdhou
(prvni protein z komplementové kaskady oznacovany jako C1 se vdze na protilatky
interagujici s mikrobidlnim povrchem), lektinovou drahou (lektiny véazajici mannosu
anebo ficoliny rozeznavaji polysacharidy na povrchu patogenu) anebo alternativni cestou
(spontanni aktivace pies latky pfirozené se vyskytujici u patogennich mikroorganismi).
Ve vSech ptipadech vznika proteolyticky enzym C3 konvertasa a nakonec MAC komplex
(z angl. ,,membrane attack complex®), ktery zpusobi zabiti alyzi bunky dan¢ho

patogenugz.

S vrozenym imunitnim systémem je uzce propojena i odpovéd’ ziskaného imunitniho
systému, ktery vSak na rozdil od toho vrozeného reaguje mnohem pomaleji.
Kromé vysoké antigenni specifity se od vrozené imunity odliSuje také imunologickou
paméti. Bunéénou komponentu tvoii T lymfocyty a humoralni slozkou jsou B lymfocyty
a protilatky produkované plazmatickymi butikami vzniklymi diferenciaci B lymfocyta®.
Protilatky (imunoglobuliny) mohou byt sekretované anebo vdzané na membranu. Jsou to
glykoproteiny, které dokazi specificky rozeznat a nisledné navazat antigenni epitop®*.

Obecna struktura protilatek (sekretovanych i vdzanych na membranu) je znézornéna
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na obr. 6 (str. 24). Dva lehké fetézce a dva tézké fetézce jsou disulfidickymi mustky
udrzovany v konformaci pfipominajici tvar pismene Y. Pomoci proteasy lze protilatku

t3. Konstantni oblasti

rozstépit na dveé Casti — dva Fab fragmenty a jeden Fc fragmen
lehkého/tézkého ftetézce (Cir/Cn) se svou aminokyselinovou sekvenci nelisi
mezi protilatkami z riznych klonti lymfocytti B, na rozdil od variabilnich oblasti téchto
fetézct (Vi/Vh). Tyto Vi/Vu se nachazeji na N-koncich proteinové sekvence, a pravé
na koncovych tsecich Vi ¢i Vu je misto oznaCované jako paratop, na néjz se vaze epitop
antigenu. Existuje nékolik typi protilatek, které se odliSuji v aminokyselinové sekvenci
CL ¢i Cu. Lehky fetézec se oznacuje k nebo A. Tézky fetézec muze byt p, d, v, o nebo €
a na zéklad¢ nich rozliSujeme protilatky péti tfid — IgM, IgD, IgG, IgA a IgE. Prvotnim
typem protilatek tvoricich se pfi imunitni reakci na antigen je IgM. Nejvyznamnéj$im je
IgG, jehoz mnozstvi v séru mnohondsobné prevysSuje koncentraci vSech ostatnich

imunoglobulint®,

Lehké
retézce

Misto vazajici
antigen

Fab

Fc

@j f ¢y )<— Sacharidy

\ /

Tézke
retézce

Obr. 6: Struktura protilatky. Dva lehké a dva tézké fetézce jsou spojeny disulfidickymi mustky.
Stépenim proteasou mohou vzniknout dva Fab fragmenty a jeden Fc fragment. Na konci Vi
(variabilni oblasti lehkého fetézce) a Vi (variabilni oblasti tézkého fetézce) se nachazi paratop
vazajici antigen. Konstantni oblast lehkého/tézkého fetézce je znaCena Cp/Cy. Obrazek
byl inspirovan autofi Hoffman a spol®.
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1.1.3.2 Profylakticka IéCba cystické fibrozy

Jak bylo uvedeno vyse, u nemocnych s CF dochdzi k ¢astym bakteridlnim infekcim.
K jejich 1é¢bé se vyuzivaji antibiotika, kterych opakované uzivani je nebezpecné zejména
z divodu nartistajiciho rizika vzniku rezistence, kterd mize ohrozit zivot pacienta s CF.
U téchto lidi je také vysoké riziko projevi infekce zptisobené aktivni imunizaci, které
se zvysuje opakovanou aplikaci antigenu®. Hledaji se proto dal3i terapeutické moznosti.
Alternativou ¢i dodate¢nou formou 1é¢by symptomi CF, o které pojednava odsek 1.1.3.3
na str. 27, je profylakticka 1écba pomoci protilatek nebo glykokonjugatii. Pouziti sav¢ich
protilatek IgG je problematické, jelikoz Casto aktivuji systém komplementu, coz vede
k zanétlivym procesiim. Resenim by mohlo byt pouziti slepi¢ich protilatek IgY, které je
vyhodné z n¢kolika divodii. Ziskani IgY (ve velkych mnozstvich) z vajec imunizovanych
slepic je rychly, efektivni a levny zplisob. Dale je vyhodou moznost opakovaného
neinvazivniho ziskavani IgY ze slepi¢ich vajec na rozdil od savcich protilatek, které
se musi izolovat z odebrané krve imunizovaného zvifete. Neopomenutelnou ptrednosti
slepi¢ich protilatek IgY je jejich bezpecnost. Vzhledem k faktu, Ze slepi¢i vejce jsou
ve svété beéznou soucasti lidské potravy, riziko spojené s imunitni reakci organismu
variant podptirné 1é¢by CF a mnohych dalsich chorob®”#*®, Podle publikace dokladajici
desetileté¢ uzivani této 1€cby zamétené proti bakterii PA nedoslo béhem cel¢ dekady
k zadné nebezpecné reakci lidského organismu®®. Vedle bezpe&nosti byla prokazana také
ucinnost téchto imunoglobulind proti bakterialni infekci a ochrana pfed tvorbou biofilmu.
Tyto protilatky mohou inhibovat bakterialni adherenci na lidské buiiky plicniho epitelu.
Lze vSak pfipravit a purifikovat i protilatky, které budou fungovat na jiném principu
a budou cilit naptiklad na toxiny produkované bakteriemi nebo agregaci bakterialnich

bunék. Vyuziti slepi¢ich imunoglobulind je proto do budoucna velice perspektivni®’#,

DalSi nadéjnou variantou pro nahrazeni antibiotické 1écby ¢i protilatek jsou
glykokonjugaty. Mezi glykokonjugaty se fadi nékolik typli sloucenin, naptiklad
glykoklastry, glykodendrimery, glykopolymery, neoglykoproteiny, glykonanocastice.
Zakladni rozdily ve struktufe jednotlivych typli molekul jsou zndzornény na obr. 7
(str. 26)*°. Obecné se jedna se o syntetické latky slozené z centralni molekuly, jako je
naptiklad rozvétvena alifatickd struktura nebo struktura s aromatickym jadrem, porfyrin
nebo kalixaren. Na centralni ¢ast molekuly se vaze jedno nebo vice sacharidovych ramen

a valence molekuly je déna pravé poctem téchto glykosylovanych ramen”.
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Obr. 7: Schématické znazornéni struktur jednotlivych typu glykokonjugati. Obrazek byl
pievzat a upraven®,

Vyhodou je, Ze Ize pfipravit glykokonjugat sloZzeny zrlznych sacharidd
(tzv. heteroglykokonjugit) — jedna molekula nemusi obsahovat pouze jeden typ
sacharidi, ale muze byt kombinaci néckolika rtznych sacharidovych jednotek,
cozumoznuje zvysSeni afinity k lektinim vézajicim se na cukerné zbytky. Pravé
kvili ptipadnému obsazeni vazebnych mist lektini miize dojit k inhibici adherence
bakteridlnich bunc¢k na glykosylované struktury nachazejici se naptiklad na povrchu
bun¢k plicniho epitelu. Nemélo by tedy dochézet k naruseni zivotaschopnosti bunék
daného patogenu ani ke vzniku rezistence’'. Na zakladé principu obsazeni vazebnych
mist se da predpokladat, Ze wvalence glykoinhibitoru bude hrat velkou roli
v anti-adheren¢nim G¢inku dané slouceniny. Ukazuje se vSak, Ze prostorové usporadani
Heteroglykokonjugaty zplisobuji také nestabilni agregaci bakterialnich bunék (odliSnou
od biofilmu), diky ¢emuz nésledné dochézi k poklesu jejich dalSiho Sifeni v organismu.
Vysledkem je také vySsi antibioticka Uc¢innost (glykany mohou vést k efektivnéjSimu
vstupu antibiotik do bun€k) a naopak, snizeni zanétlivé odpovédi organismu projevujici

se mensi degradaci epitelialnich plicnich bun&k®*.

Vysledky studii demonstruji pozitivni efekt heteroglykokonjugati na adherenci
bakterii na plicni epitel zdravych jedinci 1 pacienti s CF. Inhalacni podévani
téchto inhibitordi mélo pfi sou€asné aplikaci antibiotik vyznamny terapeuticky vliv.
V kombinaci s antibiotikem ciprofloxacinem doSlo také k likvidaci znacného poctu

bakterii mukoidniho kmene®*.

Literatura dale poukazuje na mozny dvoji ¢inek nékterych glykokonjugatti. Prvnim
ucinkem jsou jiz zminované anti-adheren¢ni vlastnosti sloucenin. Pokud se vsak na tkan

s bakteridlnimi buiikami v pfitomnosti glykokonjugatu, ktery méa ve své struktuie
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zaclenény zlaté nanocastice kratce aplikuje zateni z blizké infraervené oblasti (650 nm
az 900 nm), dojde také k vyraznému sniZeni tvorby biofilmu a baktericidnimu ucinku

téméf bez poskozeni lidské tkang’!.

Pomérné nizka cena 1écby slepicimi protilatkami IgY nebo glykoinhibitory motivuje
védeckou komunitu k jejimu dal§imu zkoumadni, a pravé proto se i tato prace zamétuje
na danou problematiku. Testovany a diskutovany budou slepi¢i imunoglobuliny a také

glykoklastry na baze fukosy.

1.1.3.3 Symptomaticka léCba cysticke fibrozy

Symptomaticka 1é€ba CF se kromé& antibiotické 1é€by infekci (rizné antibiotika mohou
byt podavana odliSnou formou - peroralng, intravaskularné, intramuskularng,
s dychaci soustavou a gastrointestinalnim traktem. Terapeuticky zéklad tvoii fyzioterapie
zamétené na zlepSeni funkce mukociliarni ,,clearance®. V ramci ni se pacienti soustiedi
na spravné dychani spojené s vykaslavanim hustého hlenu. Dnes uz jsou béznou praxi
také vibracni vesty napomahajici pravé dalSimu odstranéni hlenu z plic. Nemocni jedinci
dopliyji fyzioterapii inhalaci osmoticky aktivniho hypertonického solného roztoku, ktery
ma za cil nafedit viskdzni hlen pro jeho snadnéjsi vykaslani a tim nasledné i zlepsit funkci
plic. Tento roztok plni i1 dalsi funkci — dopliiuje do organismu ionty, které pacient

ve velkém mnoZstvi ztraci potem®>%%,

Jiz diive byla zminéna potieba suplementace né&kterych slozek potravy, jako jsou
mastné kyseliny, vitaminy nebo minerdly. U pacientll s CF se mimo jiné vyskytuje
1 nedostatecné mnozstvi kyseliny dokosahexaenové pattici do skupiny omega-3 mastnych
kyselin a kyseliny linolové fadici se mezi omega-6 mastné kyseliny. Z kyseliny linolové
se nasledné syntetizuje kyselina arachidonova, kterd pfi nespravném pomeéru mastnych
kyselin souvisi se zvySenym rizikem zanétlivé reakce organismu pacienta. [ z tohoto
diivodu pacienti dlouhodobé€ uZivaji rybi olej, ktery obsahuje vysoké mnozstvi omega-3

mastnych kyselin””%%.

U nemocnych s CF dochazi castokrat k nedostate¢nému
vstfebavani tukl i pfi suplementaci pankreatem vyluCovanych enzymi. Projevem jsou
nasledné nizké hladiny vitaminli rozpustnych v tucich (D, E, K, A), které je potieba
pacientim dodavat formou tablet ¢i kapsul. Vzhledem k malabsorpci vitamint se vSak

stale hledaji a testuji dalsi, 1épe vstiebatelné formy téchto vitamint (jako jsou tieba
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emulze, nanoemulze, nanomicely, liposomy nebo lipidové nanocastice) a probihaji také
klinické studie, jejiz pozitivni vysledky mohou vést ke znaénému zlepSeni kvality Zivota

téchto pacienti®.

V poslednich letech se zna¢né rozsitila terapie modulatory CFTR proteinu. Tyto latky
jsou sice ucinné a v mnoha ohledech zmirfiuji obtize zpisobené CF, ale nemaji vSestranné
vyuziti. Jednd se o molekuly, které mohou vyrazné zlepSovat funkci CFTR kandlu
nebo jeho stabilitu. Jsou vSak ucinné pouze u nékterych typti mutaci v genu pro tento
protein, a tudiz je nelze vyuzit u v§ech pacientti. U nemocnych jedincii s mutaci, na kterou

modulator cili, je ale 1é¢ba témito modulatory velice zddana i navzdory vysoké ceng!®,

Modulatory CFTR proteinu se rozdé€luji do n€kolika kategorii podle svého ucinku.
Prvnim typem moduldtorii jsou potencidtory. Prvni znamy potenciator, perordlné
podavana tableta ivacaftor (také znamy jako VX-770), byl schvélen vroce 2012.
Ivacaftor (s obchodnim nazvem Kalydeco) cili na mutace spojené s nespravnou funkci
otevirani CFTR kandlu, a tedy s naruSenym prichodem iontt (III. a IV. tfida mutaci
CFTR genu). Nefunguje tedy na nejcastéjsi mutaci F508del pattici do II. tfidy mutaci,
ktera zptisobuje nespravné seskladani CFTR proteinu projevujici se jeho nedostate¢nym
mnozstvim na apikalni membrané bunky. U tohoto malého mnozstvi kanalt, které
se dostanou na membranu je jeSté pozménéna 1 jejich schopnost otevirani a stabilita
proteini. Vyhodou je, ze ivacaftor zplsobuje také redukci mnozstvi piezivajicich
bakterialnich bun¢k PA, které se vyskytuji u pacientl, ¢imz sniZuje pravdépodobnost

infekce a zanétu, a tudiz vede ke zlepseni funkéniho stavu plic!%0-102,

Casem se ivacaftor zacal pouzivat jako kombinovana terapie s jednim nebo pozdgji
az se dvéma korektory. Korektory jsou slouceniny, které se vyuzivaji k 1é¢bé symptomu
CF spojenych s mutaci F508del. Zamé&fuji se tedy na spravné sloZeni a néasledné tpravy
CFTR proteinu tak, aby doSlo ke zvySeni mnoZstvi téchto kanald na apikalni bun&cné
membrang. Ivacaftor piisobi ve dvojkombinaci sprvnim znamym korektorem,
lumacaftorem (sloucenina s oznacenim VX-809), anebo v trojkombinaci s dalsi generaci
korektorti, tezacaftorem (VX-661) a elexacaftorem (VX-445). Tyto kombinace
(dvojkombinace Orkambi pouzivana od roku 2015 anebo trojkombinace Trikafta (USA)
/ Kaftrio (Evropa) od roku 2019/2020) se ukazaly jako velice prospé$né pro obnoveni

spravné funkce plic!0%:103-105,
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Treti skupinou modulator jsou amplifikitory (jako napi. nesolicaftor znamy
pod oznacenim PTI-428), které nemaji vliv na funkci CFTR kanalu. Zptsobuji vSak
zmnozeni mRNA pro syntézu dalSiho (mutantniho) CFTR proteinu, ¢imz v konecném
dasledku dochazi ke zlepseni stavu u pacientt s CF. Je to navySenim mnozstvi CFTR
kanalt na apikalni membrané. Studie ukazuji, Ze pii aplikaci s dal§imi modulétory

Ize zlepsit funkci CFTR proteinu i dolnich dychacich cest!%,

Ctvrtou kategorii jsou stabilizatory. Tyto modulatory cili na mutace V1., piipadné i II.
tfidy, jelikoz jejich ukolem je zvysit stabilitu (a tudiz i dobu fungovani na apikalni
membrané) CFTR proteinu. Ten je ndsledné lyzosomy degradovan v mensi mife,

¢imz dojde ke zlepseni transportu iontdi kanaly a omezeni projevii nemoci'%.

Dalsi skupinou jsou slouceniny oznacované jako ,read-through® zamétujici se
na . tfidu mutaci v CFTR genu. Tyto malé molekuly umoznuji translaci celé mRNA
do funkéniho CFTR proteinu, ke které bézné¢ nedochazi z diivodu ukonceni translace

piitomnosti pfedéasného STOP kodonu'%,

1.1.3.4 Genova terapie cystické fibrozy

Genova terapie je jedinou moznosti, jak uplné vylécit CF (jeji pficinu, a tudiz i vSechny
priznaky). Prvni zplsob provedeni genové terapie cili na somatické bunky a dalsi
na opravu genu v zarodeénych bunkach. Velkym pozitivem této metody je mozZnost
univerzalniho vyuZiti pro v§echny pacienty. S obéma zpusoby se vSak spojuje mnozstvi
problémt, a genova terapie proto jeSté ani dnes neni dostupna pro pacienty s timto

zavaznym onemocnénim'%’,

U somatickych bun¢k je to ptedev§im neschopnost ovlivnit v§echny organy, takze
by se mohly naptiklad zlepsit respiracni problémy, ale travici obtiZe ¢i ztrata iontd potem
by pfetrvavala. Otazkou také ziistava, jak zajistit bezpecnost (a vylouceni rizik spojenych
naptiklad s rozvojem karcinogeneze) a soucasn€ dlouhotrvajici U€inek lécby. Aktualné
se testuji rizné varianty 1écebného postupu. Jednou z nich je integrovana terapie, pii které
se do jadra buiiky vpravi spravna geneticka informace ve forme¢ DNA, jez se v€leni ptimo
do genomu dané bunky a diky tomu bude ucinek této terapie ptetrvavat dlouhodobé.
Problémem ale je jiz zminované nebezpeci rozvoje rakovinového bujeni, pokud by doslo

k integraci useku DNA do nespravné ¢asti bunééného genomu. Existuje také varianta
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vyuziti neintegrované terapie, pii které je efekt v podstaté opacny — nedojde k zaclenéni
vpravené genetické informace (DNA) do genomu buiiky, a tudiz nehrozi ani riziko vzniku
karcinogeneze, nicmén¢ ucinek bude trvat mnohem krat$i dobu a 1écbu bude nutné
pacientovi aplikovat v pravidelnych intervalech. Moznosti je rovnéz aplikovat pacientovi
genetickou informaci pfimo ve formé mRNA, kdy neni nutné vkladat tuto informaci
do bunééného jadra a integrovat ji do genomu. Vzhledem k nestabilit¢ mRNA by vSak

efekt byl jesté vyrazné kratsi neZ v piipadé neintegrované terapie! %119,

V pribehu poslednich desetileti byly testovany rizné moznosti vpraveni genetické
informace do buiiky — zkoumany byly rekombinantni virové vektory i nevirové vektory.
Prvni pokusy byly zalozeny na adenoviru, a i kdyz nékteré studie prokazaly GspéSnou
transdukei, tak problémem byva vyskyt zdnétu a nutnost opakované aplikace, coz zvySuje
riziko zéanétlivého procesu. Dalsi vyzkumy se zaméfovaly na rekombinantni adeno-
asociované virové vektory, u kterych bylo riziko spojené s imunitni reakci lidského
organismu vyrazn€ nizsi a transdukce byla ucinna. Vliv na zlepsSeni funkce dychaciho
systému se vSak téméf neprojevil. V sou€asnosti se za nejperspektivnéjsi virové vektory
povazuji vektory na baze lentiviril, jelikoz byly objeveny jejich mozné modifikace
Nevirové vektory mohou byt zaloZzeny na riznych molekulach — lipidech, peptidech
nebo polymerech. Studie se zamétuji pfedev§Sim na kationtové lipidy. V ptipadé

nevirovych vektori je riziko zan&tu nizké, avsak stejné tak je nizka i jejich Gi¢innost!,

Genova terapie v zarode¢nych buinikach by méla velkou vyhodu, a to moznou opravu
mutace v CFTR genu bun¢k vSech organt. AvSak vzhledem k mnoha otazkdm
a problémim, vcéetné etickych aspektil, které se s touto moznosti spojuji, se aktualné
vyzkumy zaméfuji na ovlivnéni somatickych bun¢k. Vzhledem k pokrokiim v oblasti
genovych manipulaci, ke kterym doSlo v poslednich letech se vSak da ptedpokladat,
ze vyzkum genové terapie CF by se mohl jesté urychlit. Stoji za tim pfedevsim vysoce
studovana CRISPR/Cas9 metoda, za kterou v roce 2020 ziskaly Jennifer Anne Doudna
a Emmanuelle Marie Charpentier Nobelovou cenu pouze nékolik let od jejiho objeveni,
na kterém spolupracoval také Gspé$ny Cesky védec, Martin Jinek. Podafilo se jim spolu
uspesné nejen odhalit, ale také aplikovat pfirozeny bakterialni mechanismus

nukleasového §tépeni na mozny vyvoj 1é&by riiznych onemocnéni'!'112,
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1.2 Bakterialni druhy Pseudomonas aeruginosa
a Burkholderia cenocepacia

Bakterie PA, jak jiz bylo zminéno, je vedle Bcc jednim ze zavaznych patogend,
které ohrozuji pacienty s CF. Jednd se o gramnegativni oportunni pohyblivy
mikroorganismus, ktery byl poprvé popsan v roce 1882. Jeji elipsovity tvar miva rozméry
kolem 1-5 um (délka) a 0,5-1 um (Sitka). Jako konec¢ny akceptor elektronti dokaze
vyuzivat kyslik (v aerobnich podminkéach) nebo dusi¢nany, pokud se nachdzi v prostiedi
bez kysliku. Tento mikroorganismus preferuje stalou teplotu 37 °C, ale pfeziva i pfi jiné
teploté, kterd se pohybuje vrozmezi 4-42 °C. Schopnost PA piezit v podminkach
s omezenymi zdroji, at’ jiz uhliku nebo energie, umoziluje jeji pfitomnost v riznych
prostfedich. Preziva v pudé, vod€, na rostlindch, v jinych organismech, ale také

ve sterilnim prostiedi nemocnic! 3.

Podobné jako PA, 1 Bcc je pohybu schopny gramnegativni oportunni
mikroorganismus, ktery se umi velmi rychle pfizpiisobovat zméndm okolniho prostfedsi,
a tudiz prezivat ve znacné¢ odliSnych podminkidch i s omezenymi energetickymi
a nutricnimi zdroji. Pravé to je divodem, pro¢ se s ni setkavdme i pii kontaminacich
zdravotnickych pomiicek, prostredki a 1é¢iv! 4. K ptivodnimu objevu Bee doslo aZ v roce
1950'"°. Dnes se k Bec fadi 24 bakteridlnich druhdi, ze kterych jsou nejrozsifend;jsi

114 Ukazuje se viak, ze BC

Burkholderia cenocepacia (BC) a Burkholderia multivorans
je pro nemocné jedince s CF mnohem vétSim rizikem nez tteba Burkholderia multivorans
— v ptipadé¢ BC dochézi ke chronické infekci az v 94 % piipadl, zatimco u infekci
zpusobenych Burkholderia multivorans je tato pravdépodobnost 50%. Progrese

onemocnéni je u BC také vyrazné horsi!!6!117,

Bakterie PA a Bcc se Casto vyskytuji spole¢né, vzajemné interaguji a u lidi s CF proto
patii mezi nejrizikovéjsi faktory zhorSeni projevli nemoci. Infekce PA jsou mnohem vic
rozSitené nez infekce zpisobené Bcc. Nebezpeci tkvi v opakovanych zénétech

“lI8H9 - Cepacia syndrom*

a v pripadé¢ Bcee také ve vzniku tzv. ,cepacia syndromu
je Zivot ohrozujici stav, pfi kterém dochdzi k pneumonii (z&nétu plic) doprovazené
nekrozou tkané, bakteriemii (pfitomnosti bakteridlnich bunék v krevnim fecisti,
jelikoz buniky Bec dokazi prochazet epitelialni bariérou) a syndromem akutni dechové

tisn€. Z bakterii fadicich se k Bcc zplsobuje ,,cepacia syndrom* Castokrat pravée BC,
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na kterou se mimo jiné zaméfuje i tato diplomové prace!?*!?!. Jednim z pozoruhodnych
zjisténi bylo, ze u pacienta miize dojit k projeviim ,,cepacia syndromu* az mnoho let
po prekonani infekce zplisobené Bec!'?2. S obéma bakteriemi (PA i BC) se spojuje
mnozstvi virulentnich faktorti, které napomahaji adherenci bakterii, kolonizaci hostitele

a vzniku infekce s naslednym zanétem.

Buniky PA a BC produkuji virulentni faktory pfimo spojené s bakteridlni buiikou
anebo virulentni faktory, které sekretuji do svého okoli. Do prvni skupiny se fadi adhesiny
a lipopolysacharidy. Do druhé kategorie spadaji exotoxin A, exoenzymy, proteasy,
komplex fosfolipas C, siderofory jako je napfiklad zeleny fluoreskujici pigment

pyoverdin produkovany PA, polysacharid algint, cepacian ¢i DNasa'?>1%4,

Biciky, fimbrie (pili) a lektiny jsou adhesiny proteinové povahy vyskytujici se u PA
1u BC. Polarni bi¢ik zabezpecuje vice tloh. Kromé pohybu umoziiuje bakteridlni buiice
navazat se na povrch hostitelského epitelu a ti¢astni se i na tvorbé biofilmu. Fimbrie maji
podobnou roli jako bi¢ik. Slouzi k bunéénému pohybu, adherenci na bunky hostitele
1 k navozeni produkce biofilmu. Podili se také na regulaci jinych virulentnich faktorti
nebo prenosu gendl pro rezistenci na antibiotika mezi bakteriemi'?> %7, Lektiny
jsou dilezité¢ virulentni faktory, které budou detailné probrany v samostatné

kapitole 1.2.1 na str. 33.

Lipopolysacharidy se nachazeji ve vnéj$i membrané gramnegativnich buné€k bakterii.
Jejich strukturu tvofi lipid A, oligosacharidové jadro a O-antigen. Je zajimavé, Ze na jedné
stran¢ mohou lipopolysacharidy aktivovat imunitni systém hostitele, ale na druhé strané
pred nim chrani bakteridlni buniku. Neopomenutelnd je také role lipopolysacharidi
v bakterialni adherenci — PA se miiZze pfes lipopolysacharid navazat na CFTR protein,
¢imz se lipopolysacharidy pifimo podileji na invazi bakterie dovnitf eukaryotni

125,128

bunky

Exotoxin A je bilkovina produkovand PA, jejiz funkci je inhibice procesu

proteosyntézy v burikich hostitele!'?.

Proteiny oznaCované napiiklad exoenzym S
¢iexoenzym T slouzi bakterii PA k provedeni zmén v aktinové cytoskeletalni siti
hostitelskych bun&k a tim u svého hostitele indukuji bunéénou smrt'?’. I kdyz BC
nevytvaii tyto exotoxiny/exoenzymy, je také schopna piisobit cytotoxicky!%®. Proteasy
(jako je u PA naptiklad elastasa nebo alkalickd proteasa a u BC proteasa ZmpA

nebo ZmpB) kromé& poSkozovani okolnich bunck také inhibuji imunitni systém.
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Fosfolipasy jsou vyuzivany bakterii PA/BC pro vstup do hostitelské builky,

jelikoz §tépenim fosfolipidli se narusi jeji plazmaticki membrana!Z:13°

. Pigment
pyoverdin chelatuje ionty Zeleza a pyocyanin souvisi se vznikem reaktivnich forem
kysliku, které vedou k degradaci biologické tkan¢. Viskdzni vlastnosti algindtu se spojuji
s produkect jiz zminéného mukdzniho biofilmu, jenz zdsadnim zplisobem zhorSuje pribeh
infekci u nemocnych jedinct trpicich CF. Plni vSak i dalsi funkci, a tou je ochrana bun¢k
PA pied fagocytézou'?>. U BC nebyl sice objeven alginat, ale objevuje se u ni
polysacharid cepacian, jehoz primarni funkci je ochrana buiiky této bakterie
pred plisobenim vnéj§ich stresovych podminek'>!. DNasa napoméha bakterii ziskavat

ziviny z okolniho prostredi'?.

1.2.1 Bakterialni lektiny

Lektiny jsou proteinové struktury, které se nachézeji prakticky u vSech zivych organismii.
Pro tuto praci jsou dilezité lektiny u PA a BC, které¢ funguji jako dulezité virulentni
faktory. Ucastni se protein-sacharidovych interakci, které ovliviiuji mnozstvi bunéénych
procest (kontrola kvality bilkovin, vzajemné interakce mezi bakteridlni a hostitelskou
bunikou, mezibunénd komunikace, imunitni odpovéd’ organismu a piipadny zanét
nebo dokonce karcinogenese). Lektiny jsou také schopny aglutinovat buiky
(naptiklad erytrocyty) a vykazuji patogenni a cytotoxicky ucinek na eukaryotni

bl,lflkyl 32,133 .

PA disponuje dvéma lektiny, jejichZ struktury jsou zndzornény na obr. 8 (str. 34).
Prvni z nich, homotetramerni lektin I bakterie PA oznaCovany PA-IL nebo také LecA,
rozpoznava a vaze predevSim o-D-galaktosu, ale sniz$i afinitou navazuje 1 dalsi
sacharidy — B-D-galaktosu a D-N-acetylgalaktosamin!*. Tento protein schopny vazby
jednoho vapenatého iontu (Ca*") obsahuje &tyfi podjednotky, z nichz kazda je slozena
ze 121 aminokyselin s pfibliznou hmotnosti 12,75 kDa'3>!%6, Lektin II bakterie PA
(PA-IIL nebo LecB) se vaZze zejména na L-fukosu a slabgji na D-mannosu a mannan,
L-galaktosu a/nebo D-fruktosu. Opét se jedna o protein slozeny ze Ctyf podjednotek.
Tento protein schopny vézat dva Ca*>" je o néco mensi nez PA-IL — jedna podjednotka
je slozena ze 114 aminokyselin o celkové hmotnosti 11,75 kDa'*”138, Lektin PA-IIL

se podili taktéZ na tvorbé biofilmu a naruSeni pohyblivosti plicnich fasinek, coz ma vliv
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na patogenitu bakterie PA!*>!%_ Pfi studiu obou t&chto lektintl je tfeba si uvédomit,
ze jejich exprese se méni v prubéhu kultivace bakteridlnich bunék PA a je zavisla
na slozeni ristového média. PA-IL se ve zvySené mife exprimuje v kultivatnim médiu
s pritomnosti soli a kvasinkového extraktu, zatimco pro PA-IIL je vyhodné pouziti média

s vysokym obsahem peptonu a hovéziho extraktu'>*,

Obr. 8: Struktura homotetramernich bakterialnich lektini PA-IL a PA-IIL. A — lektin
PA-IL (PDB ID: 10KO). B —lektin PA-IIL (PDB ID: 1UZV). Jednotlivé proteinové fetézce jsou
znazornény rtznymi barvami. Tyrkysovou barvou jsou vyznaeny Ca** a navazané sacharidy
— B-D-galaktosa u PA-IL a a-L-fukosa u PA-IIL. Slabé¢ siva barva zvyraziuje sulfatové ionty.
Obrazky byly vytvofeny pomoci ,,softwaru PyMOL!2136.141,

Bakterie BC produkuje Ctyfi lektiny, které se podobaji PA-IIL. Oznacuji se proto
BC2L-X nebo ptipadné BelX, kde X je pismeno A, B, C nebo D'**!%3_ Opét podobné jako
u PA-IIL, i lektiny BC se podileji na tvorb& biofilmu'*. Prvni z lektini BC, BC2L-A,
ma homodimerni strukturu (podobnou PA-IIL i vazbou dvou Ca*" ve vazebném mistg)
vazajici ve svych dvou vazebnych mistech D-mannosu a N-glykany mannosového typu.
DokazZe se vSak navazat i na heptosy vnéjSi membrany bakteridlnich bunck (na jejich
lipopolysacharidy). Monomerni forma tohoto proteinu mad hmotnost 13,76 kDa
a 129aminokyselinova sekvence BC2L-A je ze 32 % identickd se sekvenci
PA-IIL!42:145:146 " Qtryktura BC2L-A je na obr. 9 (str. 35). Viechny dalsi lektiny bakterie
BC také vazi Ca®". Kromé C-terminalni domény, jeZ je strukturnim analogem PA-IIL,
obsahuji také svoji specifickou, unikatni, N-termindlni doménu. Protein BC2L-B
je tetramer tvofeny 244 a BC2L-D azZ 289 aminokyselinami. Pro nasSe vyzkumné ucely
je zasadni lektin oznacovany BC2L-C, jehoz ctyfi podjednotky obsahuji
272 aminokyselin'*’. Cely hexamerni protein ma molekulovou hmotnost asi 145 kDa

a monomerni forma lektinu mé 28,15 kDa. Dimerni C-termindlni D-mannosa-specificka
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doména lektinu BC2L-C (BC2L-C-ct) s pfibliznou molekulovou hmotnosti 22 kDa
(12,4 kDa / monomer) se shoduje s PA-IIL ve 48 % aminokyselinové sekvence. Druha
¢ast tohoto proteinu, N-terminalni L-fukosa-specificka doména Ilektinu BC2L-C
(BC2L-C-nt) se4lkDa (monomer ma molekulovou hmotnost 19,3 kDa)

je homotrimerni'#. Struktury obou domén lektinu BC2L-C jsou na obr. 10 na str. 35.

Vysoké patogenita lektinovych struktur z nich déld vhodné cile pro hledani dalSich
moznosti antibakteridlni terapie. Mezi né se fadi vyuziti protilaitek nebo rGznych

glykostruktur. Za nejatraktivné;si cilové molekuly jsou v dnesni dob€ povazovany lektiny

PA-IIL a BC2L-C, a pravé proto se na n¢ zaméfuje tato diplomova prace.

Obr. 9: Struktura dimerniho bakteridlniho lektinu BC2L-A. Jednotlivé fetézce proteinu
(PDB ID: 2WR9) jsou znazornény riiznymi barvami. Tyrkysovou barvou jsou vyznaceny Ca*"
a mannosovy disacharid. Slabé siva barva zvyraziiuje sulfatové ionty. Obrazky byly vytvoreny
pomoci ,,softwaru PyMOL'>!%,

Obr. 10: Struktura jednotlivych domén lektinu BC2L-C. A — dimerni struktura BC2L-C-ct
(PDB ID: 2XR4). B — trimerni struktura BC2L-C-nt (PDB ID: 2WQ4). Jednotlivé proteinové
fetézce jsou znazornény ruznymi barvami. Slabé siva barva u struktury A zvyraziuje sulfatové
ionty a u struktury B bromidovy ion. Obrazky byly vytvofeny pomoci ,,softwaru* PyMOL'>143:147,
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2 Cil prace

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo studium inhibi¢niho vlivu slepicich protilatek
a trivalentnich  fukosylovanych glykoklastrii na adherenci bakteridlnich buné¢k
Burkholderia cenocepacia (BC) (kmen ST-32, CCM 7291) a Pseudomonas aeruginosa
(PA) (kmen PAK, ST 1763) na bunécné linie plicniho epitelu CuFi-1 od pacienta trpiciho
CF nebo NuLi-1 od zdravého dérce. Pro splnéni tohoto hlavniho cile bylo potiebné

provést nasledujici dil¢i ukoly:

e Otestovat zivotaschopnost bun¢k PA v ptitomnosti glykoklastra
e Overit expresi lektinh BC2L-C a BC2L-A
o Priipravit protilatky proti N-terminalni L-fukosa-specifické doméné
lektinu BC2L-C (BC2L-C-nt) a C-termindlni D-mannosa-specifické
doméné lektinu BC2L-C (BC2L-C-ct) a poté ovéfit jejich imunoreaktivitu
proti danym antigentim
o Ovérit specifitu anti-BC2L-A protilatek
o Proméfit rGstovou kiivku bakteridlnich bunék BC kultivovanych v LB
(Luria-Bertani) médiu
e Optimalizovat proces fluorescenéniho znacCeni bakterii a provéfit zéavislost
fluorescence na poctu bakteridlnich bunék
e Ove¢tit profylaktickou ti€innost slepicich protilatek a multivalentnich glykoklastrii

v adherencnich testech
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3 Material a metody

3.1 Pouzité pfistroje a material

3.1.1 Pristroje

analytické vahy DV215CD Ohaus, Svycarsko

aparat pro horizontalni pienos Trans-Blot® Turbo™  Bio-Rad, USA
autoklav Varioklav® H+P Labortechnik GmbH,
Némecko

automaticky davkovac s nastavci

Birkerova komurka

centrifuga 5418 s thlovym rotorem FA-45-18-11

centrifuga HERMLE Z 383 K s vykyvnym rotorem
220.86

centrifuga Hettich Universal 320 R s vykyvnym
rotorem #1324 a adapterem #1483A

COz inkubator MCO-170AICUV

Corning® Cell Counter CLS6749

elektroforeticka aparatura Mini-PROTEAN® Tetra
Cell
hlubokomrazici box Thorbi Primus TPU5086DCC

inkubator IB-01E

inkubator s funkci tfepani ES-60
inkubator s funkci tfepani Multitron Pro
laminarni box BIO 126

lamindrni box MB 120

magnetickd michacka KMO 2 basic
mikroskop Motic AE31

mikroskop Nikon Eclipse TE2002-U s programem
NIS-Elements AR 3.00
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Eppendorf, USA

Marienfeld Superior,
Némecko
Eppendorf, USA

HERMLE LaborTechnik,

Némecko
Hettich Zentrifugen,
Némecko

Panasonic Healthcare Co.,

Japonsko
Corning, USA

Bio-Rad, USA

National Lab GmbH,
Némecko
Jeio Tech, Korea

MIUlab, Cina

Infors HT, Svycarsko
Labox, CR

Labox, CR

IKA, Cina

Motic, Némecko

Nikon, Japonsko



mikrovinny autoklav Microjet

mini centrifuga Spectrafuge™

orbitalni tfepacka SHO-2D

orbitalni tfepacka Yellow Line OS 2 basic

pH metr HI-2211

pipetovaci nastavec Pipetus

predvazky 440-35A

sonikator Sonopuls HD 3100 se sondou MS 73

spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro
s programem i-control
spektrofotometr Metash V-5000

spektrofotometr SPEKTROMOM 195D

termoblok MINIB-100 Mini Dry Bath
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System
ultrazvukova vana K10

,,vortex Genius 3

zdroj napéti pro elektroforézu PowerPac™ Basic
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The Rodwell Autoclave
Company, UK
Labnet, USA

Witeg, Némecko

IKA, Cina

Hanna Instruments, UK
Hirschmann, Némecko
KERN, Némecko
Bandelin, Némecko

Tecan, Svycarsko

Shangai Metash Instruments
Co.,LTD., Cina

Magyar Optical Miivek,
Madarsko

MIUlab, Cina

Bio-Rad, USA

KRAINTEK s.r.0., Slovensko
IKA, Cina

Bio-Rad, USA



3.1.2 Material

Precision Plus Protein Dual Color
Standards
2-merkaptoethanol

akrylamid, bisakrylamid

BCIP/NBT ,,Color Development
Substrate*

BEGM™  Bronchial Epithelial Cell
Growth Medium BulletKit™

bromfenolova modf

bunécné linie CuFi-1 a NuLi-1
CaClz - 2H,O

Coomassie Brilliant Blue R-250
D-glukosa - H20O

desticky Corning® CellBind® Flat
Bottom Black Polystyrene — 96
jamek

dimethylsulfoxid

disodna sul hexahydratu
4-nitrofenylfosfatu
dodecylsiran sodny

ethanol
fetalni bovinni sérum

frakce slepic¢ich protilatek S aK
proti BC2L-A (v ptvodni praci
znaenych S1 a K1)

glycerol

glycin
glykoklastry

HCI
HEPES

Merck, Némecko

Fluka, Svycarsko
Merck, Némecko
Promega™, USA

Lonza, Svycarsko

Merck, Némecko
ATCC®, USA
PENTA, CR
Merck, Némecko
Lach:Ner, CR
Corning, USA

Aplichem, Némecko
Merck, Némecko

Merck, Némecko
Lach:Ner, CR
Lonza, Svycarsko

pfipravené  byvalou  studentkou  (Arina
Bolshova) PiF UK, Praha, CR (katedra
biochemie) v roce 201943

Lach:Ner, CR

Merck, Némecko

poskytla Mgr. Lenka Malinovskd, Ph.D.
(vyzkumna skupina prof. RNDr. M.
Wimmerové, Ph.D., Nérodni centrum pro
vyzkum biomolekul, PfF MU, Brno, CR); Dr.
Magdolna Csavas a prof. Dr. Aniké Borbas
(University of Debrecen, Department of
Pharmaceutical Chemistry, Mad’arsko)
Lach:Ner, CR

Thermo Fisher Scientific, USA
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izopropylalkohol PENTA, CR
KCl Lach:Ner, CR
kolagen typu IV z lidské placenty Merck, Némecko

kralici  protilatka IgG ~ (znacena Merck, Némecko

alkalickou fosfatasou)

proti slepicim IgY
kryozkumavky Corning, USA
kultivacni lahve 25-125 cm? TPP, ngcarsko;

Avantor Performance Materials, Inc., USA
kvasinkovy extrakt Thermo Scientific™ Oxoid™, UK
kyselina octova Lach:Ner, CR
LB agar Thermo Scientific™ Oxoid™, UK
LHC-9 medium Gibco™ Invitrogen, UK

lyofilizat fidkého vaje¢ného bilku  poskytl prof. RNDr. Petr Hodek, CSc. (Katedra
biochemie, PfF UK, Praha, CR)

methanol Lach:Ner, CR

MgClz Lach:Ner, CR

moduly F16 POLYSORB Unfra Thermo Fischer Scientific, Dansko
Nunc-Immuno Modules

(NUN96ft)
NaxCOs3 Lach:Ner, CR
Na;HPO; - 12 H,0 Lach:Ner, CR
NacCl Lach:Ner, CR
NaH,PO4 - 2 H20 Lach:Ner, CR
NaHCO3 Lach:Ner, CR
NaNj3 Merck, Némecko
NaOH Lach:Ner, CR
parafilm Bemis, USA
Peha-Soft nitrilové rukavice Hartmann, CR
bez pudru
peroxodisiran amonny Merck, Némecko

PKH26 ,Red Fluorescent Cell Merck, Némecko / MedChemExpress, USA
Linker Midi Kit for General Cell
Membrane Labeling*
PKH67 ,,Green Fluorescent Cell Merck, Némecko
Linker Midi Kit for General Cell
Membrane Labeling*
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plastové Petriho misky
plastové zkumavky — 15 ml a 50 ml

rekombinantni lektiny: BC2L-C,
BC2L-C-nt, BC2L-C-ct, BC2L-A

suSené odtu¢néné mléko
Spicky
tetramethylethylendiamin

(TEMED)
Tris baze

trypton

Tween 20®

Whatman filtracni papiry
(Grade 3)

zmrazovaci kontejner Nalgene®
Cryo 1 °C

injekéni stiikacka 1-20 ml

jednorazové plastové sterilni pipety
1-25 ml

mikrozkumavky 0,2-2,0 ml

nitrocelulosova membrana (0,2 pm)
trypanova modrt 0,4%

sterilni mikrofiltry 0,22 um

0,25% roztok trypsin-EDTA

PBS  tablety (1 do 500 ml
deionizované H-O; pH 7,45)

D-Tube™  Dialyzer Mini-Maxi
(6-8 kDa a 12—14 kDa) dialyzacni
tuby

Avantor Performance Materials, Inc., USA
TPP, Svycarsko

poskytla Mgr. Lenka Malinovska, Ph.D.;
vyzkumna skupina prof. RNDr. M.
Wimmerové, Ph.D., Nérodni centrum pro
vyzkum biomolekul, PfF MU, Brno, CR
Bio-Rad, USA

Biohit, UK
Merck, Némecko

Merck, Némecko

Thermo Scientific™ Oxoid™, UK
SERVA, Némecko

Thermo Fisher Nalgene®, USA

Merck, Némecko

B. Braun, Némecko

Corning, USA

Eppendorf, USA

Bio-Rad, USA

Merck, Némecko

Merck Millipore, Némecko
Merck, Némecko

Gibco™ Invitrogen, UK

Novagen®, USA
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3.2 Prace s tkanovymi kulturami

V této diplomové praci byla na bunécnych liniich epitelu plic imortalizovanych vnesenim
genu pro reverzni transkriptasu lidské telomerasy (hTERT, z angl. ,,human telomerase
reverse transcriptase™), studovdna adherence bakteridlnich bunék. Byly pouzity
dvé bunééné linie — NuLi-1 (ATCC® CRL-4011™) pochazejici od zdravého dospélého
muZe a CuFi-1 (ATCC® CRL-4013™) ziskané od détské pacientky postizené CF
s homozygotni mutaci F508del. Zakladem pro praci stémito bunéénymi liniemi
v laminarnim boxu MB120, nachazejicim se v laboratoii pro tkanové kultury, byly
produktové listy dodavatele. Cely cas se pracovalo opatrné a sterilng, aby nedoslo

k poskozeni ¢i kontaminaci bunék!#%1%%,

3.2.1 Priprava kultivacniho povrchu

Pro kultivaci bun¢€k linii NuLi-1 a CuFi-1 byly pouzity kultiva¢ni lahve potazené
kolagenem typu IV ziskaného z lidské placenty. Ptiprava tohoto povrchu probihala

v prub¢hu nékolika dni v laminarnim boxu MB 120, jak je popsano dale.

K 11,7 mg lyofilizdtu kolagenu bylo pfidano 13 ml deionizované vody (diH20)
a 32,5 ul 0,25% (v/v) kyseliny octové (fedéné¢ diH»>O). Nasledné byl kolagen v tomto
zasobnim roztoku o koncentraci 0,9 mg/ml za obcasného promichani rozpousteén pii 4 °C
ve sterilni sklenéné nadobé piiblizné¢ 2—4 hodiny. Po tomto ¢ase byl uZ kolagen zcasti
rozpu$tén a k roztoku bylo pfiddno 221 ml diH2O pro dosazeni vysledné koncentrace
kolagenu 50 pg/ml. Kolagen byl nésledné ponechan k uplnému rozpusténi pii 4 °C
do druhého dne. Druhy den byl ziskany roztok ptefiltrovan ptes 0,22um filtr a nanesen
do kultivacnich lahvi. Pro pokryti celého povrchu lahve byly pouzity 2 ml roztoku
kolagenu na kazdych 25 cm? povrchu. Uzaviené lahve byly inkubovéany pii laboratorni
teploté v zapnutém lamindrnim boxu s vypnutym UV zafenim (minimélné¢ po dobu
18 hodin). Lahve otoCené dnem nahoru se po vyliti roztoku suSily v zapnutém
laminarnim boxu s pootevienym vickem 1-2 dny. Suché lahve byly 2x promyty
fyziologickym roztokem chloridu sodného pufrovanym fosfitem (PBS) piipravenym
rozpusténim jedné tablety (Gibco™ Invitrogen, UK) v 500 ml diH>O, vzdy objemem

totoznym s objemem diive pouzitého roztoku kolagenu. SuSeni pootevienych lahvi
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probihalo opét 1-2 dny v zapnutém lamindrnim boxu (pfi vypnutém UV svétlu) dnem
vzhtru a vicka suchych lahvi byly po sterilizaci UV zatenim (alespoii 2 hodiny) zajistény
parafilmem. Lahve potazené kolagenem se dlouhodobé skladovaly v uzavieném obalu
pii4 °C. Pied pouzitim byly kultivatni nadoby opét sterilizovany UV zaifenim

a proplachnuty PBS.

3.2.2 Rozmrazeni bunécnych linii NuLi-1 a CuFi-1

Suspenze obou bunéénych linii zamrazenych v ,kryovialkdch® byly pfeneseny
z kapalného dusiku do zmrazovaciho boxu, jenz byl naplnén isopropanolem.
Pro postupné zvySovani teploty byly bunécné suspenze vtomto boxu uloZeny

do hlubokomraziciho boxu (Thorbi Primus TPU5086DCC) o teploté —80 °C na 24 hodin.

Po 24 hodinach bylo pfipraveno ave vodni ldzni (37 °C) temperovdno rlstové
médium LHC-9 nebo BEGM, které bylo nasledn& dano (5 ml na 25 cm? kultivaéniho
povrchu) do novych kultivaénich lahvi potaZzenych kolagenem typu IV, sterilizovanych
UV zéafenim a promytych PBS pufrem (1 tableta od Gibco™ Invitrogen, UK do 500 ml
diH»0). Takto ptipravené lahve byly ponechany alespont 10 minut pii 37 °C a 5 % CO»
(COz inkubator MCO-170AICUV), aby kultivacni médium dosahlo pH pottebného

pro optimalni rast pouZivanych bunék.

V této lazni byly kratce rozmrazovany (10—120 s, aby nedoslo k delSimu vystaveni
bunck toxickému dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery je obsaZzen v kryoprotektivnim
médiu) bunécné suspenze, které byly pak pieneseny do sterilnich 15ml centrifuga¢nich
zkumavek. K bunétné suspenzi bylo podle jejiho objemu (1-2 ml) kazdou minutu

pfidano ristové médium o teploté 37 °C podle rozpisu v tab. 1 na str. 43.

Tab. 1: Rozpis objemii riistového média postupné pridavaného k bunééné suspenzi.

Objem pridavaného riistového média o teploté 37 °C
Objem bunécné po 1 minuté [ml]
suspenze 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
min | min | min | min | min | min | min | min | min | min
1 ml 0,10 | 0,12 | 0,15 | 0,19 | 0,26 | 0,36 | 0,52 | 0,86 | 1,69 | 4,75
2 ml 0,20 | 0,24 | 0,30 | 0,38 | 0,52 | 0,72 | 1,04 | 1,72 | 3,38 | 9,50
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Bunééné suspenze s findlnim objemem ristového média byly centrifugovany (Hettich
Universal 320 R) 5 minut (25 °C, 163x g). Ziskané pelety byly resuspendovany v 1 ml
kultiva¢niho média. Nasledn¢ byl podle postupu z kapitoly 3.2.5 (str. 45) stanoven pocet
a viabilita bunék v homogenatu a vysledek ur¢il pocet buné€k, respektive objem
bunécnych suspenzi, pfenesenych do novych kultiva¢nich lahvi s ristovym médiem
ekvilibrovanym na spravné pH. Pocet bun¢k NuLi-1, respektive CuFi-1, nasazovanych
do lahve (25 cm?) by podle produktovych listi mé&l odpovidat 37,5-50 - 10%, respektive
27-75 - 10° bunék. Kvili vysoké ndro¢nosti procesu rozmrazovani pro buiiky byl vsak
do lahvi pfenesen cely zbytek bunécnych suspenzi. Kontrola bunék probihala

po rozmrazeni kazdy den.

3.2.3 Kultivace bunécénych linii CuFi-1 a NuLi-1

Ob¢ pouzivané linie bunék byly kultivovany v ristovém médiu LHC-9 nebo BEGM
na kolagenovém (kolagen typu IV z lidské placenty) povrchu lahvi (zplisob piipravy
tohoto povrchu je popsan v kapitole 3.2.1 na str. 42). Vymeéna riistového média (5 ml
na kazdych 25 cm? kultivaéniho povrchu) u obou typti bungk probihala nejpozdéji kazdy
tteti den. Po dobu prvnich Ctyf pasazi (postup pasdzovani je uveden v oddilu 3.2.4,
str. 44) byly buriky pé&stovany v malych lahvich (25 cm?) a nésledng, pro napéstovani
na experiment, byly kultivovany ve vétich lahvich s povrchem 75 cm? nebo 150 cm?.

Podminky kultivace v inkubatoru MCO-170AICUV byly vzdy stejné (37 °C, 5 % CO»).

3.2.4 Subkultivace bunék CuFi-1 a NuLi-1

Subkultivace nebo také pasaz je proces, pii kterém se pomoci roztoku trypsinu (0,25%)
s ethylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA; 0,53mM) odd¢luji buiikky od povrchu
kultivacni nadoby a Cast z nich se pfenese do nové lahve s Cerstvym rastovym médiem,
¢imz dojde k natedéni dané bunécné suspenze. Bunky jsou pasdzovany opakované podle

potieby, primérné kazdy sedmy den. Proces pasaZovani probiha nasledovné.

Z kultivacni lahve, jejiZ povrch byl pfiblizné z 80 % pokryt buikami, bylo odstranéno
ristové médium a buiiky byly promyty pomoci 2 ml (na 25 cm? povrchu) 10mM PBS

44



(pfipravené rozpus$ténim 1 tablety (Gibco™ Invitrogen, UK) v 500ml diH-O)
nebo 20mM roztoku soli pufrovaného Tris (TBS, zangl. ,Tris buffered saline®;
s obsahem Tris baze (20 mM), NaCl (140 mM), KCI (2,68 mM), diH,O apH 7,4)
pro odstranéni zbytk rastového média inhibujiciho tc¢inek roztoku trypsin-EDTA. Tento
roztok trypsin-EDTA o laboratorni teploté¢ byl pak nanesen do lahve v objemu 1 ml
2

na kazdych 25 cm
nasledné inkubovédna 8—10 minut pii 37 °C a 5 % CO> v inkubatoru MCO-170AICUV.

a dikladné rozprostfen po povrchu kultivacni nadoby, jez byla

Po uplynuti doby inkubace byly dosud ptisedl¢ buiiky uvolnény jemnym natacenim lahve
a kontrola uvolnéni bun€k probihala na mikroskopu Motic AE31. Aktivita roztoku
trypsin-EDTA byla inhibovana pfidanim 1 ml (na 25 cm?) 1% (v/v) roztoku fetalniho
hovéziho séra (FBS) v PBS (nebo v TBS) o laboratorni teploté. Odstranéni zbylych
bunck adherovanych na kultivaéni povrch bylo dosazeno jeho nékolikanasobnym
promytim bunéénou suspenzi pfitomnou v dané lahvi. Cely objem této suspenze
byl pfenesen do 15ml centrifugaéni zkumavky, ve které byl centrifugovan pii teploté
25 °C azrychleni 163x g (Hettich Universal 320 R) 5-10 minut. Ziskan4 peleta byla
resuspendovana v kultivaénim médiu (podle velikosti pelety byly pouzity 1-2 ml)
ohfatém ve vodni 1azni na teplotu 37 °C. Toto médium bylo dale pouZito i1 pro pfipravu
alikvotl, v nichz byl stanovovéan pocet a viabilita bunék odebranych z dané¢ bunécné
suspenze (viz dale v kapitole 3.2.5 na str. 45). Podle poctu buné¢k ptitomnych v suspenzi
byl vypocten objem této suspenze pozd¢ji pipetovany do noveé kultivacni lahve potazené
kolagenem typu IV z lidské placenty. Povrch této nadoby byl promyt 4 ml PBS ¢i TBS
(tim byly odstranény krystalky vzniklé pfi pfipravé kultivacniho povrchu postupem
uvedenym v oddilu 3.2.1. (str. 42)) a bylo do ni ptidino LHC-9 nebo BEGM médium
temperované ve vodni ldzni na 37 °C (5 ml na 25 cm?). V ptipadé linie NuLi-1 odpovidal
pocet Zivotaschopnych bunék nasazovanych do nové lahve 3,75-5,0 - 10° na 25 cm?

povrchu, v ptipadé CuFi-1 to bylo 2,5-7,5 - 10* viabilnich bunék na stejny povrch.

3.2.5 Stanoveni poctu a viability bunék

Ke stanoveni poctu a viability eukaryotnich bunék CuFi-1 a NuLi-1 v buné¢né suspenzi
byl vyuzit piistroj Corning® Cell Counter CLS6749. Jedna se o rychlou a piesnou
metodu, kterd vyhodnocuje stanovované parametry ze snimkil potizenych pomoci tohoto

zatizeni napojeného na pocita¢ s programem CytoSMART Cell Counter, jenZ umoziuje
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rozli$it nejen velikost bunék, ale také jejich viabilitu, a to diky obarveni mrtvych bunék

trypanovou modii (2ivé butiky jsou vii¢i ni odolné, nezbarvi se)!”!.

Pfed samotnym pocitanim bunék a vyhodnocenim jejich viability je nutné piipravit
zasobni suspenzi. Ta se ziskd odebranim alikvotu (4 ul) bunééné suspenze v procesu
subkultivace (viz kapitola 3.2.4, str. 44), k némuz se ptida 16 ul rtistového média a 20 ul
0,4% (w/v) roztoku trypanové modfi. Tato 10x nafedénd suspenze byla aplikovana
na Biirkerovu komirku. S pouzitim programu CytoSMART Cell Counter bylo potizeno
8 snimkt z raznych oblasti miizky Biirkerovy komiirky, jejichz analyzou byl programem

vyhodnocen pocet zivych i mrtvych bunék.

Tento pocet bunék lze ovéfit manudlnim pocitdnim za pomoci mikroskopu,
kdy se z mtizky Biirkerovy komirky obsahujici 9 velkych ¢tvercii spocitaji buiiky pouze
uvniti a na dvou hranach tii ¢tverct po uhlopficce. Po vynésobeni priméru z téchto
tfi étverct fedénim vzorku (tzn. 10x) a hodnotou 1 - 10* se ziska pocdet bunék na 1 ml

puvodni nefedéné bunécné suspenze.

3.2.6 Zamrazeni bunecnych linii

Alikvot buné¢né suspenze odebrany v procesu subkultivace (viz kapitola 3.2.4, str. 44)
byl pouzit pro stanoveni poctu a viability buné¢k provedené zplsobem z kapitoly 3.2.5
(str. 45). Peleta ziskana centrifugaci (5—10 minut, 25 °C, 163x g, Hettich Universal
320R) zbylé suspenze bunck bylaresuspendovana v kryoprotektivnim médiu.
Toto médium se skladalo z kultivacniho média LHC-9 nebo BEGM, DMSO a FBS
v objemovém pomé&ru 6 :1:3. V 1 ml kryoprotektivniho média bylo resuspendovano
1-10% az 5-10° viabilnich bungk CuFi-1 nebo NuLi-1. Alikvoty (po 1-2 ml
ve vychlazenych kryozkumavkach) této bunécné suspenze bylo nutné ochlazovat
postupné, aproto byly umisténé do zmrazovaciho kontejneru, jenz byl naplnén
isopropanolem a nasledn¢ byl umistén na 1-2 dny do hlubokomraziciho boxu Thorbi
Primus TPU5086DCC s teplotou —80 °C. Pro zachovani viability pouzivanych bunék
byly NuLi-1 i CuFi-1 po uvedené dobé¢ pieneseny do kapalného dusiku pro dlouhodobé

skladovani.
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3.3 Prace s bakterialnimi bunkami

V pribéhu zpracovani této diplomové prace byly pouzity dva bakteridlni rody, BC
(referencni kmen ST-32 s oznacenim CCM 7291 poskytnuty prof. MUDr. Pavlem
Dfevinkem, Ph.D. z 2. 1ékai'ské fakulty UK a Fakultni nemocnice Motol v Praze, CR)
a PA (kontrolni kmen PAK, ktery lze nalézt i pod oznaCenim ST 1763). Oba kmeny byly
dlouhodob¢ skladovany pii —80 °C v hlubokomrazicim boxu Thorbi Primus
TPUS086DCC. S obéma bakteridlnimi preparaty se pracovalo pfi aseptickych
podminkach v mikrobiologické laboratofi, vétSinou v laminarnim boxu BIO 126.

Jako zéklad pro praci s témito bakteriemi slouzily diive zvefejnéné prace! !,

3.3.1 Kultivace bakterialnich bunék

Bakteridlni kultura byla po vyjmuti z mraziciho boxu o teplot¢ —80 °C rozmrazovéana
pfi laboratorni teploté. V mezidobi bylo do vyklavované 100ml Erlenmayerovy banky
pfes 0,22um filtr pfidano 10 ml sterilntho LB média (pouzito pro obé bakterie)

o nasledujicim slozeni:
o LB médium: 1% (w/v) trypton; 0,5% (w/v) kvasinkovy extrakt; 171mM NaCl

Do takto prefiltrovaného média bylo ptidano 20 pl rozmrazené bakteridlni suspenze
a Erlenmayerova barka byla zakryta alobalem. Bakterie PA byly nasledné kultivovany
14 hodin pti 37 °C a 150 RPM, bakterie BC 24 hodin pti 37 °C a 250 RPM. Pro kultivaci
obou bakterii byla pouzita tfepacka Infors HT Multitron Pro nebo ES-60 MIUlab.

3.3.2 Fotometricka kvantifikace bakterii

Mnozstvi bakteridlnich bunék PA 1 BC ve vzorku bylo stanoveno na spektrofotometru
Metash V-5000. Opticka denzita (zakal) byla méfena proti slepému vzorku ve viditelné
oblasti spektra. Bakterie byly kvantifikovany na zdkladé hodnoty optické denzity
naméfené pii 600 nm (ODsoo). Pro ptepocet ODegoo na mnozstvi bunék PA nebo BC
byl pouzit vztah, podle kterého se v 1 ml méfeného vzorku nachazi 6 - 10® bungk téchto

bakterii pfi ODeoo = 1,000!3+153,

47



3.3.3 Zamrazeni bakterialnich bunék

Postup zamrazeni bakteridlnich bun¢k byl stejny pro oba bakterialni preparaty. Bakterie
BC nebo PA byly kultivovany postupem popsanym v kapitole 3.3.1 (str. 47) a nasledné
nafedény LB médiem na ODgoo =1,000. Z této natfedéné suspenze byly v 0,5ml
zkumavkach vytvoreny 200ul alikvoty, knimz bylo pfidano stejné mnoZzstvi
prefiltrovaného (0,22um filtr) kryoprotektivniho média. Toto médium se skladalo
ze 40% (w/v) glycerolu v PBS. Ptipravené alikvoty byly nejdfive zamrazeny v kapalném
dusiku a néasledné byly dlouhodobé uchovavany pfi teploté¢ —80 °C (Thorbi Primus
TPUS086DCC).

3.3.4 Rustova kfivka Burkholderia cenocepacia

Bakterie BC (kmen ST-32 (CCM 7291)) byly kultivovany 24 hodin v LB médiu
pfi podminkach uvedenych v oddilu 3.3.1 na str. 47. Néasledn¢ byla proméfena ODeoo
(viz kapitola 3.3.2, str. 47) a bakterialni kultura byla nafedéna sterilnim LB médium
na hodnotu 1,000. Z této bakterialni suspenze byl dal§im fedénim LB médiem vytvoren
alikvot kultury BC s ODgoo = 0,010, ktery byl kultivovan po dobu 24 hodin pii 37 °C
a250 RPM na tfepacce Infors HT Multitron Pro. Pravidelnym méfenim ODgoo
na spektrofotometru Metash V-5000 byla zméfena ristova kiivka — kazdou hodinu byly
z kultivované bakteridlni suspenze odebirdny dals§i alikvoty a po jejich patficném
nafedéni pouZitym LB médiem byla métena ODsoo proti LB médiu bez bakteridlnich
bunék. Hodnoty ODeoo byly pfepocteny na nefedénou bakterialni suspenzi a logaritmy

ziskanych hodnot byly vyneseny do grafu v zavislosti na dobé kultivace.

3.4 Testovani viability bakterialnich bunek

Pro studium adheren¢niho efektu bylo pfinosné zjistit, zda multivalentni glykokonjugéty
na baze fukosy nemayji vliv na Zivotaschopnost bakterii. Z divodu provedeni této metody

byla pouzita bakterie PA, konkrétné bioluminiscen¢ni kmen s oznacenim PA-lux,
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ktery poskytl pan prof. B. Hancock z University of British Columbia v Kanadé.
Pro experiment byly vyuzity 2 fukosylované glykoklastry — monovalentni KGY-4
atrivalentni KGY-12. Koncentrace téchto glykoklastrii se pohybovala mezi 2 uM
a 1000 uM.

V ramci experimentu byly jako pozitivni kontrola pouzity rizné koncentrace azidu
sodného (NaN3). Bud’ dané koncentrace odpovidaly piimo koncentracim glykoklastrii
v adherenc¢nich testech anebo bylo provedeno fedéni dvojkovou fedici fadou, pfi niz

se vychazelo z ptivodniho 0,1% (w/v) roztoku NaNs.

Bakterialni Zivotaschopnost byla zkoumana ve spolupraci s kolegyni Mgr. Michaelou

Kurucovou.

Postup:

Rozmrazena bakterialni suspenze PA-lux skladovana pii —80 °C v boxu Thorbi Primus
TPUS5086DCC byla ozivena na plotné LB agaru, nanéjZz byla pfenesena za pomoci
sterilni jednordzové klicky. Tato plotna byla pfipravena nalitim teplého LB agaru
do sterilni Petriho misky, ktera byla po ztuhnuti agaru ulozena do lednice se 4 °C
na 24 hodin. Kultivace PA-lux nazavéSeném agaru probihala 24 hodin pii37 °C

v inkubatoru IB-01E.

Dalsi den byly ve 20 ml prefiltrovaného (ptes 0,22um filtr) LB média v 50ml sterilni
plastové centrifugacni zkumavce kultivovany pfiblizné 2 kolonie PA-lux odebrané z LB
agaru. Tato kultivace probihala pfi 37 °C a 200 RPM v inkubatoru ES-60 MIUlab opét
po dobu 24 hodin.

Po 24 hodinach bylo do sterilni plastové zkumavky o maximdlnim objemu 50 ml
ptes 0,22pum mikrofiltr pfidano 10 ml LB média. Po ptidavku roztoku glukosy (vysledna
koncentrace 20 mM) byl do tohoto roztoku doddan i1 ml bakteridlni suspenze.
Za konstantniho tfepani (200 RPM) v inkubatoru ES-60 MIUlab pii 37 °C doslo béhem
2 hodin k namnozeni bakterii. Na spektrofotometru Metash V-5000 byla pak za pouziti
lem kyvety proméfena ODsoo ziskané suspenze PA-lux, kterd méla hodnotu piiblizné 0,3.
Do jamek mikrotitraéni desticky s 96 jamkami a nepriihlednym dnem (Corning®

96 CellBind® Flat Bottom Black Polystyrene) bylo za pomoci opakovaciho ddvkovade
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aplikovéano vzdy 100 pl této suspenze. Pro dosazeni celkového objemu 200 ul na jamku

bylo do kazdé jamky v triplikatech aplikovéano jesté 100 ul jednoho ze 3 roztoki:

1. Samotného LB média

2. Roztoklu glykoklastru KGY-4 nebo KGY-12 natfedéného pomoci LB média
na potiebnou koncentraci (rozmezi 2-1000 uM v pfipadé¢ monovalentniho
KGY-4 anebo 8—125 uM pfi pouziti trivalentniho KGY-12)

3. Roztokti NaN; v LB médiu (koncentracni rozmezi 2—1000 uM anebo fedéni

0,1% (w/v) roztoku NaN3 dvojkovou fedici fadou)

Takto pripravena destiCka byla inkubovana pti 37 °C ve spektrofluorimetru Tecan
Infinite M200 Pro za vyuziti programu i-control s nastavenim 5 kinetickych cykli
po 20 minut s méfenim luminiscence s nésledujicimi parametry — doba integrace
1500 ms, doba ustdleni 10 ms, orbitdlni tfepani 10 s a amplituda 1 mm. Vysledky

byly nésledn¢ zpracovany ve formé sloupcovych grafti.

3.5 Priprava slepiCich protilatek

Slepi¢i protilatky byly pfipraveny ve spolupraci s panem Ing. Pavlem Trefilem.
Tyto protilatky byly izolovany ze zloutkli vajec snesenych slepicemi chovanymi
v separatnich klecich. Nejdfive byla téméf kazdy den sbirdna slepi¢i vejce snesend
pfed imunizaci slepic antigeny a protilatky ziskané z téchto vajec slouzily pfti dalSich
experimentech jako kontrolni frakce oznacované KX, kde K znaci kontrolni frakci a X je
¢islo slepice, od které tato frakce s bazalnimi hladinami protilatek pochazi. Protilatky
ziskané z pravideln¢ sbiranych slepi€ich vajec snesenych po imunizaci antigeny byly dale
pouzivany jako specifické protilatky proti danému antigenu. Tato specificka frakce byla
oznacena SX, kde S znaci specifickou frakci a X je opét Cislo slepice, od které dana

frakce pochazi.

Ob¢ slepice byly intramuskuldrn€é imunizovany tfemi davkami antigenu
(rekombinantné pfipravena BC2L-C-nt nebo BC2L-C-ct poskytnutd Mgr. Lenkou
Malinovskou, Ph.D.; vyzkumna skupina prof. RNDr. Michaely Wimmerové, Ph.D.,
Nérodni centrum pro vyzkum biomolekul, PfF MU, Brno, CR) vzdy po 100 pug. Roztok

aplikovany slepicim obsahoval kromé¢ samotného antigenu také adjuvans s usmrcenymi
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mykobakteriemi. Imunizace obou slepic probéhly ve dnech 14.6.2023, 22.6.2023
a 30.6.2023. Slepice ¢islo 1 byla imunizovana antigenem BC2L-C-nt a z jejich vajec byly
izolovany protilatky K1 a S1, zatimco slepici ¢islo 2 byl opakované aplikovan antigen

BC2L-C-ct. Z vajec slepice Cislo 2 byly pak izolovany protilatky s oznacenim K2 a S2.

3.5.1 Izolace protilatek ze Zloutku slepi€ich vajec

Kazda frakce protilatek byla izolovana ze 6 zloutka slepicich vajec. Pomoci oddélovace
bilki byly vajecné zloutky separovany a zbaveny bilki slabym proudem tekouci
kohoutkové vody. Omyté Zloutky byly pieneseny do 250ml polyethylenového valce
ptes nalevku a byl zméfen jejich objem. Nésledné byl cely obsah pielit do polyethylenové
kadinky o objemu 1 1, ve které¢ byl kohoutkovou vodou natedén 8x tak, Ze nejdiive byly
zloutky na magnetické michacce pfiilaboratorni teplot¢ homogenizovany v menSim
objemu vody a az pak byl dolit zbyly objem. Po Giplné homogenizaci zloutkll v celém
objemu vody bylo za stdlého michani upraveno pH na hodnotu 5,0 pomoci 0,5M HCI.
Ziskany roztok byl nasledné v koénické nadobé zamrazen pii—20 °C do dalsiho dne

(ptfiblizné 24 hodin na 1 litr homogenatu).

Zmrazeny homogenat byl po oddéleni od nadoby a opétovném zmrznuti povrchu
prenesen do konické nddoby s dirkami a filtracnim papirem. V tomto uspofadani doslo

k postupnému rozmrzéani a soucasné filtraci do sklenéné kadinky v pribéhu cca 18 hodin.

Nasledné byl zméfen objem ziskaného filtratu. Pak bylo pfistoupeno ke sraZeni
pomoci ptidavku NaCl a Gpravy pH za stalého michdni na magnetické michacce tak,
ze nejdiive se k filtratu ptidala navazka NaCl odpovidajici findlnimu 8,76% (w/v)
roztoku NaCl ve filtratu a po rozpusténi NaCl byla upravena hodnota pH roztoku na 4,0
pomoci 0,5M HCl. Po 30minutovém michdni roztoku na magnetické michacce
pfi laboratorni teploté byl roztok ponechan precipitovat (2 hodiny, laboratorni teplota)!*®.
Po rozmichani sedimentu byl roztok centrifugovdn na centrifuze HERMLE Z 383 K
(9000x g, 20 minut, 4 °C). Ziskana peleta byla na orbitéalni tfepacce Yellow Line OS 2
basic (4. stupen tiepani) rozpusténa v izolaénim PBS-NaNj pufru. Rozpusténi pelety
v izolaénim PBS-NaNj3 pufru bylo pfiblizné po 10 minutich rozpousténi usnadnéno

upravou pH na hodnotu 7,2 pomoci 1M NaOH.
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o Slozeni izolacniho PBS-NaN; pufru: 0,1M NaCl; 0,01M Na;HPOg4 - 12 H>O;
0,1% (w/v) NaN3; diH20 (1 1); pH 7,2

Po centrifugaci (Eppendorf 5418, 13 4000x g, 25 °C, 5 minut) ziskaného roztoku byla
uréena koncentrace protilatky v supernatantu natfedéném pomoci PBS-NaNj3 pufru
méfenim absorbance pii280 nm (A2g0) proti stejnému pufru ve kiemenné kyveté
na ptistroji SPEKTROMOM 195D. Koncentrace protilatky byla vypoc¢tena z hodnoty

absorbance pomoci vztahu:

¢ [mg/ml] = Asgo - fedéni - 1,094,

kde 1,094 je experimentalné¢ stanoveny faktor.

3.6 Oveéreni specifity protilatek metodou ELISA

Imunochemickd metoda zndma pod zkratkou ELISA (imunostanoveni na pevné fazi
s enzymovou aktivitou; z angl. ,,enzyme linked immunosorbent assay*) se jiz od roku 1971
vyuziva k detekci a kvantifikaci komplexu antigenu a protilatky. Na antigen vézany
na dné jamky mikrotitracni desticky se specificky vaze primarni protilatka, ktera nasledné
vaze sekundarni protilatku konjugovanou s enzymem. Ten slouzi jako znackovaci
molekula pfeménujici chromogenni substrat na produkt. K detekci dochdzi méfenim
absorbance vzniklého produktu a jeji mira odpovidéd koncentraci testovaného analytu

(protilatky)!'’.

Pouzité roztoky:

e Imobilizacni pufr: 13mM NaCOs3; 25mM NaHCOg3; diH»O; pH 9,6

e PBS-ELISA pufr: 1,8mM Na;HPOs4 - 12H20;  0,96mM NaH>POj4 - 2H20;
134mM NaCl; diH>O; pH 7,2

e PBS-ELISA-Tween pufr: PBS-ELISA puft; 0,1% (w/v) Tween 20®; pH 7,2

e Blokovaci roztok: 2% (w/v) lyofilizat vaje¢ného bilku v PBS-ELISA-Tween

o  Vyvolavaci roztok: 7,5 pl diH20; 1,1 ml 0,2M Na>COs; 1,4 ml 0,2M NaHCOs3;
10 ul 1M MgClz; 10 mg disodné soli hexahydratu 4-nitrofenylfostatu

e Zastavovaci roztok: 3M NaOH
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Postup:

Metodou ELISA byla ovéfena specifita noveé piipravenych slepicich protilatek
proti jednotlivym doménam proteinu BC2L-C. Touto technikou byla testovéna také
specifita slepi¢ich protilatek proti BC2L-A'*®. Protilatky byly uchovany v izola¢nim PBS
pufru s NaNj3 (slozeni je uvedeno v oddilu 3.5.1, str. 51) pii 4 °C.

Do 5 ml imobiliza¢niho pufru bylo piidano 20 pl roztoku lektinu v PBS-ELISA pufru
o koncentraci 1 mg/ml. Vysledny roztok o koncentraci 4 ug/ml byl po 100 ul aplikovan
automatickym davkovadem dojamek desticky POLYSORB (NUNO96ft). Takto
ptipravend desticka zakryta vickem byla nasledné inkubovéana ve vlhké komtrce pti 4 °C

pies noc.

Po ukonceni inkubace byly jamky ditkladné promyty 3x 220 ul PBS-ELISA-Tween
pufru. Do kazdé jamky bylo pak aplikovano 150 pl 2% (w/v) blokovaciho roztoku
ptefiltrovaného ptes vatu (pted filtraci bylo rozpousténi lyofilizatu vaje¢ného bilku
v PBS-ELISA-Tween pufru usnadnéno kratkou sonikaci v ultrazvukové vané K10).
Blokace jamek uzaviené desticky nasledné probihala ve vlhké komtrce 60 minut

pti 37 °C (inkubator IB-01E).

Po trojndsobném promyti jamek 220 ul PBS-ELISA-Tween bylo do jamek piidano
po 100 pl roztoku slepici protilatky proti danému antigenu. Findlni koncentrace testované
protilaitky v PBS-ELISA pufru byla 90 pg/ml, 30 ug/ml, 10 pg/ml a 3,3 pg/ml.
Po dvouhodinové inkubaci uzaviené desti€¢ky ve vlhké komtrce pii 37 °C (inkubétor
IB-01E) byly jamky opétovné promyty 3x 220 ul PBS-ELISA-Tween. Nasledné¢ byl
do jamek destiCky aplikovan roztok sekundarni protilatky (konjugat kralici IgG
proti slepi¢im IgY s navéazanou alkalickou fosfatasou) natedéné PBS-ELISA pufrem —
bylo pouzito 8 pl sekundarni protilatky ve 12 ml PBS-ELISA pufru. Po hodinové
inkubaci desticky ve vlhké komirce pii37 °C (inkubator IB-O1E) a trojndsobném
promyti jamek 220 pl PBS-ELISA-Tween pufru bylo do jamek pfidano po 100 pl cerstvé
pfipraveného vyvolavaciho roztoku. Vyvolani bylo zastaveno piidavkem 100 pl
3M roztoku NaOH po 10 minutach. Jako pozitivni kontrola aktivity alkalické fosfatasy
slouzil roztok pfipraveny znatedéné sekundarni protilatky pfipravené diive
a vyvolavaciho roztoku smisenych v poméru 1 : 1. Nésledné byla na pfistroji Tecan

Infinite M200 Pro (program i-control) prométena absorbance pii 405 nm (Aa4os).
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3.7 Elektroforéza a ,Western Blot* nasledovany

imunodetekci

V této diplomové praci byla elektromigracni separacni metoda, -elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu, pouzita pro rozdéleni smési denaturovanych proteina
z bakteridlnich lyzat. Dodecylsiran sodny (SDS) udéluje jednotlivym proteiniim celkovy
zaporny naboj (nekovalentni navazani 1,4 g SDS na | g proteinu) umoziujici jejich
postup v gelu (od zédporné katody ke kladné anod¢€). Rozdélovani proteinti v gelu podle
molekulové hmotnosti je umoznéno jejich riiznou rychlosti putovani, kterd je imérna

zapornému naboji, jenz SDS udéluje jednotlivym proteintim!*®,

»Western Blot“ je imunochemickd metoda navazujici na elektroforézu. V prvnim
kroku jsou proteiny z gelu pfeneseny na nitrocelulosovou nebo polyvinylidenfluoridovou
membranu plsobenim elektrického proudu. Po zablokovani nespecifickych interakci
nasleduje imunochemicka detekce bilkovin pomoci primérni protilatky ptipravené
proti zddanému antigenu (epitopu vybraného proteinu) a sekundarni protilatky zacilené
proti primarni protilatce. Vyslednd detekce probihd pomoci enzymu navazaného
na sekundarni protilatku, ktery reaguje se substratem, zn&hoz vznika barevna
srazenina'>®. Zakladni postup pro provedeni této metody byl prevzat z predchazejici

diplomové prace!*.

3.7.1 Pfiprava vzorku

Roztok pro pripravu vzorki:

. 4x koncentrovany vzorkovy pufr: 0,25M Tris/HCl; 8% (w/v) SDS;
20% (v/v) 2-merkaptoethanol; 0,004% (w/v) bromfenolova modf;
40% (v/v) glycerol; pH 6,8
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Postup:

Suspenze bakterii BC po 24hodinové kultivaci (podle postupu uvedeného v oddilu 3.3.1,
str. 47) byla centrifugovana (25 °C, 9000x g, HERMLE Z 383 K) v 15ml centrifuga¢ni
zkumavce 5 minut. Po trojnasobném centrifuga¢nim promyti pelety diH>O (vzdy 5 ml
a 5 minut, 25 °C, 9000x g, HERMLE Z 383 K) byla méfenim ODgoo (Metash V-5000)
proti diH,O stanovena koncentrace bakterialnich bun¢k v homogenizované smési podle
kapitoly 3.3.2, str. 47. V ptipad¢ ptipravy n€kolika raznych vzorki bylo vzdy odebrano
do nové centrifuga¢ni zkumavky uniformni mnozstvi bakteridlnich buné¢k, které byly
v dal$im kroku centrifugovany pii 9000x g a teploté 25 °C po dobu 10 minut (HERMLE
Z 383 K). Ziskana peleta (7,8 - 10° BC) byla resuspendovana v 1 ml diH>O. Po piidani
4x koncentrovaného vzorkového pufru (1 dil vzorkového pufru ke 3 dilim bakterialni
suspenze) byla ziskand suspenze sonikovdna naledu (amplituda 50 %, 2 minuty,
15s pulsy, sonikator Bandelin sonopuls, sonda MS 73) a po pieneseni do 0,5ml
mikrozkumavek (po 200 pl) inkubovéna na stolnim termobloku MINIB-100 Mini Dry
Bath 10 minut pfi 95 °C. Takto pfipravené vzorky byly centrifugovany (stolni mini
centrifuga Spectrafuge™) pro odstranéni zkondenzované vody zvicka zkumavky

a byly uchovany pti —20 °C.

Po rozmrazeni, tésn€ pfed nanesenim do jamek polyakrylamidového gelu, byly
vzorky opét ohfivany pii 95 °C 10 minut a centrifugovany stejné jako pfed zamrazenim,
promichany (,,vortex* Genius 3) a opét kratce centrifugovany (stolni mini centrifuga

TM)
b

Spectrafuge jelikoz byly vzorky pfipraveny zcelych bakteridlnich lyzata.

Supernatanty vzorkl byly nanaSeny do jamek gelu v objemu 20 pl.

Lyzaty = rekombinantné¢  pfipravenych lektini  slouZicich  jako standardy
pro elektroforézu a ,,Western Blot* byly rozpustény v diH>O na vyslednou koncentraci
roztoku 1 mg/ml. Tento roztok byl ndsledné¢ natedén diH,O a 4x koncentrovanym
vzorkovym pufrem na koncentraci 0,2 mg/ml (k 20 pl roztoku lektinu o koncentraci
1 mg/ml tedy bylo pfidano 55 pl diH20 a 25 pl 4x koncentrovaného vzorkového pufru).
Vzorek byl inkubovan 10 minut pfi 95 °C (MINIB-100 Mini Dry Bath), centrifugovan
pro odstranéni kondenzatu z vika (stolni mini centrifuga Spectrafuge™), promichan
(,,vortex* Genius 3), opét kratce centrifugovan (stolni mini centrifuga Spectrafuge™)
a aplikovan do jamek gelu v mnozstvi 30 pl/jamka v pfipadé standardu BC2L-A
nebo 15 pl/jamka v ptipadé standardu BC2L-C.

55



3.7.2 Elektroforéza
Gely a pouzité roztoky:

e Pufr 4: 0,375M Tris/HCl v diH20; 0,1% (w/v) SDS v diHO; pH 8,8

e Pufr B: 0,125M Tris/HCl v diH20; 0,1% (w/v) SDS v diH20; pH 6,8

e Polymeracni roztok: 29% (w/v) akrylamid; 1% (w/v) bisakrylamid; diH,O

e Roztok APS: 10% (w/v) peroxodisiran amonny (APS, zangl. ,,ammonium
persulfate®); diH>O

o [2% separacni gel: 3,0ml pufruA; 2,0ml polymera¢niho roztoku A;
50 pl roztoku APS; 5 pl tetramethylethylendiaminu (TEMED)

o 4% zaostrovaci gel: 1,7ml pufruB; 267 pul polymeracniho roztoku B;
40 pl roztoku APS; 2 ul TEMED

e FElektrodovy pufr: 0,192M glycin v diH20; 0,025M Tris/HC1 v diH20;
0,1% (w/v) SDS v diH,0; pH 8,3

e Barvici roztok: 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250; 9,2% (v/v) kyselina
octova; 46% (v/v) ethanol; diH,O

e Odbarvovaci roztok: 10% (v/v) kyselina octova; 25% (v/v) ethanol; diH,O

Postup:

Po vycisténi a odmasténi skel pomoci ethanolu byl do elektroforetické aparatury
(Bio-Rad) sestavené z téchto skel nalit roztok (asi 5 ml) pro pfipravu 12% separacniho
gelu o sile 1 mm, ktery byl prevrstven diH,0. Roztok byl nechdn polymerovat 30 minut
a po odstranéni vrstvy diH>O byl na zatuhnuty separacni gel nalit roztok pro pfipravu
4% zaosttovaciho gelu (asi 2 ml), do kterého byl ihned vlozen hieben o sile 1 mm tak,
aby v gelu nevznikly bublinky. Po ukonceni polymerace gelu (20 minut) byla aparatura
se skly, mezi nimiz byl tuhy gel, vloZena do elektroforetické vany. Mezi skla i do vany
byl nalit elektrodovy pufr aze zaostfovaciho gelu byl opatrné vytaZzen hieben,
¢imz se vytvortily jamky pro aplikaci 3 pl markeru molekulové hmotnosti (,,Precision
Plus Protein Dual Color Standards*; Bio-Rad) a potfebného objemu pfipravenych vzorkt
standardl a bakteridlnich lyzath (viz kapitola 3.7.1, str. 54). Elektroforéza probihala

v aparatuie pfipojené ke zdroji napéti PowerPac™ Basic obvykle 60120 minut
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pti 150 V. Déle se pracovalo pouze s ozna¢enym separacnim gelem oplachnutym diH»O.
Jeden gel byl ihned barven barvicim roztokem minimdln€ 1 hodinu, pak byl promyt
diH»0, vlozen do odbarvovaciho roztoku a odbarvovan na tfepacce; druhy gel byl pouzit

pro ,,Western Blot* nasledovany imunodetekci.

3.7.3 ,Western Blot" nasledovany imunodetekci

Pouzité roztoky:

e Prenosovy pufr: 0,025M Tris/HCI; 0,192M glycin; 20% (v/v) methanol; diH»O;
pH 8,3

e TBS pufr: 0,02M Tris/HCI; 0,137M NaCl; diH,O; pH 7,6

e TBS-Tween pufr: TBS pufr; 0,1% (w/v) Tween 20®; pH 7,6

e Blokovaci roztok: 5% (w/v) susené odtuénéné mléko v TBS-Tween pufru

o AP pufr: 0,1M Tris; 0,15M NaCl; 1mM MgCly; 10mM NaNs; diH>O; pH 9,0

o Jyvolavaci roztok: 5 ml AP pufru; 33 ul NBT (nitrotetrazoliova siil);
16,5 pl BCIP (5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat)

Postup:

Béhem elektroforézy bylo nastfihano 6 filtra¢nich papirkd Whatman 3 a nitrocelulosova
membrana, vSe o velikosti odpovidajici velikosti gelu (6 cm x 8 cm). Nasledné
byl oplachnuty gel po elektroforéze celkem 30 minut tfepan (55 RPM, tiepacka Witeg
SHO-2D) v pienosovém pufru — prvnich 15 minut byl pfenosovy pufr vyménén vzdy
po 5 minutach a pak se gel tfepal dalSich 15 minut v dale neménéném pienosovém pufru.
Nitrocelulosovd membrana byla nejdiive pouze smocena v elektrodovém pufru (sloZeni
uvedeno v oddilu 3.7.2 na str. 56), v diH,O a v pfenosovém pufru, ve kterém pak byla
ttepana (55 RPM, Witeg SHO-2D) 30 minut. Po inkubaci byl naanodé€ aparatury
pro ,,Western Blot*“ sestaven ,sendvi¢“ sestavajici ze 3 kusti filtraCnich papirkt
namocenych do pfenosového pufru, oznacené nitrocelulosové membrany, oznaceného
polyakrylamidového separa¢niho gelu a dalSich 3 kusiti namocenych filtracnich papirkd.
Po polozeni kazdé vrstvy byly mozné bubliny narusujici proces pfenosu proteinti z gelu

na membranu odstranény valeckem. Na posledni vrstvu filtraéniho papiru bylo jesté
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pfiddno malé mnozstvi ptenosového pufru, které bylo po celém povrchu papirku
rozprostieno valeckem. Pfenosovy pufr prosdkly mimo ,sendvice” byl vysusen
a aparatura byla uzaviena vikem s katodou. Pienos proteinit z gelu o vySe uvedené
velikosti na membranu probihal v pfistroji Trans-Blot Turbo 45 minut pifi0,1 A

a konstantnim napéti 5 V.

Po prenosu byl gel promyt diH,O a barven barvicim roztokem minimalné¢ 1 hodinu
(za stalého tfepani (55 RPM) na tiepacce Witeg SHO-2D). Po promyti diH>O byl
odbarvovan na tfepacce (za stejnych podminek jako pii barveni) v odbarvovacim roztoku
az do vymizeni barevného pozadi. Pro urychleni procesu odbarvovani byl odbarvovaci

roztok ne€kolikrat vyménén.

Membrana byla po oplachnuti diH,O a TBS pufrem nésledn¢ inkubovana s 30 ml
blokovaciho roztoku na tiepacce (55 RPM, Witeg SHO-2D) 1 hodinu pfi laboratorni
teploté nebo ptes noc pii 4 °C. Membrana byla po promyti TBS-Tween pufrem (30 ml,
5 minut, 55 RPM, Witeg SHO-2D) rozstiihnuta na polovinu. Jedna polovina byla
za stalého trepani (55 RPM, Witeg SHO-2D) inkubovéna s 10 ml roztoku specifické
a druhd s 10 ml kontrolni slepici protilatky v blokovacim roztoku 2 hodiny pfi laboratorni
teploté nebo ptes noc pii4 °C. Roztoky protilatek (specifické nebo kontrolni) byly
nejdiive centrifugovany pii 25 °C po dobu 5 minut pii 13 4000x g (Eppendorf 5418)
a ziskany supernatant byl pouzit pro pfipravu potiebné koncentrace (10 pg/ml)
dané protilatky v blokovacim roztoku. Pro detekci lektinu BC2L-C byly pouzity
ptipravené protilatky S1 a K1 (viz oddil 3.5.1, str. 51), pro detekci lektinu BC2L-A byly
pouzity starsi protilatky S a K'45,

Po 2hodinové inkubaci se slepici protilatkou byla membrana 3x promyta TBS-Tween
pufrem (vzdy 15 ml, 5 minut, 55 RPM, Witeg SHO-2D) a pak byla inkubovéana 1 hodinu
pfi laboratorni teploté¢ (55 RPM, Witeg SHO-2D) sroztokem sekundarni protilatky
(2,5 ul) v blokovacim roztoku (10 ml). Jako sekundarni protilatka slouzila kralici
protilatka IgG proti slepi¢im IgY, ktera byla konjugovana s alkalickou fosfatasou,
diky niz byla na zavér umoznéna detekce. Membrana byla pak 3x promyta TBS pufrem

(vzdy 15 ml, 5 minut, 55 RPM, Witeg SHO-2D).

Vyvoléavaci roztok byl pfipraven tak, Ze nejdfive bylo k 5 ml AP pufru ptidano
33 ul NBT. K tomuto promichanému roztoku bylo pfiddno 16,5 pul BCIP. Po dalS§im

promichéani byl cely objem pfipraven¢ho vyvoldvaciho roztoku pouZit na membranu
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o dané velikosti nejpozdéji do jedné hodiny od ptipravy. Vyvolani probihalo na tfepacce
(55 RPM, Witeg SHO-2D) za tlumeného svétla a maximalné po 10 minutach bylo
zastaveno prenesenim membrany do diH>O. Po jejim vysusSeni byl proveden digitalni

zadznam vyvolané membrany.

3.8 Fluorescencni znaceni bunék

Oba typy bun¢k byly znaceny pomoci patentovanych fluorescencnich membranovych
barviv PKH, jejichz struktury jsou uvedeny na obr. 11 (str. 60). Tyto slou€eniny obsahuji
kromé¢ fluorescencnich skupin také dva dlouhé alifatické fetézce, které slouzi k zanoteni
molekuly do lipidové vrstvy membrany!>'%  Jako rozpoustédlo se pro obé barviva

pouziva sloucenina ozna¢ovana jako Diluent C (Merck, Némecko).

Pro eukaryotni buiiky bylo pouzivano barvivo PKH67. Vyrobce (Merck, Némecko)
této slouCeniny udadva maximum fluorescence pti vinovych délkach 490 nm (excitace)
a 502 nm (emise), ¢ili fluorescence se projevuje v zelené ¢asti spektra. Dale provadéné
adheren¢ni testy 1ze vyhodnocovat z namétenych hodnot fluorescence obou typt bunék
(bakterialnich a plicnich bungk), jelikoZ bakteridlni bunky byly na rozdil od plicnich
bunck znaceny barvivem PKH26. OdliSna chemicka struktura této molekuly a molekuly
PKH67 ma za nasledek rozdilné fluorescencni vlastnosti. Na rozdil od barviva PKH67,
pozorujeme fluorescenci slouceniny PKH26 v oranzovo-Cervené ¢asti spektra.
Maximalni fluorescenci Ize podle doporuceni vyrobce (Merck, Némecko /
MedChemExpress, USA) pozorovat piivlnové délce emise 567 nm (po excitaci

pfi 551 nm).

Pro naSe ucely bylo nutny zvolit méfeni pfiijinych vlnovych délkach, nez je
doporuceno vyrobcem. Fluorescence eukaryotnich bun&k byla méfena pii vinovych
délkach 470 nm (excitace), 505 nm (emise) a pro mefeni fluorescence bunék bakterii
byly zvoleny vlnové délky 522 nm (excitace) a 569 nm (emise). Pii fluorescencnim
znaceni obou typt bunék se postupovalo metodou, jejiz zaklad tvotily produktové listy

danych sloucenin a predchozi vysokoskolské kvalifika¢ni prace!>161-163,
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Obr. 11: Struktura patentovanych fluorescen¢nich slou¢enin PKH67 a PKH26.
Ob¢ molekuly obsahuji fluorescenéni skupiny (ve struktufe PKH67 znaenych Z1 a Z2) emitujici
zelené (PKH67) nebo oranzovo-Cervené (PKH26) svétlo a dlouhé alifatické tetézce, kterymi

se tato barviva zaclenuji do lipidové dvouvrstvy ve vnéj$i membrané bunék. Obrazek byl pievzat

a upraven'>160,

3.8.1 Znaceni eukaryotnich bunek barvivem PKHG67

Pted samotnym zna¢enim bunék plicniho epitelu (CuFi-1 ¢&i NuLi-1) pomoci
fluorescencni slouceniny PKH67 bylo nutné provést subkultivaci (postupem uvedenym
v kapitole 3.2.4 uvedenym na str. 44), kterou byla ziskdna bunétna suspenze pro barveni.
Tato suspenze byla centrifugovana (Hettich Universal 320 R) 5-10 minut (25 °C,

163x g) a vznikla peleta byla resuspendovana v 5 ml 20mM TBS se sloZenim:

e 20mM TBS: 20mM Tris/HCI; 140mM NaCl; 2,68mM KCIl; diH>O; pH 7,4
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Dalsi centrifugaci (5—10 minut, 25 °C, 163x g, Hettich Universal 320 R) byla ziskédna
peleta s piiblizné 4,8 - 10° bun&k (mnozstvi bun&k odpovida asi jedné kultivaéni nadobé
s obsahem 75 cm?), k jejiz resuspendovani bylo vyuzito 250 ul Diluentu C. K dikladné
promichané suspenzi byl pfidan Cerstvé ptfipraveny 8uM roztok barviva (sloucCenina
PKH67 (2 ul) rozpusténa ve 248 ul Diluentu C) také v objemu 250 pl. Po opatrném,
ale dikladném promichéani bunécné smési byla centrifuga¢ni zkumavka obalena alobalem

pro zamezeni piistupu svétla a inkubovana (pii 37 °C a5 % COz) v CO; inkubétoru

MCO-170AICUV 5 minut.

K zastaveni fluorescenéniho znaceni bun¢k bylo po Sminutové inkubaci k bunécné
suspenzi ptidano 500 ul 1% (v/v) FBS v TBS a smé&s byla dikladn¢ promichana Spickou
pipety. Peleta byla po dalsi centrifugaci (Hettich Universal 320 R, 10 minut, 25 °C,
163x g) a odstranéni supernatantu 3x centrifugacné promyvana pomoci kultivacniho
média LHC-9 nebo BEGM (nejdiive 5 ml a pak 2x 1 ml, 5-10 minut pfi teploté 25 °C
a zrychleni 163x g na centrifuze Hettich Universal 320 R). Zavére¢nym promytim byla
ziskana peleta, z niz byl po resuspendovani v 1 ml ristového média odebran alikvot
na stanoveni poctu a viability fluorescenéné oznacenych bunék (viz kapitola 3.2.5,
str. 45). Nasledné byla ptidanim LHC-9 nebo BEGM pfipravena suspenze o koncentraci
5,6 - 10° bunék/ml.

3.8.2 Znacdeni bakterialnich bunék barvivem PKH26

Postup fluorescencniho znaceni bakteridlnich bunék, PA (kmen PAK, ST 1763) nebo BC
(kmen ST-32, CCM 7291), byl v zasad¢ stejny. LiSily se pouze podminky kultivace,
které jiz byly popsany v kapitole 3.3.1 nastr. 47. Zékladni postup barveni byl

optimalizovan dle bakalaiské prace!>2.

Optimalizace fluorescen¢niho znaceni bakterii slou¢eninou PKH26

V ptedchozi bakalatské praci byl zminén mozny problém vyskytu agregatii interferujicich
s mé&fenim fluorescence na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro'*2. Abychom
predesly nespravnym vysledkim pii adherencnich experimentech, byl protokol barveni

ve spolupraci s kolegyni Mgr. Michaelou Kurucovou nejdiive optimalizovan. Samotna
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optimalizace byla provedena s vyuzitim bakterii PA a na bakteriich BC byl ovéren
az optimalizovany zptisob znaceni. K vyhodnoceni vysledkt v pribéhu testovani riznych
podminek barveni byly pouzity fluorescencni mikroskop Nikon Eclipse TE2002-U (filtr
31002 FITC C87702) s programem NIS-Elements AR 3.00 a spektrofluorimetr Tecan
Infinite M200 Pro.

Pti optimalizaci slouzily jako kontrola buniky PA obarvené postupem piebranym
z ptredchozi bakaléiské prace, pfi kterém byl jako pufr pouzit 10mM PBS o pH 7,45
(pfipraven rozpusténim jedné PBS tablety (od firmy Gibco™ Invitrogen, UK) v 500 ml
diH,0)!%2. Mikroskopické pozorovéni takto oznaéenych bun&k ukazalo kromé zminénych
shluki také znacn€ omezenou pohyblivost bakterii. Abychom predesly témto problémim,

byly proto postupné testovany alternativni provedeni:

a) Zména 10mM PBS v celém procesu barveni za novy pufr o pH 7.4
a sloZeni:
o 10mM HEPES: 10mM HEPES (N'-2-hydroxyethylpiperazin-N'-
2-ethansulfonova kyselina); 150mM NaCl; diH>O
o 10mM TBS: 10mM Tris/HCI; 140mM NaCl; 2,68mM KCI; diH,O
o 10mM Tris/HCI: 10mM Tris/HCI; diH,O
o 20mM Tris/HCI: 20mM Tris/HCI; diH,O
b) Nahrazeni pivodniho 10mM PBS zanovy pufr (20mM Tris/HCI
o hodnoté pH 7,4) ajeho zméné za pufr s izotonickym charakterem
a pripadné is pridavkem roztoku CaCl: (0,5mM findlni Kkoncentrace
Ca?") v poslednim kroku promyti obarvenych bakterii:
o 20mM TBS: 20mM Tris/HCI; 140mM NaCl; 2,68mM KCl; diH,O; pH 7,4
o 20mM TBS + 0,5mM Ca’*: 20mM Tris/HCl; 140mM NaCl; 2,68mM
KCI; 0,5mM CacCl, - 2H,0; diH»O; pH 7,4

Jak jiz bylo zminéno, vyhodnoceni procesu optimalizace bylo provedeno také
méfenim fluorescence bunék PA nabarvenych v pfitomnosti jednotlivych pufra
a v triplikatech aplikovanych do 96jamkové mikrotitraéni desticky s prihlednym dnem
(Corning® 96 CellBind® Flat Bottom Black Polystyrene). Diky fedéni bakteridlni
suspenze dvojkovou fedici fadou (nefedény vzorek s 8,4 - 10° PA/jamka az 2048x fedénd
bakterialni suspenze) mohla byt sestrojena kalibra¢ni kiivka zavislosti fluorescence
bakterii na po¢tu bunék. Pfistrojem Tecan Infinite M200 Pro (program i-control) byly

vicendsobnym hornim ¢tenim jamek (vyplnény ¢tverec 3x3, Z = 17 000) pti vinové délce
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excitace 522 nm, emise 569 nm aparametru ,gain“ 160 zaznamendny hodnoty
bakterialni fluorescence. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena jako zavislost hodnot relativni
fluorescence (primeér ze 3 jamek) na poctu bun¢k PA v jamce doplnénd o smerodatnou

odchylku.

Optimalizovany postup fluorescen¢niho znaceni bakterii slou¢eninou PKH26

Po kultivaci bakterii PA nebo BC (viz kapitola 3.3.1, str. 47) bylo 5 minut centrifugovano
(25 °C, zrychleni 13 400x g, centrifuga Eppendorf 5418) 8 ml bakteridlni suspenze.
Resuspendovéanim pelety ve 20mM Tris/HCI pufru o pH 7,4 (1 ml pufru na 1 ml ptivodni
bakteridlni kultury) vznikla suspenze, z néjz byl po méteni ODeoo, a tudiz stanoveni poctu
bakterialnich bun¢k (podle postupu z kapitoly 3.3.2, str. 47) a nafedéni na ODsoo = 1,000,
odebran objem odpovidajici potiebnému mnozstvi bakterii pro adherencni test.
Centrifugace (5 minut, 25 °C, 13 400x g, centrifuga Eppendorf 5418) této odebrané
kultury uZz poskytla peletu, jeZ byla resuspendovana v Diluentu C (50 pul Diluentu C
na 12 - 10® buné&k). Po ptidani 50 ul &erstvé ptipraveného a promichaného (,,vortex*
Genius 3) roztoku barviva (8 ul PKH26 rozpusténych ve 42 ul Diluentu C) k bakteriim
resuspendovanym v Diluentu C byla ziskand suspenze peclivé promichand S$pickou
pipety a inkubovéna ve zkumavce obalené alobalem. Tato inkubace probihala celkem
30 minut v inkubétoru IB-01E o teploté¢ 37 °C. V pribéhu inkubace byla smés slabé
promichéna (,,vortex*“ Genius 3) nejdiive 2x po ubéhnuti 2,5 minut a nasledné¢ vzdy
po 5 minutach az do celkového ¢asu inkubace 30 minut. Po ukonceni inkubace bylo
fluorescenéni znaceni zastaveno piidavkem 2 ml 1% (v/v) FBS v TBS a dikladnym
promichanim Spickou pipety. Po 10minutové centrifugaci (25 °C, 15700x g,
Eppendorf 5418) byly bakterie jesté 2x promyty 2 ml 20mM Tris/HCl pufru (25 °C,
15 700x g, Eppendorf 5418, nejprve 10 minut a pak 5 minut). Pfi tfetim (poslednim)
promyvacim kroku byly pro resuspendovani pelety uz pouzity 2 ml 20mM TBS pufru
s piidavkem 0,5mM Ca?" a centrifugace probihala 5 minut (25 °C) a zrychleni 13 400x g
na centrifuze Eppendorf 5418. Po odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovana
piiblizné v 1-2ml 20mM TBS pufru s Ca** (0,5 mM). Nasledné byl uréen pocet
bakteridlnich bun¢k (kapitola 3.3.2, str. 47) a byla pfipravena suspenze fluorescenéné
oznacenych bungk PA nebo BC o koncentraci 6 - 10% bungk/ml. Méfeni fluorescence

bakterialnich bunék aplikovanych do jamek ¢erné mikrotitracni desti¢ky s prithlednym
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dnem (Corning® 96 CellBind® Flat Bottom Black Polystyrene) probihalo na stejném
spektrofluorimetru a pii stejnych parametrech, jako bylo popsano pfi optimalizaci tohoto

fluorescen¢niho znaceni.

3.9 Adherencni testy

Béhem adherencnich testii (schéma experimentu je vyobrazeno na obr. 12, str. 65) byla
studovana adherence bakteridlnich bunék BC nebo PA oznafenych fluorescen¢ni
slou¢eninou PKH26 (kapitola 3.8.2, str. 61) naplicni epitelidlni bunky CuFi-1
nebo NuLi-1 fluorescenéné oznacené barvivem PKH67 (oddil 3.8.1, str. 60). Byla
testovana mira ovlivnéni adherence v pfitomnosti slepicich protilatek (S1 aKl)
¢i syntetickych trivalentnich fukosylovanych glykoklastri (maji tfi terminalni zbytky
fukosy) uvedenych v tab. 2 na str. 65, které byly pouZzity uz v ptedchozi bakalatské praci
(lisily se vSak pouzité bakterie, BC nebo PA)!*2. Dané protilatky byly pfipraveny
postupem uvedenym v kapitole 3.5 (str. 50) ajejich imunoreaktivita byla ovéfena
metodou ELISA popsanou v ¢asti 3.6 (str. 52). Struktury pouzZitych glykokonjugati
(poskytnutych Mgr. Lenkou Malinovskou, Ph.D. (vyzkumna skupina prof. RNDr. M.
Wimmerové, Ph.D., Narodni centrum pro vyzkum biomolekul, PiF MU, Brno, CR),
Dr. Magdolna Csavas a prof. Dr. Anik6 Borbas (University of Debrecen, Department
of Pharmaceutical Chemistry, Mad’arsko)) selisi délkou ,linkerd*“ nebo vazbou
antibiotika (slou¢enina B ma na rozdil od sloucenin A a C jesté pfipojené antibiotikum
ciprofloxacin). Nelze je vSak zvefejnit zdidvodu ochrany duSevniho vlastnictvi.
Bakterialni bunky adherované nabuiiky linie CuFi-1 ¢iNuLi-1 v nepfitomnosti
protilatek/glykoklastrti slouzily v téchto testech jako kontrola. K provedeni adheren¢nich

experimentti byl vyuzit postup popsany v piedeslych bakalatskych pracich!>>164,
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~ | Kultivace CuFi-1 nebo NuLi-1 v \\ BC v LB médiu - 37 °C, 24 h, 250 RPM
@___,/ LHC-9 médiu pfi 37 °C a 5 % CO, VXA nebo
) b " PAv LB médiu — 37 °C, 14 h, 150 RPM

l Barveni pomoci PKH67

l Barveni pomoci PKH26

{ P8

nebo slepici protilatky (vyslednd c = 1 mg/ml)

l + MoZné pfidéni glykoklastru (vyslednd ¢ = 0-500 pM)
+TBS s Ca*'

|

ﬁ(ubace (30 min, laboratorni teplota) a nasledné pfidani
; o o této zasobni suspenze BC €i PA k promytym eukaryotnim
Kultivace (37 °C, b % CO;, 2 dny) burikdm a inkubace (2 h) pfi laboratorni teploté

a nasledné promyti TBS s Ca**
lemyti TBS s Ca**

Proméfeni fluorescence bakterii (Aex/Aem = 522/569 nm) a
fluorescence eukaryotnich bunék (Ae/Aem = 470/505 nm) —
vyhodnoceni jako pomér relativni fluorescence bakterii a
epitelidlnich bunék plic vztaZeny na neo3etfené buiiky

Obr. 12: Schéma provedeni adherencniho testu. Po kultivaci, fluorescen¢nim oznaceni
eukaryotnich bunék CuFi-1 nebo NuLi-1 fluorescencnim barvivem PKH67 a nasazeni bunck
do jamek mikrotitracni desticky jsou v LB médiu kultivovany bakterialni buitky (BC nebo PA).
Bakterie jsou nasledné fluorescenéné znaceny slouceninou PKH26. Po vytvoreni pracovni
suspenze sestavajici z nabarvenych bunék bakterii, TBS pufru s 0,5mM Ca*" a glykoklastru
nebo slepici protilatky (kontrolni suspenze sestava pouze z bakteriadlnich bun€k a daného pufru)
je samotny test adherence proveden piidanim této suspenze k promytym eukaryotnim bunikam.
Po spole¢né inkubaci se odmyji z jamek nenavazané bakterie a prométi se dualni fluorescence.
Na zavér probiha kontrola na fluorescenénim mikroskopu. Obrazek byl vytvofen pomoci
,,softwaru“ BioRender"3.

Tab. 2: Glykoklastry pouZité v adheren¢nich testech.

Pivodni Oznaceni Relativni Koncentraéni rozmezi Kombinace
oznaceni glykoklastru | molekulova | v adherencnich testech | glykoklastru
glykoklastru v této praci hmotnost [uM] s bakterii
LTS-18 A 1574,65 0-500 BC nebo PA
LTS-42 B 1970,03 0-500 BC
LTS-38 C 1600,64 0-250 BC

Po aplikaci CuFi-1 nebo NuLi-1 fluorescencné znac¢enych barvivem PKH67 (triplikat
nenabarvenych bunék byl pouzit jako kontrola znaceni) do jamek Cerné mikrotitracni
desti¢ky s prithlednym dnem (Corning® 96 CellBind® Flat Bottom Black Polystyrene)

pro tcely adherenéniho testu (viz kapitola 3.9, str. 64) v mnozstvi 8,4 - 10* bun&k/jamka
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(tzn. 150 pul suspenze o koncentraci 5,6 - 10° bunék/ml piipravené v poslednim
kroku casti 3.8.1 na str. 60) byla tato desticka uzaviena a obalena alobalem. Nasledné
byla inkubovéna v CO; inkubatoru MCO-170AICUV pii 37 °C a5 % CO2 po dobu
42 az 45 hodin (tento Cas byl dostate¢ny pro regeneraci povrchovych struktur bunck
po trypsinizaci nasledované fluorescencnim znacenim a soucasné pro vytvoieni

konfluentni vrstvy v jamce).

Bakterie BC nebo PA byly kultivovany (viz kapitola 3.3.1, str. 47) a fluorescen¢né
barveny slouceninou PKH26 podle postupu z oddilu 3.8.2 (str. 61). Po kvantifikaci bun¢k
(kapitola 3.3.2 nastr. 47) byla bakteridlni suspenze nafedéna pomoci 20mM TBS
s 0,5mM koncentraci Ca** na ODsoo = 1,000, pii kterém se v 1 ml bakteridlni suspenze
nachézi 6 - 10® bun&k BC nebo PA. Tato zasobni suspenze byla pak pouZita pro p¥ipravu
pracovnich suspenzi aplikovanych do jamek s pfipravenou vrstvou eukaryotnich bunék.
Postup provedeni adheren¢niho testu se slepi¢imi protildtkami a multivalentnimi

glykokonjugéty se liSil praveé v ptiprave téchto pracovnich suspenzi.

Piiprava pracovni suspenze pro adherencni testy se slepi¢imi protilitkami:

Zasobni roztok protilatky byl nafedén pomoci dialyza¢niho PBS pufru na 1-2 ml roztoku
s koncentraci 3—4 mg/ml, ktery byl ptenesen do dialyza¢ni tuby (D-Tube™ Dialyzer).

Celkem bylo ptipraveno 10 I tohoto dialyza¢niho pufru o nasledujicim sloZeni:

e Dialyzacni  PBS pufr: 1,8mM Na;HPO4 - 12H20;  1mM NaH2POq4 - 2H;0;
134mM NaCl; diH>O; pH 7,2

Dialyza probihala ptes noc pti 4 °C za konstantniho michani na magnetické michacce
proti 101 dialyzacniho pufru. Dalsi den byla opét proméfena Assgo, tentokrat ale proti
nepouzitému dialyzaénimu PBS pufru a pomoci ng byla také upravena koncentrace
roztoku protilatky na 2,5 mg/ml. Findlni koncentrace protilatky v jamce mikrotitra¢ni
desticky (v 50 ul suspenze aplikované dojamky) byla 1,0 mg/ml. Do jedné
mikrozkumavky se pfipravovala suspenze o celkovém objemu 200 pl (triplikat a rezervni
davka), ktery sestaval z 56 pl bakterialni suspenze (o koncentraci 6 - 10® bunék/ml), 80 pl
roztoku protilatky (s koncentraci 2,5 mg/ml) a pro doplnéni objemu do 200 pl bylo
pouzito 64 ul 20mM TBS pufru s piidavkem 0,5mM Ca?*. Smés byla pe¢livé promichdna

a inkubovéna za tmy pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut za ob¢asného promichani.
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Piiprava pracovni suspenze pro adherencni testy s multivalentnimi glykoklastry:

V adheren¢nim testu byly pouzivany rizné koncentrace glykoklastri. Pracovni suspenze
(pro kazdou koncentraci glykoklastru) o objemu 200 pl (triplikat a rezervni davka), z niz
bylo nésledné aplikovano 50 ul/jamku, byla pfipravena do mikrozkumavky. Pii aplikaci
50 pl pracovni suspenze bakterii bylo do jamky k CuFi-1 nebo NuLi-1 (8,4 - 10* bun&k
na jamku) pfidano 8,4 - 10° bunék BC/PA na jamku. Celkovy objem v mikrozkumavce
jeslozen z 56 pl bakterialni suspenze (o ODgoo = 1,000), potiebného objemu roztoku
glykoklastru pro dosazeni 74dané koncentrace a20mM TBS pufru s 0,5mM Ca®",
jenz doplni objem do 200 pl. Takto pfipravend suspenze musi byt dikladné promichéna

a inkubovéna 30 minut za tmy pfi laboratorni teploté za obasného promichani.

DalSi postup adherenéniho testu pri pouziti slepic¢ich protilatek nebo glykoklastri

V pribéhu  30minutové inkubace pracovnich suspenzi slepicich protilatek
nebo trivalentnich glykoklastri s bakteriemi v mikrozkumavkach, bylo zjamek
mikrotitracni desticky s monovrstvou CuFi-1 ¢i NuLi-1 vytvofenou na dné jamky
odstranéno ristové médium. K trojndsobnému promyti téchto bun€k od zbytkl
kultivaéniho média byl vyuzit 20mM TBS pufr s Ca** (0,5mM) — nal jamku
se spotfebovalo 3x 100-150 pl tohoto puftru.

Po ukonceni inkubace (30 minut) bylo do kazdé jamky aplikovano jiZ zminénych
50 ul pracovni suspenze. Do kontrolnich jamek s vrstvou eukaryotnich bunék byla
pridana suspenze bez ptidavku slepicich protilatek ¢i glykokonjugatt. Pro dalsi kontrolu
byly dojamek bez CuFi-1 ¢i NuLi-1 pfiddny pouze nenabarvené bakterie s pufrem.
Zaviena desti¢ka byla inkubovana 2 hodiny za tmy pfi laboratorni teploté. Po inkubaci
a postupném odstranéni suspenze zkazdé jamky ve stejném potadi, v jakém byla
tato suspenze do jamek piidana, byly jamky 3x promyty 100-150 ul 20mM TBS
s 0,5mM Ca?". Nasledné byly buriky prevrstveny 100 ul tohoto pufru, aby nedoslo
k jejich vysuSeni. Pfidavek 100 pl pufru byl aplikovan také do tfi prazdnych jamek,

které slouZily jako slepy vzorek.

Na zavér byla meétfena fluorescence obou typli buné€k — bakteridlnich 1 plicnich
epitelidlnich bun€k aplikovanych do ¢erné mikrotitraéni desticky s prithlednym dnem
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(Corning® 96 CellBind® Flat Bottom Black Polystyrene) oznagené kodem COS961b. Byl
k tomu vyuzit spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro s programem i-control.
Nejdiive byla métena fluorescence bakterialnich bun¢k (BC nebo PA) s inkorporovanym
barvivem PKH26 a nasledné fluorescence epitelidlnich bun¢k plic (CuFi-1 nebo NuLi-1),

které maji do své membrany inkorporovanou slou¢eninu PKH67.

¢ Fluorescence bakterialnich bunék (PKH26): Fluorescence byla zaznamenana
vicendsobnym hornim c¢tenim jamek (vyplnény cEtverec 3x3, Z =17 000)
pti vlnové délce excitace 522 nm, emise 569 nm a parametru ,,gain“ 160. Pocet
zableskl byl 50, Cas integrace 20 ps a doba prodlevy (tzv. ,lag time*) byla 0 us.

¢ Fluorescence eukaryotnich bunék plicniho epitelu (PKH67): Kazda jamka
byla ¢tena zespodu a opakovan¢ (vyplnény ¢tverec 3x3) pii vinové délce excitace
470 nm, emise 505 nm a za pouziti ,,gain* 140. Pocet zdbleski byl nastaven
na hodnotu 50, cas integrace byl 20 us adoba prodlevy (tzv.,lag time®)

byla 0 ps.

Vysledky byly vyhodnoceny ve formé sloupcového grafu nasledujicim zptsobem.
Z pomeéru relativni fluorescence bakterialnich bunék / eukaryotnich bunék byl z triplikati
vypocitan pramér a smérodatna odchylka pro kazdou testovanou substanci a pro vSechny
koncentrace. Hodnoty ziskané timto zplsobem byly vztaZeny na analogické hodnoty
u neoSetienych bunék (bez pfidavku slepi¢ich protilatek nebo multivalentnich
glykoklastri) a ptevedeny na procenta vyjadiujici adherenci bakterii na plicni buiky,
aby bylo mozné vzajemné porovnavani testovanych substanci. Ve vysledném
sloupcovém grafu byla tedy zndzornéna zavislost adherence bakterii na plicni bunky
(v procentech) na pouzité protildtce o koncentraci 1 mg/ml anebo na koncentraci

testovaného glykokonjugétu. Kazdy sloupec byl doplnén o smérodatnou odchylku.

K ovéteni fluorescence bunck byl pouzit i fluorescenéni mikroskop Nikon Eclipse
TE2002-U s programem NIS-Elements AR 3.00. V pfipad¢ fluorescence v oranZovo-
cervené Casti spektra (bakteridlni buniky) byl nastaven filtr 31002 FITC C87702
a pro zelenou emisi eukaryotnich bunck byl pouZit filtr 31001 FITC C87701.
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4 Vysledky

4.1 Testovani viability bakterialnich bunék

Nejprve byla studovana zivotaschopnost bun¢k bakterie PA (bioluminiscen¢niho kmene
PA-lux) v pritomnosti glykoklastri zaloZzenych na fukose. Pokus byl proveden
ve spolupraci s kolegyni Mgr. Michaelou Kurucovou. Prvni testovanou substanci
byl monovalentni glykoklastr oznacovany KGY-4 a dal$i slouceninou byl trivalentni
glykokonjugat KGY-12. Jako pozitivni kontrola slouZil roztok NaN3 a jako slepy vzorek
bylo pouzit¢ pouze LB médium s bakteridlnimi buitkami. Koncentrace pouZzitych
glykoklastri v tomto experimentu byly nasledujici: 0—1000 uM pro KGY-4 a 0—125 uM
pro KGY-12. Stejné koncentra¢ni rozmezi 0—1000 uM bylo pouzito i pii adheren¢nich
testech. Pro porovnani byl testovan NaN3, sloucenina béZzné pouzivana k antibakterialni
ochran¢ biologickych vzorkl, v koncentracnim rozmezi 0-1000 uM a 0-0,1% (wW/v)
NaNs. Viabilitu PA-lux vyjadienou jako relativni luminiscenci bakterii v prubéhu

kultivace zachycuji obr. 13 az obr. 16 (str. 70 az 73).
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Obr. 13: Kultivace bunék PA-lux v pfitomnosti slou¢eniny KGY-4. Graf znazornuje vliv
monovalentniho glykoklastru KGY-4 zalozeného na termindlnim fukosovém zbytku na rist
bakterialnich bun¢k v LB médiu pti 37 °C. Hodnoty relativni luminiscence PA-lux byly ziskany
jako primér hodnot ze tii nezavislych meéfeni =+ SD. Luminiscence byla méfena
na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro s programem i-control v péti kinetickych cyklech
po 20 minut pfi nasledujicich parametrech: doba integrace 1500 ms, doba ustaleni 10 ms a 10s
orbitalni tfepani s amplitudou 1 mm.
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Obr. 14: Kultivace bunék PA-lux v pritomnosti slouc¢eniny KGY-12. Graf znazoriiuje vliv
trivalentniho glykoklastru KGY-12 zalozeného na tfech terminalnich fukosovych zbytcich na rist
bakterialnich bun¢k v LB médiu pti 37 °C. Hodnoty relativni luminiscence PA-lux byly ziskany
jako primér hodnot zetfi nezavislych méfeni =+ SD. Luminiscence byla méfena
na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro s programem i-control v péti kinetickych cyklech
po 20 minut pii nasledujicich parametrech: doba integrace 1500 ms, doba ustaleni 10 ms a 10s
orbitalni tfepani s amplitudou 1 mm.
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Obr. 15: Kultivace bunék PA-lux v pfitomnosti NaN; v koncentra¢nim rozmezi 0—1000 pM.
Graf znazornuje vliv roztoku NaNs na rust bakterialnich bun¢k v LB médiu pii 37 °C. Hodnoty
relativni luminiscence PA-lux byly ziskany jako primér hodnot ze tff nezavislych méfeni + SD.
Luminiscence byla méfena na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro s programem i-control
v péti kinetickych cyklech po 20 minut pfi nasledujicich parametrech: doba integrace 1500 ms,
doba ustaleni 10 ms a 10s orbitalni tfepani s amplitudou 1 mm.
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Obr. 16: Kultivace bunék PA-lux v pritomnosti 0-0,1% (w/v) NaNs. Graf znazoriiuje vliv
roztoku NaN3 na rist bakteridlnich bunék v LB médiu pti 37 °C. Hodnoty relativni luminiscence
PA-lux byly ziskany jako primér hodnot ze tfi nezdvislych méfeni + SD. Luminiscence byla
mefena na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro s programem i-control v péti kinetickych
cyklech po 20 minut pii nasledujicich parametrech: doba integrace 1500 ms, doba ustaleni 10 ms
a 10s orbitalni tfepani s amplitudou 1 mm.

4.2 Priprava slepiCich protilatek proti BC2L-C

Slepici protilatky IgY byly pfipraveny ze zloutktl vajec slepic, které byly intramuskulérné
imunizovany ve tfech davkach (14.6.2023, 22.6.2023 a 30.6.2023) rekombinantné
pfipravenymi antigeny, BC2L-C-nt pro slepici ¢islo 1 a BC2L-C-ct pro slepici ¢islo 2.

Kontrolni protilatky K1 byly izolovany ze Sesti vajec snesenych slepici 1 pfed prvni
imunizaci. Analogicky byly ziskany 1 kontrolni protilatky K2 od slepice 2. Protilatky
vytvofené proti aplikovanym antigentiim (S1 v piipadé slepice 1 nebo S2 v pfipadé
slepice 2) byly v obou ptipadech izolovany také ze Sesti zloutkl vajec, ktera vSak byla
snesend po imunizacich. Imunizace obéma antigeny mimo jiné vyvolala 1 omezeni

snusky. Slepice 1 snesla celkem 25 vajec, zatimco slepice 2 pouze 17 vajec.
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V piipravenych frakcich IgY byla proméfena Azgo a z hodnot absorbance nasledné

vypocitana koncentrace protildtek. Piehled pfipravenych frakci protilatek je uveden

v tab. 3 na str. 74.

Tab. 3: Pripravené frakce protilatek proti BC2L-C-nt a BC2L-C-ct.

. . Objem
Pocet vajec | |, i
v, ., . Datum .l ziskanych | Koncentrace
Cislo Pouzity Oznadeni . pouzitych , i
. . L, sbéru . . frakci protilatek
slepice antigen protilatek . pro izolaci L,
vajec v, protilatek [mg/ml]
protilatek
[ml]
Kontrolni
protilatka | 5.6.2023
K1 ziskana az 6 25 14,9
pred 13.6.2023
imunizaci
1 BC2L-C-nt
" ["Specificka
protilatka | 28.6.2023
S1 ziskana az 6 16 28,8
po 5.7.2023
imunizaci
Kontrolni
protilatka | 4.6.2023
K2 ziskana az 6 27 20,2
pred 11.6.2023
imunizaci
2 BC2L-C-ct -
¢ Specificka
protilatka | 19.6.2023
S2 ziskana az 6 17 35,0
po 1.7.2023
imunizaci
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4.3 Stanoveni reaktivity slepiCich protilatek
metodou ELISA

Metodou ELISA byla testovdna imunoreaktivita nov¢ pfipravenych protilatek
proti jednotlivym doménam lektinu BC2L-C, tedy BC2L-C-nt a BC2L-C-ct
(viz oddil 3.5 (str. 50) a 4.2 (str. 73)). Stanovovana byla také imunochemicka reaktivita
slepi¢ich protilatek proti lektinu BC2L-A pfipravenych Arinou Bolshovou'*®. V obou
piipadech byla jako sekundarni protilatka vyuzita kralici protilatka IgG proti slepi¢im

protilatkam IgY, ktera byla konjugovana s alkalickou fosfatasou.

Pro provedeni metody ELISA s rekombinantnimi antigeny BC2L-C-nt, BC2L-C-ct
a BC2L-A byly pouzity desticky POLYSORB (NUN96ft). Specifické rozpoznani
imobilizovaného antigenu nové pfipravenymi slepi¢imi protilatkami (K1, S1, K2, S2),
anebo protiladtkami pfipravenymi Arinou Bolshovou (K, S) bylo provadéno
v koncentraénim rozmezi 3,3 pg/ml az 90 pg/ml. Vysledky jsou zobrazeny v grafech

na obr. 17 a obr. 18 (str. 76-77).
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Obr. 17: Imunochemické stanoveni reaktivity slepi¢ich protilatek (K1, S1, K2, S2) viéi
antigenim BC2L-C-nt a BC2L-C-ct metodou ELISA. V kazdé jamce bylo imobilizovano
0,4 pg rekombinantniho antigenu (BC2L-C-nt nebo BC2L-C-ct). Jako sekundarni protilatka
slouzila krali¢i IgG proti slepicim IgY konjugovana s alkalickou fosfatasou. Imunoreaktivita
testovanych slepicich protilatek byla vyjadiena jako zavislost Asos na koncentraci dané protilatky.
Chybové usecky znazornuji variacni rozpéti duplikatii. Legenda na obrazku uvadi pouzity antigen
v kombinaci s testovanou slepici protilatkou.
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Obr. 18: Imunochemické stanoveni reaktivity slepi¢ich protilatek (K, S) proti antigenu
BC2L-A metodou ELISA. V kazdé jamce bylo imobilizovano 0,4 pgrekombinantné
ptipraveného proteinu BC2L-A. Jako sekundarni protildtka slouzila kralici IgG proti slepi¢im
IgY konjugovana s alkalickou fosfatasou. Imunoreaktivita testovanych slepicich protilatek byla
vyjadiena jako zavislost Ass na koncentraci. Chybové useCky zndzornuji variacni rozpéti
duplikath. Legenda na obrazku uvadi pouzity antigen v kombinaci s testovanou slepici
protilatkou.

4.4 Rustova krivka Burkholderia cenocepacia

Bakteridlni suspenze BC (kmen ST-32, CCM 7291) byla kultivovana v LB médiu
po dobu 24 hodin, béhem nizZ byl zbunéné suspenze (o pocatecni hodnoté
ODsoo = 0,010) kazdych 60 minut odebiran alikvot. Vzdy byla ode¢tena hodnota ODeoo
proti LB médiu bez bun€k, ktera byla nasledné piepoltena na nefedénou suspenzi.
Rastova kitivka je na obr. 19 (str. 78) znazornéna jako zavislost log(ODeoo) netfedéné

bakterialni kultury na dobé¢ kultivace.
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Obr. 19: Riistova krivka BC. Bakterie BC byly kultivovany v LB médiu pti 37 °C a 250 RPM
na tiepacce Infors HT Multitron Pro po dobu 24 hodin. V grafu je vynesena zavislost log(ODeoo)
na dobé kultivace bakterialni suspenze.

4.5 Detekce lektini BC2L-C a BC2L-A metodou

,Western Blot" s imunodetekci

Ptipravené slepici protilatky S1 a K1 (viz oddil 4.2, str. 73), jejichZ specifita byla ovéfena
metodou ELISA (v kapitole 4.3 (str. 75)), byly dale pouZity pro imunochemickou detekci
pfi studiu exprese lektinu BC2L-C bakterialnimi buiikami BC kultivovanymi v LB médiu
24 hodin pfii 37 °C. Po elektroforetické separaci bilkovin (v denaturujicich podminkach)
obsaZzenych v bakterialnim lyzatu byla k jejich pfenosu na nitrocelulosovou membranu

vyuzita technika ,,Western Blot*.

Stejnym postupem byla studovana také exprese lektinu BC2L-A. Pro imunodetekci
tohoto proteinu byly jako primarni protilatky pouzity specifické primarni slepici
protilatky S a K (viz kapitola 4.3 (str. 75)) dlouhodobé uskladnény pii 4 °C!#.

V obou ptipadech byla jako sekundarni protildtka pouzita krali¢i protilatka IgG

s navazanou alkalickou fosfatasou. Na vysledné membran¢ (obr. 20 na str. 79)
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1ze po inkubaci s protilatkou S1 (membréana po inkubaci s kontrolni protilatkou K1 neni
zobrazena) pozorovat signal v oblasti molekulové hmotnosti odpovidajici lektinu
BC2L-C (28,15kDa)!'¥’. Zapouzitych kultiva¢énich podminek zfejmé nedochazi
k expresi lektinu BC2L-A, protoze na membrané po inkubaci s protilatkou S byl v oblasti
molekulové hmotnosti 13,76 kDa opakované patrny pouze standard rekombinantniho

proteinu BC2L-A'*. Obrazek membrany neni proto uveden.

1 2 3
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25 kDa r .
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Obr. 20: Imunochemicka detekce lektinu BC2L-C. Exprese lektinu BC2L-C v lyzatu
bakterialnich bunék BC kultivovanych 24 hodin v LB médiu (37 °C, 250 RPM, Infors HT
Multitron Pro) byla studovdna za vyuziti rekombinantné pfipraveného standardniho proteinu
BC2L-C. Po provedeni elektroforézy a ,,Western Blot™ byla k detekci vyuzita primarni slepici
protilatka S1 o koncentraci 10 ug/ml a s alkalickou fosfatasou konjugovana sekundarni krali¢i
protilatka IgG proti slepi¢im IgY nafedéna 4001x. Vzorky se na membrané nachdzi v potadi:
1 = marker molekulové hmotnosti (,,Precision Plus Protein Dual Color Standards®); 2 = standard
BC2L-C; 3 = lyzat BC po kultivaci (24 hodin) v LB médiu.
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4.6 Optimalizace znaceni bakterialnich bunék
fluorescencnim barvivem PKH26

Optimalizace fluorescencniho barveni bun€k bakterii slou¢eninou PKH26 byla
provedena ve spolupraci s M. Kurucovou anavazovala na piedchozi praci'®?. Tato
metodika byla provedena na bunikdch PA (kmen PAK, ST 1763) a vysledny postup
byl nésledné aplikovan na bakterii BC (kmen ST-32, CCM 7291). Vysledky byly
vyhodnocovéany primarné z mikroskopickych snimkii (Nikon Eclipse TE2002-U, filtr
31002 FITC C87702). Vyuzito vsak bylo také méteni fluorescence na spektrofluorimetru
(Tecan Infinite M200 Pro).

Vzhledem k tomu, ze v procesu barveni roztokem PKH26 v 10mM PBS o hodnoté¢
pH 7,45 bunky PA ztridceji pohyblivost a objevujise agregity pozorovatelné
jak na nativnich, tak na fluorescencnich snimcich, bylo pfistoupeno ke zméné

pouzivaného pufru'>2.

Nejdiive byly zkousSené rGzné pufry pouzivané béhem celého procesu
fluorescencniho znaceni bakteridlnich bunck. Naobr. 21 (str. 81) jsou zobrazeny
fluorescenéné oznacené buikky PA s pouzitim pivodniho 10mM PBS (pH 7.45).
Na tomto snimku je pozorovatelné vyse zminované velké mnozstvi agregatti. Na obr. 22
(str. 81) jsou vysledky procesu barveni PA v pufrech: 10mM HEPES (A),
10mM TBS (B), 10mM Tris/HCI pufr (C) a20mM Tris/HCI pufr (D). VSechny tyto
pufry mély pH 7,4. Lze vidét, Ze postupné dochézelo k poklesu tvorby shlukt. Pro dalsi
pokusy byl pouzit 20mM Tris/HCI pufr, ktery nejvice omezoval tvorbu agregati, ale také

branil ztraté pohyblivosti bakterii.
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Obr. 21: Reprezentativni snimek bunék PA oznacenych fluorescenénim barvivem PKH26
v pritomnosti 10mM PBS (pH 7,45). Snimek byl potfizen na mikroskopu Nikon Eclipse
TE2002-U (filtr 31002 FITC C87702) za pouziti programu NIS-Elements AR 3.00 pfi zvétSeni

20x. K obarveni snimku byl pouZit program ImageJ'®.

Obr. 22: Reprezentativni snimky bunék PA oznacenych fluorescenénim barvivem PKH26
v pfitomnosti riznych pufri (pH7.4). Byly pouzit¢ pufry: 10mM HEPES (A),
10mM TBS (B), 10mM Tris/HCI pufr (C) a 20mM Tris/HCI pufr (D). Snimky byly pofizeny
na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U (filtr 31002 FITC C87702) za pouziti programu

J165

NIS-Elements AR 3.00 pii zvétseni 20x. K obarveni snimkt byl pouzit program Image
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Pro pouziti oznadenych PA v adherenénim testu jsou dilezité také Ca?’ a pufr
s izotonickym charakterem. Byla proto testovana zména pufru v poslednim promyvacim
kroku po obarveni bakteridlnich bunék, ato z20mM Tris/HCl pufru na TBS
anebo na TBS s obsahem 0,5mM Ca?". Pouzita koncentrace TBS byla v obou piipadech
10 mM nebo 20 mM. Zmeéna koncentrace pufru béhem promyvéni bunék PA méla
neptiznivy vliv natvorbu agregatli, aproto byly dalsi testy provedené pouze
s 20mM TBS / 20mM TBS s Ca**. Na obr. 23 (str. 82) jsou zachyceny vysledky ziskané
po zméné 20mM Tris/HCI pufru na 20mM TBS pufr bez Ca** (A) anebo na 20mM TBS
puft s 0,5mM Ca?" (B). Ukézalo se, e pfitomnost Ca>" nezvysila tvorbu agregati

na rozdil od pfitomnosti soli obsazenych v TBS (viz snimek B a C na obr. 22, str. 81).

Obr. 23: Reprezentativni snimky bunék PA oznacenych fluorescenénim barvivem PKH26
v pFitomnosti 20mM TBS pufru bez/s Ca**. V poslednim promyvacim kroku po barveni
bakteridlnich bunék PA byl 20mM Tris/HCl pufr zaménén za 20mM TBS (A)
anebo za 20mM TBS s piidavkem 0,5mM Ca** (B). Snimky byly pofizeny na mikroskopu Nikon
Eclipse TE2002-U (filtr 31002 FITC C87702) za pouziti programu NIS-Elements AR 3.00
pii zvétSeni 20x. K obarveni snimki byl pouzit program Image]'®’.

4.6.1 Kalibracni zavislost fluorescence bakterialnich

bunék znacCenych barvivem PKH26

Vzorky bakterialnich bunék PA a BC fluorescencné znacenych barvivem PKH26 byly
fedény dvojkovou fedici fadou a po jejich aplikaci do jamek mikrotitracni destiCky byla
meétena fluorescence. Na obr. 24 (str. 83) je uvedena kalibracni zavislost fluorescence PA

pfi pouziti 20mM TBS pufru s 0,5mM koncentraci Ca®". Reprezentativni mikroskopické
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snimky zndzornéné na obr. 25 (str. 84) odpovidaji jednotlivym bodiim kalibra¢ni kiivky
z obr. 24 (str. 83). Kalibracni kiivka fluorescence BC za pouziti stejného pufru je ukédzana
naobr. 26 (str.85) ajepodlozena reprezentativnimi mikroskopickymi snimky

znazornujicimi postupny pokles poctu bakteridlnich buné€k (viz obr. 27 na str. 86).
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Obr. 24: Kalibracni zavislost fluorescence bunék PA znacenych barvivem PKH26.
Bakteridlni buniky PA byly fluorescencné znaceny slouceninou PKH26 za pouziti 20mM TBS
s 0,5mM Ca?". Vzorky fedény dvojkovou fedici fadou byly v triplikatech aplikovany do jamek
(do prvni jamky bylo nasazeno 8,4 - 10° PA) mikrotitraéni desti¢ky Corning® 96 CellBind® Flat
Bottom Black Polystyrene (COS961b) a na pfistroji Tecan Infinite M200 Pro (program i-control)
byla promeétena fluorescence seshora (Z = 17 000) pii nasledujicich parametrech — vinova délka
excitace/emise byla 522 nm /569 nm, parametr ,,gain“ mél hodnotu 160. Jamky byly cteny
vicenasobné (vyplnény ¢étverec 3x3). Jednotlivé body odpovidaji priméru hodnot z triplikatt
(po odectu fluorescence pozadi, tedy 20mM TBS s Ca®*) + SD.
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Obr. 25: Reprezentativni mikroskopické snimky bunék PA znaéenych PKH26 v postupném
fedéni. V prib&hu barveni PA byl 20mM Tris/HCI pufr zaménén za 20mM TBS s 0,5mM Ca*".
Po patficném ziedéni a proméieni fluorescence (Tecan Infinite M200 Pro, program i-control)
danych vzorkt v jamkach mikrotitracni desticky byly tyto snimky zaznamenany na mikroskopu
Nikon Eclipse TE2002-U (filtr 31002 FITC C87702) za pouziti programu NIS-Elements AR 3.00
a zvétSeni 20x. Nasledné byly kolorovany v programu ImageJ'®®. Snimky odpovidaji jednotlivym
bodim z kalibracni kiivky znazornéné na obr. 24 (str. 83). Pocet bunék PA aplikovanych
do jamek byl nasledujici: 8,4 - 10° (A); 4,2 - 10° (B); 2,1 - 10° (C); 1,05 - 10° (D); 5,25 - 10° (E).
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Obr. 26: Kalibraéni zavislost fluorescence bunék BC znacenych barvivem PKH26.
Bakterialni buiiky BC byly fluorescencné znaceny slouc¢eninou PKH26 za pouziti 20mM TBS
s 0,5mM Ca?". Vzorky fedény dvojkovou fedici fadou byly v triplikatech aplikovany do jamek
(do prvni jamky bylo nasazeno 8,4 - 10° PA) mikrotitraéni desti¢ky Corning® 96 CellBind® Flat
Bottom Black Polystyrene (COS961b) a na pfistroji Tecan Infinite M200 Pro (program i-control)
byla prométena fluorescence seshora (Z = 17 000) pii nasledujicich parametrech — vinova délka
excitace/emise byla 522 nm /569 nm, parametr ,,gain“ mél hodnotu 160. Jamky byly cteny
vicenasobné (vyplnény ¢étverec 3x3). Jednotlivé body odpovidaji primeru hodnot z triplikatt
(po odectu fluorescence pozadi, tedy 20mM TBS s Ca®*) + SD.
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Obr. 27: Reprezentativni mikroskopické snimky bunék BC zna¢enych PKH26 v postupném
Fedéni. V prib&hu barveni BC byl 20mM Tris/HCI pufr zaménén za 20mM TBS s 0,5mM Ca*".
Po patficném ziedéni a proméieni fluorescence (Tecan Infinite M200 Pro, program i-control)

danych vzorkt v jamkach mikrotitraéni desticky byly tyto snimky zaznamenany na mikroskopu
Nikon Eclipse TE2002-U (filtr 31002 FITC C87702) za pouziti programu NIS-Elements AR 3.00
a zvétSeni 20x. Nésledné byly kolorovany v programu Image]'®®. Snimky odpovidaji jednotlivym
bodim z kalibracni kiivky znazornéné na obr. 26 (str. 85). Pocet bunck BC aplikovanych
do jamek byl nasledujici: 8,4 - 10° (A); 4,2 - 10° (B); 2,1 - 10° (C); 1,05 - 10° (D); 5,25 - 10° (E).

4.7 Adherencni testy

Testy adherence bakterialnich bun¢k (BC nebo PA) fluorescen¢né znacenych PKH26
na plicni epitelidlni bunky (CuFi-1 nebo NuLi-1) znacené fluorescencnim barvivem
PKH67 byly provedeny v pfitomnosti slepicich protilatek proti BC2L-C-nt (K1 ¢i S1)
anebo trivalentnich glykoklastrii na baze fukosy (A/B/C). Jamky s nulovou koncentraci

testovanych substanci byly pouzity jako kontrola.

Nejdiive byly provedeny adherencni testy s protildtkami proti BC2L-C-nt (K1 a S1).
Experiment byl proveden s bakterii BC a s obéma bunéénymi liniemi plicniho epitelu.
Na zakladé vysledkt (viz obr. 28 na str. 88 a obr. 29 na str. 89) lze konstatovat, ze mezi
obéma bunéénymi liniemi neni velky rozdil v ovlivnéni miry adherence. V piipadé
CuFi-1, respektive NuLi-1, snizila protilatka K1 oproti neoSetfenym bunkam adherenci

bakteridlnich bunék na plicni epitelidlni buiiky o 55 %, respektive o 53 %. Efekt
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protilatky S1 byl jesté vyraznéjsi. Pii porovnani s neoSetfenymi bunikami byla adherence

u linie CuFi-1 pouze 21%, zatimco u NuLi-1 byla 25%.

Vysledky adheren¢nich testl se syntetickymi trivalentnimi  glykokonjugaty
prokazaly, ze glykoklastr B je nejucinnéjsi v 500uM koncentraci (viz obr. 32 a obr. 33
na str. 92-93). Adherenci BC na CuFi-1 se pii pouziti této molekuly podaiilo snizit
az 0 72 % ana NuLi-1 o0 63 %. Na obr. 30 (str. 90) l1ze pozorovat, ze glykoklastr A ve své
nejucinnéjsi koncentraci (125 uM) snizil adherenci BC na CuFi-1 na 46 % oproti
neoSetfenym bunkam. V ptipad¢ adherence BC na NuLi-1 se jednalo o snizeni na 52 %
(viz obr. 31, str. 91). Jak ukazuje obr. 35 na str. 95, vliv glykoklastru A na adherenci PA
na CuFi-1 byl vyraznéj§i neZ v pfipadé¢ BC — adherence byla snizend o 60 %.
Glykoklastr C plsobil nejefektivnéji v koncentraci 63 uM, pti které sniZil adherenci BC
na CuFi-1 0 51 % (viz obr. 34 na str. 94).
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Obr. 28: Vliv protilatek proti BC2L-C-nt na adherenci bunék BC na CuFi-1. Bunky CuFi-1
a BC byly po kultivaci fluorescenéné oznaceny. K bakteriim byl pfidan roztok anti-BC2L-C-nt
protilatky S1 nebo preimunni protilatky K1 o vysledné koncentraci 1 mg/ml. Po spolecné
inkubaci bakterii s CuFi-1 byly odstranény nenavazané bakterialni buiiky a prométena dudlni
fluorescence (spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro, program i-control). K vyhodnoceni
vysledkl byly vyuzity namétené hodnoty fluorescence. K méteni fluorescence BC (PKH26) bylo
vyuzito vrchniho vicenasobného ¢teni jamek (Z = 17 000, vypln€ny ¢tverec 3x3) pii vinové délce
excitace 522 nm aemise 569 nm a parametr ,,gain“ byl nastaven na hodnotu 160. K méfeni
fluorescence CuFi-1 (PKH67) bylo vyuzito spodniho vicenasobného ¢teni jamek (vyplnény
¢tverec 3x3) pii vinové délce excitace 470 nm a emise 505 nm a parametr ,,gain“ byl 140.
Vynesené hodnoty jsou v procentech vyjadfené priméry (£ SD) relativni fluorescence BC/CuFi-1
triplikdtu neoSetfenych bunék nebo bunék osetienych protilatkou, které jsou vztazené
na obdobnou hodnotu neoSetfenych bunék. Za kontrolu (100 %) byly povazovany jamky
s neoSetfenymi bunikami, jejichZ hodnota relativni fluorescence BC/CuFi-1 méla hodnotu 0,4062.
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Obr. 29: Vliv protilitek proti BC2L-C-nt na adherenci bunék BC na NuLi-1. Buiiky NuLi-1
a BC byly po kultivaci fluorescenéné oznaceny. K bakteriim byl pfidan roztok anti-BC2L-C-nt
protilatky S1 nebo preimunni protilatky K1 o vysledné koncentraci 1 mg/ml. Po spole¢né
inkubaci bakterii s NuLi-1 byly odstranény nenavdzané bakterialni buiiky a proméfena dualni
fluorescence (spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro, program i-control). K vyhodnoceni
vysledki byly vyuzity naméfené hodnoty fluorescence. K méteni fluorescence BC (PKH26) bylo
vyuzito vrchniho vicenasobného ¢teni jamek (Z = 17 000, vypln€ny ¢tverec 3x3) pii vinové délce
excitace 522 nm a emise 569 nm a parametr ,,gain“ byl nastaven na hodnotu 160. K méfeni
fluorescence NuLi-1 (PKH67) bylo vyuzito spodniho vicendsobného cteni jamek (vyplnény
¢tverec 3x3) piivlnové délce excitace 470 nm a emise 505 nm a parametr ,,gain“ byl 140.
Vynesené hodnoty jsou v procentech vyjadiené prameéry (£ SD) relativni fluorescence
BC/NuLi-1 triplikatu neosetfenych bunék nebo bun€k osetfenych protilatkou, které jsou vztazené
na obdobnou hodnotu neoSetfenych bunék. Za kontrolu (100 %) byly povazovany jamky
s neoSetienymi buiikami, jejichz hodnota relativni fluorescence BC/NuLi-1 méla hodnotu 0,2462.
Pti vyhodnocovani nebyly uvazovany odlehlé vysledky.
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Obr. 30: Vliv glykoklastru A na adherenci bunék BC na CuFi-1. Buiikky CuFi-1 a BC byly
po kultivaci fluorescenéné oznaceny. K bakteriim byl pfidan roztok glykoklastru A. Po spole¢né
inkubaci bakterii s CuFi-1 byly odstranény nenavazané bakterialni buiiky a prométena dudlni
fluorescence (spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro, program i-control). K vyhodnoceni
vysledki byly vyuzity namefené hodnoty fluorescence. K méteni fluorescence BC (PKH26) bylo
vyuzito vrchniho vicenasobného ¢teni jamek (Z = 17 000, vyplnény ¢tverec 3x3) pfi vinové délce
excitace 522 nm aemise 569 nm a parametr ,,gain“ byl nastaven na hodnotu 160. K méfeni
fluorescence CuFi-1 (PKH67) bylo vyuzito spodniho vicenasobného c¢teni jamek (vyplnény
¢tverec 3x3) pfi vinové délce excitace 470 nm a emise 505 nm a parametr ,,gain“ byl 140.
Vynesené hodnoty jsou v procentech vyjadiené priméry (+ SD) relativni fluorescence BC/CuFi-1
triplikadtu pro kazdou koncentraci glykoklastru A, které jsou vztazené na obdobnou hodnotu
neosetfenych bunék. Za kontrolu (100 %) byly povaZovany jamky s neoSetfenymi buikami,
jejichz hodnota relativni fluorescence BC/CuFi-1 méla hodnotu 0,1336. Pfi vyhodnocovéni
nebyly uvazovany odlehlé vysledky.
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Obr. 31: Vliv glykoklastru A na adherenci bunék BC na NuLi-1. Buiikky NuLi-1 a BC byly
po kultivaci fluorescen¢né oznaceny. K bakteriim byl piidan roztok glykoklastru A. Po spole¢né
inkubaci bakterii s NuLi-1 byly odstranény nenavdzané bakterialni buiiky a proméfena dualni
fluorescence (spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro, program i-control). K vyhodnoceni
vysledki byly vyuzity namétené hodnoty fluorescence. K méteni fluorescence BC (PKH26) bylo
vyuzito vrchniho vicenasobného ¢teni jamek (Z = 17 000, vyplnény ctverec 3x3) pfi vinové délce
excitace 522 nm aemise 569 nm a parametr ,,gain“ byl nastaven na hodnotu 160. K méfeni
fluorescence NuLi-1 (PKH67) bylo vyuzito spodniho vicendsobného cteni jamek (vyplnény
ctverec 3x3) pii vlnové délce excitace 470 nm a emise 505 nm a parametr ,,gain“ byl 140.
Vynesené hodnoty jsou v procentech vyjadiené praméry (£ SD) relativni fluorescence
BC/NuLi-1 triplikatu pro kazdou koncentraci glykoklastru A, které jsou vztazené na obdobnou
hodnotu neosSetienych bunék. Za kontrolu (100 %) byly povazovany jamky s neoSetfenymi
bunikami, jejichz hodnota relativni fluorescence BC/NuLi-1 méla hodnotu 0,1172.
Pti vyhodnocovani nebyly uvazovany odlehlé vysledky.
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Obr. 32: Vliv glykoklastru B na adherenci bunék BC na CuFi-1. Buitky CuFi-1 a BC byly
po kultivaci fluorescen¢né oznaceny. K bakteriim byl pfidan roztok glykoklastru B. Po spolecné
inkubaci bakterii s CuFi-1 byly odstranény nenavazané bakterialni buiiky a prométena dudlni
fluorescence (spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro, program i-control). K vyhodnoceni
vysledki byly vyuzity namétené hodnoty fluorescence. K méteni fluorescence BC (PKH26) bylo
vyuzito vrchniho vicenasobného ¢teni jamek (Z = 17 000, vyplnény ¢tverec 3x3) pfi vinové délce
excitace 522 nm aemise 569 nm a parametr ,,gain“ byl nastaven na hodnotu 160. K méfeni
fluorescence CuFi-1 (PKH67) bylo vyuzito spodniho vicenasobného c¢teni jamek (vyplnény
¢tverec 3x3) pfi vinové délce excitace 470 nm a emise 505 nm a parametr ,,gain“ byl 140.
Vynesené hodnoty jsou v procentech vyjadiené priméry (+ SD) relativni fluorescence BC/CuFi-1
triplikdtu pro kazdou koncentraci glykoklastru B, které jsou vztazené na obdobnou hodnotu
neosetfenych bunék. Za kontrolu (100 %) byly povaZovany jamky s neoSetfenymi buikami,
jejichz hodnota relativni fluorescence BC/CuFi-1 méla hodnotu 0,1366. Pfi vyhodnocovéni
nebyly uvazovany odlehlé vysledky.
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Obr. 33: Vliv glykoklastru B na adherenci bunék BC na NuLi-1. Buiiky NuLi-1 a BC byly
po kultivaci fluorescencné oznaceny. K bakteriim byl pfidan roztok glykoklastru B. Po spole¢né
inkubaci bakterii s NuLi-1 byly odstranény nenavdzané bakterialni buiiky a proméfena dualni
fluorescence (spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro, program i-control). K vyhodnoceni
vysledki byly vyuzity namétené hodnoty fluorescence. K méteni fluorescence BC (PKH26) bylo
vyuzito vrchniho vicenasobného ¢teni jamek (Z = 17 000, vyplnény ctverec 3x3) pfi vinové délce
excitace 522 nm aemise 569 nm a parametr ,,gain“ byl nastaven na hodnotu 160. K méfeni
fluorescence NuLi-1 (PKH67) bylo vyuzito spodniho vicendsobného cteni jamek (vyplnény
ctverec 3x3) pii vlnové délce excitace 470 nm a emise 505 nm a parametr ,,gain“ byl 140.
Vynesené hodnoty jsou v procentech vyjadiené praméry (£ SD) relativni fluorescence
BC/NuLi-1 triplikatu pro kazdou koncentraci glykoklastru B, které jsou vztazené na obdobnou
hodnotu neosSetienych bunék. Za kontrolu (100 %) byly povazovany jamky s neoSetfenymi
buitkami, jejichz hodnota relativni fluorescence BC/NuLi-1 méla hodnotu 0,1201.
Pti vyhodnocovani nebyly uvazovany odlehlé vysledky.
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Obr. 34: Vliv glykoklastru C na adherenci bunék BC na CuFi-1. Buniky CuFi-1 a BC byly
po kultivaci fluorescen¢né oznaceny. K bakteriim byl pfidan roztok glykoklastru C. Po spolecné
inkubaci bakterii s CuFi-1 byly odstranény nenavazané bakterialni buiiky a prométena dudlni
fluorescence (spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro, program i-control). K vyhodnoceni
vysledki byly vyuzity namétené hodnoty fluorescence. K méteni fluorescence BC (PKH26) bylo
vyuzito vrchniho vicenasobného ¢teni jamek (Z = 17 000, vyplnény ¢tverec 3x3) pfi vinové délce
excitace 522 nm aemise 569 nm a parametr ,,gain“ byl nastaven na hodnotu 160. K méfeni
fluorescence CuFi-1 (PKH67) bylo vyuzito spodniho vicenasobného c¢teni jamek (vyplnény
¢tverec 3x3) pfi vinové délce excitace 470 nm a emise 505 nm a parametr ,,gain“ byl 140.
Vynesené hodnoty jsou v procentech vyjadiené priméry (+ SD) relativni fluorescence BC/CuFi-1
triplikatu pro kazdou koncentraci glykoklastru C, které jsou vztazené na obdobnou hodnotu
neosetfenych bunék. Za kontrolu (100 %) byly povaZovany jamky s neoSetfenymi buikami,
jejichz hodnota relativni fluorescence BC/CuFi-1 méla hodnotu 0,1336. Pfi vyhodnocovéni
nebyly uvazovany odlehlé vysledky.

94



110
100
90
80
70

60

5

4

3

2

1
100 71 59 53 53
0 16 31 63 125 250

Koncentrace glykoklastru A [uM]

Adherence PA na CuFi-1 [%]
[w] S S [w) S

=

Obr. 35: Vliv glykoklastru A na adherenci bunék PA na CuFi-1. Bunky CuFi-1 a PA byly
po kultivaci fluorescen¢né oznaceny. K bakteriim byl pfidan roztok glykoklastru A. Po spole¢né
inkubaci bakterii s CuFi-1 byly odstranény nenavazané bakterialni buiiky a prométena dudlni
fluorescence (spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro, program i-control). K vyhodnoceni
vysledki byly vyuzity naméfené hodnoty fluorescence. K méfeni fluorescence PA (PKH26) bylo
vyuzito vrchniho vicenasobného ¢teni jamek (Z = 17 000, vyplnény ¢tverec 3x3) pfi vinové délce
excitace 522 nm aemise 569 nm a parametr ,,gain“ byl nastaven na hodnotu 160. K méfeni
fluorescence CuFi-1 (PKH67) bylo vyuzito spodniho vicenasobného c¢teni jamek (vyplnény
¢tverec 3x3) pfi vinové délce excitace 470 nm a emise 505 nm a parametr ,,gain“ byl 140.
Vynesené hodnoty jsou v procentech vyjadiené praméry (= SD) relativni fluorescence PA/CuFi-1
triplikdtu pro kazdou koncentraci glykoklastru A, které jsou vztazené na obdobnou hodnotu
neosetfenych bunék. Za kontrolu (100 %) byly povaZovany jamky s neoSetfenymi buikami,
jejichz hodnota relativni fluorescence PA/CuFi-1 méla hodnotu 0,2298. Pfi vyhodnocovani
nebyly uvazovany odlehlé vysledky.
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5 Diskuze

Cysticka fibréza je genetické onemocnéni fidici se autosomalné-recesivni dédi¢nosti.
Pticinou této nemoci je mutace v CFTR genu, kterd se projevi v defektu glykosylovaného
CFTR proteinu. Tento protein je za fyziologickych podminek dopraven na apikalni
buné&énou membranu a v riiznych organech se podili zejména na transportu C1-*°, Plice
jsou u nemocnych jedinct s CF nejvice postizenym organem. Problém tkvi predevSim
v naru$ené distribuci iontl (zejména C1") a v abnormalné vysokém poctu plicnich mucinti
s pozménénou glykosylaci. Muciny tvoii husty a viskdzni hlen a pacienti maji problém
s jeho vykaSlanim, coz vede k hromadéni bakteridlnich bunék, opakovanym infekcim,

zan&tlim a poskozeni bungk plic'® 2,

K patogennim mikroorganismiim nebezpecnym pro jedince s CF patii naptiklad PA
¢i Bec®. Tyto bakterie kolonizuji plice pacientdi ve vy$si mife. Vysvétleni miize spocivat
mimo jiné pravé v pozménéné glykosylaci plicnich mucinG*!. Vzhledem k rizikiim
spojenym s PA a Bcc je snaha nalézt alternativni 1écebné postupy. Jednou z variant
je vyuziti profylaxe slepi¢imi protilatkami IgY anebo syntetickymi sacharidovymi
konjugaty (napiiklad glykoklastry) cilicimi na lektiny. Lektiny, jako jsou napt. BC2L-C
bakterie BC patfici do rodiny Bee ¢i PA-IIL bakterie PA, jsou proteinové adhesiny
fungujici jako virulentni faktory téchto bakterii. Zprosttedkovavaji specifické protein-
sacharidové interakce mezi bakteriemi a patologicky glykosylovanymi strukturami
v plicich pacientli. Pravé inhibice lektinovych interakci by se mohla vyuZzit v 1écbé CF

pro zamezeni adherence buné&k patogenti na epitelialni plicni bufiky®’-8-1:132.137.147

Zkoumani této interakce a ovlivnéni adherence bakterii BC (kmen ST-32, CCM 7291)
a PA (kmen PAK, ST 1763) =znacenych fluorescencnim barvivem PKH26
k fluoreskujicim (slou¢enina PKH67) plicnim epitelidlnim bunécnym liniim CuFi-1
(ziskanym od jedince s CF) ¢i NuLi-1 (od zdravého darce) pomoci slepicich protilatek
IgY nebo trivalentnich glykoklastrli na baze fukosy bylo hlavnim cilem pfedkladané
prace. Nejdiive vSak bylo tifeba ovéfit, zda glykoklastry neovliviiuji viabilitu
bakteridlnich bunck, jelikoz ptipadné ovlivnéni by mohlo zplsobit falesné vysledky
adherencnich testi. Dal$im dil¢im cilem bylo prokézani exprese bakteridlnich lektini.
V neposledni fad€ muselo pfed provedenim adherencnich testil jesté dojit k optimalizaci

znaceni bakterialnich bunék slouc¢eninou PKH26.
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Testovani potencidlniho ovlivnéni bakterialni viability fukosylovanymi glykoklastry
bylo z divodu experimentalniho zjednoduseni provedeno s vyuzitim luminiscenéniho
kmene PA (PA-lux). Jak ukazuje obr. 16 na str. 73, béhem 80 minut kultivace PA-lux
s pozitivni kontrolou, roztokem NaN3 (0-0,1% (w/v)), doslo s jeho rostouci koncentraci
k postupnému poklesu luminiscence. To indikuje vyrazné snizeni zivotaschopnosti bun¢k
PA-lux. Tyto vysledky jsou ve shodé€ s literarnimi daty, podle kterych baktericidni uc¢inek
NaNj3 zéavisi na pouzité koncentraci této slouceniny a dob¢ inkubace s prokaryotnimi
buiikami'®®. V ramci testovaného rozmezi koncentraci testovanych substanci (0-1 mM
v piipadé¢ monovalentniho KGY-4 (graf zobrazeny na obr. 13, str. 70) nebo 0-125 uM
u trivalentniho glykoklastru KGY-12 (zobrazeno na obr. 14, str. 71)) nedoslo k vyznamné
zméné¢ naméefenych hodnot luminiscence. Lze proto predpokladat, ze ani dalsi
glykokonjugaty s podobnou strukturou neovlivni bakteridlni viabilitu, coz je nezbytné
z diivodu potieby zachovani experimentalnich podminek v adheren¢nim testu. Lze tedy

predpokladat, Ze pii pouZiti latek tohoto typu nedojde ke vzniku bakteridlni rezistence!¢’.

Dalsi postup spocival v provéfeni exprese bakteridlnich lektind. Pfedchozi prace
jiz potvrdily expresi PA-IIL s preferovanou afinitou viici fukose!>%!3%16% Pozornost proto
byla vénovana lektinim bakterie BC s oznacenim BC2L-A a BC2L-C. U nové
obdrzenych bakterii BC kmene ST 32 (CCM 7291) byla nejprve proméfena ristova
kiivka. Na zdklad¢ ziskanych vysledkli uvedenych na obr. 19 (str. 78) byly stanoveny
podminky inkubace bunék BC v LB (Luria-Bertani) médiu — 24 hodin za konstantniho
ttepani (250 RPM) v inkubatoru se stalou teplotou 37 °C'6°.

V bakterialnich lyzatech ptipravenych po 24hodinové kultivaci byla exprese lektint
BC2L-A a BC2L-C zkoumana imunochemicky pomoci pfipravenych protilatek.
Po elektroforetické separaci jednotlivych proteini zlyzath a jejich pienosu
na nitrocelulosovou membranu metodou ,,Western Blot* byly k imunochemické detekci
lektinu BC2L-A vyuzity anti-BC2L-A protilatky IgY ptvodné znatené S1 a K1'%,
Nejprve bylo tieba ovéfit jejich specifitu vici danému antigenu (BC2L-A) metodou
ELISA. Z obr. 18 (str. 77) lze soudit, Ze specificka protilatka rozeznava lektin BC2L-A.
Prudky narGst absorbance pfi pouzitych koncentracich a podobné hodnoty ziskané
u koncentraci 10-90 pg/ml by mohly byt zpisobeny rychlym nasycenim antigenu
protilatkou, svéd¢ici o jejim vysokém obsahu ve vzorku. Pro imunochemickou detekci
bylo tedy mozno zvolit koncentraci 10 pg/ml. Na membrané se vSak nepodafilo lektin

BC2L-A detekovat ani pii opakovaném provedeni metody s vyuzitim protilatek o vyssi
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koncentraci (30 pg/ml). Pfi kultivaci bunék BC v kapalném LB médiu se tedy lektin

BC2L-A neexprimuje, coz odpovida pfedchozim vysledkiam!#.

Kviili nedostupnosti anti-BC2L-C protilatek bylo nejdfive tieba tyto protilatky
piipravit. Vzhledem k dostupnosti rekombinantnich proteinti z N-terminalni (nt)
a C-terminalni (ct) domény BC2L-C byly tyto antigeny pouzity samostatné (viz tab. 3
na str. 74). Nésledné byla metodou ELISA u izolovanych protilatek ovéfovana jejich
reaktivita na pouzity antigen. Z vysledki (obr. 17, str. 76) je patrné, Ze pouze protilatka
izolovana z vajec slepice 1 (specificka protilatka S1) vykazovala specifickou reakci vici
pouzitému antigenu (BC2L-C-nt). Nebylo proto nutny protilatky od slepice 1 afinitné
purifikovat, jelikoZ pro zviditelnéni lektinu BC2L-C na nitrocelulosové membrané
by uz méla byt dostate¢na i koncentrace 10 pg/ml. Na druhou stranu imunoreaktivita
imunoglobulini ziskanych z vajec od slepice 2 vii¢i antigenu BC2L-C-ct byla velmi
nizkd. Diivodem tohoto netspéchu muze byt vychytani lektinového antigenu
na glykosylované tkané slepice. Tento problém by se v pfipad¢ potfeby mohl dat vytesit
mutaci antigenu tak, aby doSlo ke snizeni jeho afinity vii¢i danému sacharidu, v tomto
pfipadé mannose, anebo modifikovaci vazebného mista prostiednictvim diazomethanu.
Tyto postupy byly jiz dfive vyuzity pro lektin PA-IIL'"°. Bylo tedy mozné provést
jen imunochemickou detekci lektinu BC2L-C v bakteridlnich lyzatech (po 24hodinové
kultivaci) s vyuZitim protilatek od slepice 1. Na membrané inkubované s preimunni
protilatkou nebyl viditelny signal odpovidajici BC2L-C na rozdil od membrany
inkubované se specifickou protilatkou (viz obr. 20 na str. 79), kde byl viditelny prouzek
v draze s aplikovanym rekombinantnim lektinem (standardem) a i v draze s nanesenym
lyzatem BC. Tento vysledek potvrzuje, ze zvolené kultivacni podminky jsou vhodné
pro expresi tohoto lektinu bakterialnimi buitkami BC a mohou byt proto pouzity

pro kultivaci bun¢k BC v rdmci adherencnich testu.

Nevérohodné vysledky adherenc¢nich testi by vedle naruSené bakteridlni viability
mohla zplsobit 1 nespravné optimalizovand metodika provedeni. V navaznosti
na predchazejici zav€reCnou praci, ktera naznacila mozné obtize spojené
s fluorescenénim znacenim bakteridlnich bunék PA slouc¢eninou PKH26, se vyzkum
zam¢til 1natuto problematiku. Mezi naznaCené problémy patii tvorba shluki
interferujicich s méfenim hodnot fluorescence adherovanych bakterii'>?. Jak prokézala
M. Kurucova, k agregaci bun¢k PA zpusobené glykoklastrem doslo az pfti delSi dobé

kultivace, piipadné u vy3$si koncentrace pouzitého glykoklastru'®. Bylo proto
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pfistoupeno k dal$imu studiu agregace. Podrobnym zkoumdnim se podafilo zjistit,
ze se nejedna o shluky barviva, jak se predpokladalo. Vytvareji se agregaty bakterialnich
bun¢k, a to 1 v nepfitomnosti glykoklastru. Tvorba bakteridlnich shlukt je béznd, piimo
souvisi s interakci mezi bilkovinami a sacharidy a podili se napiiklad na tvorb¢ biofilmu,
jenz je zasadni pro pacienty trpici CF!’!. Pfirozen& se bakterie agreguji také pfi
»stresovych  podminkach®”, jako je tfeba nedostatek vody anebo pfitomnost

antibiotik!7>!73

. Vprib¢hu dalstho zkouméni bylo zjisténo, ze vznik shlukii PA
je zpusoben pravé ,stresovymi podminkami, konkrétn¢ pufrem pouzitym behem
barveni bun¢k bakterii — 10mM PBS o hodnoté¢ pH 7,45, na coz poukazuje obr. 21
(str. 81). Pufr PBS se pouziva v procesu fluorescencniho znaceni bunék uz od minulého

stoleti!”*

a jiz v roce 2007 Hara-Kaonga a Pistole zvefejnili ¢lanek, ve kterém
fluorescenéné oznacili prokaryotni i eukaryotni buiiky, s nimiz provadéli adherencni test
a pouzivali pfi tom pravé PBS. Analyza byla provadénd za pomoci metody prutokové
cytometrie, diky ¢emuz byli autofi schopni pfi zpracovani vysledkll neuvazovat agregaty
bakterii. Mimo jiné tim tedy potvrdili vznik téchto agregatli a naznacili potfebu tento
problém fesit!”>. Byly proto vyzkouseny rizné pufry o pH 7,4 a ziskané mikroskopické
snimky pofizené na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U (filtr 31002 FITC C87702)
dokladujici vznik bakteridlnich shlukd po jejich oznaCeni barvivem PKH26
jsou vyobrazeny na obr. 22 (str. 81). Testovana byla 10mM koncentrace pufrit HEPES,
TBS a Tris/HCl. U posledniho zminéného bylo pfistoupeno také k testovani
20mM koncentrace a tento pufr se opakované jevil jako nejvhodnéjsi varianta. Pufru
Tris/HCI (20 mM) se vyuziva také pro praci s lektiny bakterie PA!7%!"7, Bakteridlni buiiky
barveny v piitomnosti tohoto pufru vykazovaly taktéz nejvétsi pohyblivost. Zheng a spol.
pozoroval, Ze pohyblivost bakterii je nejen ovlivnéna pouZitym pufrem, ale skute¢né¢ ma
vliv ina bakterialni adherenci!’®. Tudiz optimalizace fluorescenéniho znadeni z vyse

uvedenych divodu byla nutna pro spravné provedeni adherencnich testt.

Pti adheren¢nich experimentech se bakterie ptidavaji k plicnim epitelidlnim buiikam
(CuFi-1 nebo NuLi-1), a je proto tieba uvazovat poSkozeni bun¢k zptisobené nevhodnou
iontovou silou pufru ptidaného se znacenymi bakteriemi. Zejména eukaryotni bunky jsou
totiz citlivé na spravnou osmolaritu prostfedi, ktera souvisi s pouzitym pufrem!”*180,
V ptredchazejicich pracich byl PBS pufr pouzivan pii fluorescenénim znaceni bunck
epitelu plic (slouceninou PKH67), bakterii (barvivem PKH26) i pfi samotném studiu

adherence'*>!%*. Tento isotonicky roztok je sice bezpe¢ny pro buitky a ma bohaté
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aplikaéni spektrum!®!, ale neni vhodny z diivodu tvorby agregatt a vlivu na pohyblivost
bakteridlnich bunék. Z téchto diivodi byl zvolen béhem barveni eukaryotnich bunék
a pti adheren¢nim testu 20mM TBS. Ukazalo se, ze v pfipad¢ adherencniho testu
je nejvyhodnéjsi provést zménu Tris/HCI pufru na TBS pufr az po fluorescencnim
oznaceni bunck bakterii (konkrétné v poslednim promyvacim kroku), jelikoz soli
ptitomné v pufru opét navysovaly tvorbu agregatii. DalSim faktorem, ktery je nutno vzit
v ivahu je potieba Ca?" pro plnou funkci vazebnych mist lekting!36-138142:143 " il se
proto TBS pufr pouzity pii fluorescencnim znaceni plicnich bun¢k CuFi-1/NuLi-1
a pfi adheren¢nim testu — v pfipad€¢ adheren¢niho testu byl TBS pufr jesté obohacen

o Ca*" ve vysledné koncentraci 0,5 mM. Pfidani téchto iontt do TBS pufru nezpiisobilo

tvorbu dalSich bakterialnich shlukt (viz obr. 23 na str. 82).

Dal$im problémem diskutovanym v ptedchdzejici praci byl nesoulad mezi vysledky
ziskanymi z naméfenych hodnot fluorescence s témi, které byly pozorovany
na mikroskopickych snimcich!*?. Po usp&$né optimalizaci barveni bun&k bakterii, ktera
byla nejdiive provedena na bunkich PA a nasledné¢ BC byla proméfena kalibracni
zavislost fluorescence bun¢k obou typii bakterii, kterd byla porovnéna s mikroskopickym
pozorovanim. Na obr. 24 a obr. 26 (str. 83 a 85) Ize pozorovat kalibrac¢ni zéavislost
fluorescence danych bakterii. V obou ptipadech byl zptisob provedeni metody i pocet
bun¢k nasazovany do jamek stejny. Lze konstatovat, Ze pti opakovaném provedeni
tohoto experimentu se podatilo dosdhnout nejen podobny linedrni trend, ale také podobné
hodnoty fluorescence v€etné maximalni fluorescence. Shoda byla mezi jednotlivymi
pokusy 1 mezi obéma typy bakteridlnich bunck. VSechny body kalibracniho vynosu jsou
1 mikroskopicky dolozeny obr. 25 a obr. 27 (str. 84 a 86). Potvrzuje se tim také hypotéza,
ze agregaty mohou interferovat s méfenim fluorescence a poskytovat tak faleSné

vysledky.

Po optimaliza¢nich pracich byly provedeny finalni adherencni testy nejprve
s protilatkou anti-BC2L-C-nt (v systému bunéénych linii CuFi-1 1 NuLi-1 s bakterii BC).
Mezi vysledky zobrazenymi na obr. 28 aobr. 29 (str. 88—89) nebyl pozorovatelny
signifikantni rozdil. Preimunni protilatka (1 mg/ml) zplsobila sniZzeni adherence BC
na plicni epitelialni bunky primérné (od obou bunéénych linii) o 54 %, zatimco
specificka protilatka (o stejné koncentraci) azo 77 %. Anti-BC2L-C protilatky
tedy vykazuji slibny potencial pro antibakteridlni profylaxi u CF. JiZ v minulosti byla

prokdzana anti-adherencni Uc¢innost polyklondlni protilatky pfipravené proti proteinu
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BCAL2645 (patficimu do rodiny OmpA) bakterie BC!%2, Nov&jsi publikace poukazuje
na analogii mezi BC a PA, a ukazuje, ze anti-BCAL2645 polyklonélni protilatka funguje
také jako substance zabranujici adherenci dalSich patogentt — PA a Burkholderia
multivorans'®.  Vzhledem ke slibnym vysledkiim adherenénich experiment
s anti-BC2L-C-nt protilatkami by dals$i vyzkum mél vést k pfipravé anti-BC2L-C-ct
anebo anti-BC2L-C protilatek, jak bylo naznaceno dfive, a to zejména kvuli strukturni

analogii BC2L-C-ct s PA-IIL.

Jako dalsi antiadheren¢ni agens byly testovany multivalentni glykoklastry. Podle
literatury vazi multivalentni glykoklastry lektiny vyrazné efektivnéji (s vyssi afinitou)
neZ monovalentni glykoklastry!®”!% Byl proto testovan vliv t¥ trivalentnich
fukosylovanych glykoklastrii na adherenci bakteridlnich buné€k na eukaryotni bunky
plicniho epitelu. Nejucinnéjs$i koncentrace glykoklastru A byla vzdy 125 pM.
Jak je patrné na obr. 30 (str. 90) a obr. 31 (str. 91), adherence bun¢k BC na CuFi-1 byla
snizend o 54 % ana NuLi-1 o 48 %. Tato latka byla proto také pouZita v obdobnych
testech v kombinaci s PA. Ziskané vysledky (viz obr. 35, str. 95) dokazuji az 60% snizeni
adherence PA na CuFi-1. Tato substance by tedy, podobné¢ jako anti-BC2L-C protilatky,
mohla fungovat pro profylaxi proti obéma typim bakterii. Glykoklastr C (viz obr. 34,
str. 94) zptsobil 51% snizeni adherence BC na CuFi-1 pfi pouziti 63uM koncentrace.
Glykoklastr B vSak fungoval nejefektivnéji az v koncentraci 500 uM, v niZ sniZoval
adherenci BC na CuFi-1 o 72 % (viz obr. 32 na str. 92) a na NuLi-1 o 63 % (vyobrazeno
na obr. 33, str. 93). U této slou€eniny lze pozorovat zajimavy trend, odliSny od ostatnich
testovanych molekul. Na rozdil od glykoklastri A a C doSlo u glykoklastru B pouze
k poklesu adherence, a ne k naslednému naristu, jak je to bézné u tohoto typu sloucenin,
a to nejen v této praci'®>. Zlistava proto otazkou, &im je tento efekt zpiisoben. Je mozné,
ze koncentrace této slouceniny jeSté nebyla dostate¢nd pro tzv. ,,zesitovani, kterym
se vysvétluje efekt nasledného zvySeni adherence. Zjednodusen¢ Ize tento efekt vysvétlit
vzajemnym propojovanim lektinii (bakterii) pfes jednotlivd ramena glykoklastru,
cozmuze vést k nedostatecnému odmyti takto propojenych bakteridlnich bunék

a naslednému zvySeni naméfené hodnoty fluorescence!'86.

Tato studie byla inspirovana snahou o nalezeni alternativni léebné metody
predchazejici vzniku chronickych zanéti plic u pacienti s CF. Jak protilatky
proti lektiniim, tak glykosylované slouceniny (glykoklastry) se v ex vivo experimentech

prokdzaly jako potencidlni anti-adheren¢ni terapeutika. Slibn€ se jevi také
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heteroglykoklastry, coz jsou slouceniny obsahujici vice typt sacharidovych zbytk,
jez by mohly soudasné cilit na lektiny s riznou sacharidovou specifitou'®’. Lécebné
postupy zalozené na testovanych latkach by mohly vést ke znacnému zlepSeni kvality

Zivota pacientu s tak zdvaznym onemocnénim, jako je CF!831%5,
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6 Souhrn

Testované glykoklastry signifikantné neovliviiovaly viabilitu bunék bakterie PA
kmene PA-lux.

Byly piipraveny protilatky proti dvéma exprimovanym antigenim lektinu
BC2L-C. Protilatka anti-BC2L-C-nt efektivné reagovala s antigenem, zatimco
anti-BC2L-C-ct nevykazovala vici svému antigenu zaddnou aktivitu.

Metodou ELISA byla potvrzena také specifita protilatek S a K vici lektinovému
antigenu (BC2L-A).

Proméfenim rastové kiivky bakteridlni kultury BC v kapalném LB médiu
byly nalezeny vhodné podminky pro jeji kultivaci — 24 hodin, 37 °C a 250 RPM.
Pomoci anti-BC2L-C-nt protilatek byla potvrzena exprese lektinu BC2L-C
v pribehu kultivace BC v kapalném LB médiu.

Imunochemicka detekce neprokazala expresi lektinu BC2L-A za pouZitych
kultiva¢nich podminek.

Metoda fluorescencniho znaceni bunck bakterii byla GspéSné optimalizovana
a byla ovétena zéavislost fluorescence bakteridlnich buné€k na jejich poctu.

Slepici protilatka anti-BC2L-C-nt v adheren¢nich experimentech snizila vazbu
BC na eukaryotni buiiky epitelu CF plic (linie CuFi-1) az 0 79 %.

Trivalentnimi glykoklastry na baze fukosy zptsobily vyznamny pokles adherence
bakterialnich bun¢k BC nebo PA na eukaryotni buniky epitelu plic. Nejucinngjsi
glykoklastr B snizil adherenci BC na CuFi-1 az o 72 %.
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