Univerzita Karlova

Ptirodovédecka fakulta

Studijni program: Biochemie

Studijni obor: Biochemie

Patrik Pomazal

Vyvoj protilatek k prevenci bakterialni infekce u pacientu s
cystickou fibrozou

Development of antibacterial antibodies for patients with cystic
fibrosis

Bakalatska prace

Vedouci prace: prof. RNDr. Petr Hodek, CSc.
Praha, 2017



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavé€re¢nou praci zpracoval/a samostatné a Ze jsem uvedl/a
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd ¢ast nebyla

predlozena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 19. 5. 2017
podpis



Podékovani:

Chtél bych predevsim podékovat panu Prof. RNDr. Petru Hodkovi, CSc. za svéfeni
této prace do mé péce, za jeho ochotu a vSechny znalosti, které mi ptedal. Dale bych chtél
podekovat pani Anné Ammerové za jeji neutuchajici pomoc a podporu pii praci v

laboratoii. Mé podékovani patii 1 kolegyni Michaele Vaskové za nasi spole¢nou spolupraci.



Abstrakt

Cysticka fibréza je autozomalné¢ recesivni genetické onemocnéni, které patii mezi
nejrozsifenéjsi dedicné choroby. Tato zatim nevylécitelnd nemoc je zplisobena mutacemi
na CFTR genu. Mutace zptsobuji dysfunkci nebo celkovou absenci chloridového kanalku
v plasmatické membrané epitelidlnich bun¢k, ¢imz dochéazi k poruse transportu iontd a
zahus$tovani hlenu v dychacim systému. Zahustény hlen vytvaii idedlni podminky pro
bakterialni infekce a rtust bakterii v plicnim traktu. Tyto infekce, zejména bakteriemi
Pseudomonas aeruginosa, byvaji nejCastéj$i pti¢inou smrti u pacientd s CF.
Nejrozsitenéjsim pfistupem k 1é€bé CF je odstranéni zminénych bakterii z plicniho
systému pomoci antibiotik, coz je komplikovano ¢im dal castéj$im vznikem rezistenci,
proto se stale hledaji nové moznosti terapie CF. Potenciondlné by mohla byt G¢inna
dlouhodoba profylakticka 1écba inhalovanim zloutkovych imunoglobulinti IgY
specifickych proti adhezivnim strukturdm P. aeruginosa.

Byly izolovany protilatky ze Zzloutki imunizovanych slepic proti bakteridlnim
lektinim PA-IL a proti kombinaci lektinh AGPA-IIL/PA-IL. Specifita izolovanych
protilatek byla stanovena metodou ELISA nepfimého typu. Na ELISA testech byl
pozorovan vyrazny narust reaktivity specifickych protilatek v porovnani s kontrolnimi
(izolované z vajec snesenych ptred imunizaci). ELISA testy ukézaly, ze zvife imunizované
proti kombinaci lektini AGPA-IIL/PA-IL produkovalo protilatky proti obéma lektinlim,
avSak produkce IgY anti-PA-IL byla vyrazné vyssi.

Pro purifikaci specifickych protilatek byla vyuzita afinitni chromatografie na nosici
s imobilizovanymi lektiny. Byly pfipraveny dvé chromatografické kolony, jedna pro
protilatky anti-PA-IL a druhd pro anti-AGPA-IIL. Vytézky z kolony pro PA-IL (0,74%)
byly pfiblizné 1,5x vys$s$i nez u kolony pro AGPA-IIL (0,49), coz Ize vysvétlit nizkou
specifitou protilatek anti-AGPA-IIL. Pomoci kolony s navdzanym lektinem AGPA-IIL se
podafilo rozdélit IgY anti-AGPA-IIL od IgY anti-PA-IL z kombinované frakce protilatek
anti-AGPA-IIL/PA-IL pro budouci adhezni testy.

Kli¢ova slova: Zloutkové protilatky, profylaxe, purifikace, ELISA



Abstract

Cystic fibrosis is an autosomal recessive genetic disease that is one of the most
prevalent hereditary diseases. This yet incurable disease is caused by mutations in the
CFTR gene. Mutations cause dysfunction or total absence of the chloride channel in the
plasma membrane of the epithelial cells, resulting in a malfunction of ion transport and
mucus thickening in the respiratory system. Congealed mucus creates ideal conditions for
bacterial infections and bacterial growth in the lung. These infections, especially by
Pseudomonas aeruginosa, are the most common cause of death in CF patients. The most
widespread approach to CF is the removal of bacteria from the pulmonary system by
antibiotics, which is complicated by increasing bacterial resistance, so new CF therapy
options are still being sought. Potentially, long-term prophylactic treatment could be
effective by inhaling yolk immunoglobulins specific to P. aeruginosa's adhesion structures,
lectins PA-IL and PA-IIL.

Immunized hen egg yolk antibodies against PA-IL bacterial lectins and the lectins
AGPA-IIL / PA-IL were isolated. The specificity of the isolated antibodies was determined
by the indirect type ELISA. In the ELISA tests, a marked increase in the reactivity of the
specific antibodies was observed compared to control (isolated from eggs layed before
immunization). ELISA assays have shown that the animal immunized against the lectins
AGPA-IIL / PA-IL produced antibodies against both lectins, but IgY anti-PA-IL production
was significantly higher.

For the purification of specific antibodies, affinity chromatography on a carrier
with immobilized lectins was used. Two chromatographic columns were prepared, one for
anti-PA-IL antibodies and the other for anti-AGPA-IIL. PA-IL column yields (0.74%) were
approximately 1.5 times higher than those for AGPA-IIL (0.49), which can be explained by
the low specifity of anti-AGPA-IIL component. With the use of chromatographic column
with bound lectin AGPA-IIL, we managed to separate IgY anti-AGPA-IIL and IgY anti-PA-
IL from the mixed fraction of IgY anti-AGPA-IIL/PA-IL for future adhesion tests.

Key words: yolk antibodies, prophylaxis, purification, ELISA
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Seznam zKratek

AMK - Amino kyseliny

ATP - Adenosin trifosfat

ASL - Plicni povrchova kapalina
cAMP - Cyklicky adenosin monofosfat
CF - Cysticka fibroza

CFTR - “Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator”, transmembranovy
protein ovliviiovany cystickou fibrosou
IgG - Imunoglobulin G

IgA - Imunoglobulin A

IgE - Imunoglobulin E

IgM - Imunoglobulin M

IgD - Imunoglobulin D

IgY - Imunoglobulin Y

LPS - Lipopolysacharidy

MSD - Transmembranové domény
NBD - Nukleotid-vézajici domény

PA - Pseudomonas aeruginosa

PKA - Protein kinasa A

RF - Revmatoidni faktor



1 Uvod

1.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibréza (CF) je autozomalné recesivni geneticky podminéna nemoc, ktera
je stale povazovana za nevyléCitelnou, ale ptresto lécitelnou. Dodnes je to jedno z
nejcastéjSich dédiénych onemocnéni, které postihuje hlavné bélosskou ¢ast populace [1]. V
Ceské republice je CF povazovana za vzacné onemocnéni s vyskytem 1:6330 (1 postizeny
jedinec ku 6330 zdravym), v soucasné dob¢ se 50% pacientl (na svété) dozije vice nez 37
let. Cysticka fibroza postihuje jedno z 2500-4000 narozenych déti, coz statisticky odpovida
tomu, ze se v Ceské republice kazdoro&n& narodi 32 - 46 déti s touto nemoci a kazdy 26.
jedinec je nositelem mutace genu CFTR (angl. Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator), ktery je zodpovédny za expresi stejnojmenného proteinu [2,3].

Dnes je znamo 1900 mutaci CFTR genu zodpovédnych za onemocnéni CF.
1.2 Struktura CFTR a jeho funkce

CFTR gen se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 7, je asi 190 000 bazi
dlouhy, avSak jen ¢ast z téchto bazi je zodpoveédna za expresi CFTR proteinu, ktery patii
do skupiny ABC transportéri (z angl. ATP-binding cassette). Protein md dvé nukleotid-
vazajici a dv€é membranové domény, charakteristické pro ABC transportéry a tzv. R-
doménu s Cetnymi misty pro fosforylaci (viz obr. 1, str. 9), zodpovédnou za aktivitu
iontového kanalu.

CFTR protein zastdva funkci chloridového transportéru pies plasmatickou
membranu a ucastni se tak sekrece Cl- ve stfevnim epitelu, dychacich cestach a v
pankreatu. TéZ ovliviiuje aktivitu jinych membranovych pienasecl, napiiklad absence
normalniho CFTR zplsobuje hyperaktivitu transportérii prenasejich sodné soli do bunky
[1,4.]. Pii absorbci kationtu sodiku s sebou do builkky vnasi molekulu vody z
extracelularniho prostoru a zplsobuje zahusténi hlenu v plicnich cestach. Zahusténého

hlenu se pacienti hife zbavuji a snaze se v ném zachytavaji pathogenni mikroorganismy



(napt. Pseudomonas aeruginosa), které ze sacharidu tvofti biofilmy, které brani penetraci
antimikrobialnich agens, tento jev vede k chronickym zanétim ¢i jinym onemocnéni nejen

plicniho systému [5].
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Obriazek 1 - Hypoteticka struktura CFTR proteinu
Protein ma dvé membranové (MSDI1,2) a dvé nukleotid-vazajici domény (NBDI1,2)

spole¢né s regulaéni doménou (R), kde probiha ATP-dependetni forsforylace, ktera

ovliviiuje aktivitu chloridového kanalu [8,9].

Po identifikaci sekvence aminokyselin (AMK) CFTR genu byla navrhnuta jeho
struktura, zalozena na porovnavani CFTR s riznymi zastupci z ABC rodiny transportérd,
jako naptiklad periplasmatické permeasy (systémy pro transport maltosy a histidinu) a p-
glykoprotein (Pgp) v prokaryotech [6,7]. Tyto transportéry a CFTR jsou sloZeny ze dvou
motivl, z nichZ kazdy obsahuje transmembranovou doménu MSD, ktera se Casto, ale ne
vzdy sklada ze 6 transmembranovych segmenti, a nukleotidy-vazajici doménu NBD, ktera

podle predikce obsahuje sekvenci pro vazbu ATP,



viz Obréazek 1 [8,9]. Tyto domény jsou spojeny unikatni R (regulacni) doménou, ktera
obsahuje ¢etnd mista pro fosforylaci a nabité aminokyseliny.

CFTR Cl-kanaly maji n€ékolik rozlisujicich charakteristik: 1) Vykazuji malou jedno-
kanalovou konduktanci. 2) Pfevazuje selektivita pro anionty (Br- > ClI- > 7). 3) Prlitok
iontd neni zavisly na Case a napéti. 4) Jejich aktivita je regulovana cAMP-dependentni
fosforylaci a intracelularnimi nukleotidy. Tyto vlastnosti jsou dany funkcemi MSD, NBD a
R doménami. MSD pfispivaji k formovani Cl-selektivniho péru, NBD hydrolyzuji ATP a
tim je regulovano otvirani kanalu. Fosforylace na R doménach zodpovida za regulaci
aktivity celého kanalu [10-12]. Otevirani a zavirani CFTR CI~ kanalu je tizce spojeno s
rovnovahou aktivit kinas a fosfatas v burice, stejn€ jako s hladinou ATP. Aktivace cAMP
dependentni protein kinasy A (PKA) mé za nasledek fosforylaci mnoha serinovych zbytki
na R doméné. Jakmile je R doména fosforylovana, otevirani kandlu je regulovéano
hydrolyzou ATP na NBD. Nasledné protein fosfatazy defosforyluji R doménu a tim se

kanal vrati do piivodniho stavu [12 - 14].

1.3 Mutace CFTR genu

vvvvvv

doménach CFTR neni ndhodna. Pii bliz§im ohledani se toto tvrzeni potvrdilo, mutace se
soustfed’'uji do urcitych regioni CFTR genu. Naptiklad v regionu exonu 11 bylo
zaznamenano 11 riznych zmén v péti kodonech AMK sekvence, naproti tomu jsou exony,
na kterych nebyly detekovany zadné zmény (napt. exony 6b, 16, 17a a 24).

In vitro fzyiologické studie ukazaly, ze mutace v CFTR genu narusuji funkci
exprimovaného proteinu v riznych smérech. Ve vét§iné mutaci jde o delece celych tGseka
sekvence aminokyselin nebo jednotlivych AMK (tzv. “missense" mutace), které negativné
ovlivityji cely proces vzniku CFTR a jeho funkce. Doposud zname mutace se rozdé€luji do
péti tiid. P&t hlavnich mechanismt, jak mutace ovlivituji funkci CFTR proteinu, je popsano

na Obrazku 2, str. 12 [15,17].
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Trida I:

Mutace prvni tfidy (napt. G542X nebo A455E) zptsobuji pired¢asnou terminaci
transkripce, coz ma za nasledek nestabilni, zkracenou nebo viibec neprobihajici expresi
CFTR proteinu.

Tyto mutace zpusobuji u pacient s CF celkovou absenci CFTR kanalu [15,16].

Trida II:

Z této tfidy je u pacienti s CF nejCastéjsi mutace F508del, to znaci deleci
fenylalaninu na pozici 508. Ptiblizn€ u 70% pacientii s CF byla pfitomna pravé mutace II.
tiidy [17] na CFTR doméné NBD1 a NBD2 (viz Obrazek 1 str. 9). Tyto mutace vyvolavaji
zménu v “procesingu” CFTR, ktery neni spravné slozen a tim dochazi k predCasné

degradaci [1,16].

Trida III:

Mutace této tiidy muzeme charakterizovat jako bodové substitu¢ni mutace.
Produkovany protein neni schopny reagovat na cyklicky adenosin monofosfat , coz vede k
defektu regulace CFTR proteinu [1,18]. Typickou mutaci III. tfidy je tfeti nejCasté)si
mutace u pacienti s CF, G551D [16].

Trida IV:

V tomto piipadé se exprimovany CFTR dostane do apikalni membrany, ale mutace

vvvvvvv

chloridové permeabilité a sniZzené pravdépodobnosti otevieni kanalu [16].

Trida V:
Tento typ mutaci je vzacny, objevuje se u piiblizné 1% pacientd s CF. Vznikly
CFTR vykazuje normalni funkci, av§ak zménou transkripéni regulace se vyrazné snizi

celkové mnozstvi exprimovaného CFTR [19].
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Obrazek 2 - Prehled péti hlavnich mechanismi poruchy CFTR
Schéma porovnani normalniho pribéhu vzniku CFTR proteinu oproti rliznym mutacim v

genu CFTR [1].

1.4 Priznaky a projevy CF

Cysticka fibroza se projevuje na témét vSech organovych systémech v lidském téle
kromée centralni nervové soustavy. Prvni pfiznaky onemocnéni se daji poznat v raném véku
ditéte (i nékolik mésicti po porodu). Hlavnimi oblastmi, které CF postihuje jsou: dychaci
systém, travici systém a plodnost jedincti (azZ 98% miizti s CF je neplodnych). Témér 85%
pacientll ma sniZenou sekreci enzymil z pankreatu do stiev, coZ je disledkem dysfunkce
chloridového kanalku v epithelidlnich burikdch a nasledné blokace pankreatickych kanalkd.
Tito pacienti neprospivaji a mohou byt az podvyziveni [2,4].

Ztrata funkce CFTR negativné ovliviiuje submukoézni zlazy v dychacich cestach,

coz vede k jejich kolonizaci mikroorganismy uz v raném véku. K takovym
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mikroorganismim patii Staphylococcus aureus a Haemophilus influenzae, které znatné
poskozuji epitelialni povrch, coz nasledné zplsobuje zvySenou nachylnost k infekcim
Pseudomonas aeruginosa. Chronické infekce P. aeruginosou jsou hlavni pric¢inou poklesu

funkce dychacich cest a celkové mortality u pacientt s CF [20].

1.4.1 Plicni epitel

Na povrchu dychacich cest se nachdzi epitelialni buiiky s fasinkami zvané cilie,
které se rytmicky pohybuji v plicni povrchové kapaline (ASL z angl. airway surface liquid)
a vytlacuji tak hlen z plic. Ze vzduchu vdechujeme rtizné ¢astice i bakterie, které dopadaji
pravé na hlen [4]. Zdravi jedinci se bakterii v hlenu snadno zbavi pravé diky tomuto
“Cisticimu mechanismu”.

Pti ztraté funkce CFTR je velice pravdépodobné, ze se zméni makromolekularni
kompozice sekretovanych latek ze submukdlnich zlaz a tim i sloZeni, objem a viskozita
ASL. Porovname-li viskozitu u zdravého jedince a jedince s CF, zjistime, ze u nemocného
je viskozita az dvojnasobnd [1]. Snizeny objem a zvySena viskozita ASL zpomaluje proces
odstranéni hlenu a bakterii z dychaciho systému, protoZze fasinky na povrchu epitelu
nemohou spravné fungovat [4]. In vivo studie ukazuji, Ze typicky se bakterie odstrani
piiblizn€ do 6 hodin. Béhem téchto Sesti hodin defenziny, lactoferrin a lysozymy potlacuji
bakterialni rGst, timto se organismus UspeS$né¢ zbavi patogenich bakterii. Je-li funkce
fasinek naruSena, proces €isténi dychacich cest miize trvat az 24 hodin. V této situaci byl
detekovan masivni rast bakterii, které nasledné vyvolavaji zanéty [21, 22].

Zajimavé je, ze i pii zhorSeném odstrafiovani hlenu z dychacich cest poharkové
bunky v epitelu stale produkuji muciny. ZvySena koncentrace mucinll v hlenu pfispiva k
zrychleni transportu Na™ iontl do extracelularniho prostoru, coz vyzaduje nariist produkce
ATP a tim se musi zvySit i aktivita mitochondrii spolecné se spotfebou O,. Vzniklé

gradienty Oz vytvaii vhodné prostiedi pro rast bakterii [21].

13



Hlen se zachycenymi Hlen se zachycenymi

bakteriemi — . bakteriemi
| I 27-:—.7.7_ ..-...‘-.'._.‘\
\ > )
Cilie v ASL:
| Z Cilie vASL—{

CFTR Protein

Nefunkéni CFTR
protein

Zdrava burika CF bunka

Obrazek 3 - Znazornéni funkce cilii ve zdravé a CF postiZené buiice
Pti ztraté funkce CFTR se tfasinky nemohou v povrchové plicni kapaliné (ASL) volné

pohybovat a tim se zpomaluje odstranéni hlenu spole¢né s bakteriemi [4].

Mnozici se patogenni bakterie vyvolaji imunitni odpovéd’, ktera vede k tvorbé
zanétl. Zanétliva reakce probiha nejdiive lokalné aktivaci komplementu a koagula¢niho
systému (viz niZe kapitola 1.5.1 Vrozend imunita). Tyto zanéty se daji vysvétlit jako reakce
na immunostimulaéni molekuly asociované s patogeny (PAMPs z angl. pathogen-
associated molecular patterns) jako naptiklad lipopolysacharidy (LPS), bi¢iky a bakteridlni
DNA [23].

Kdyz nastane bakterialni infekce naptiklad kmeny Pseudomonas aeruginosa nebo
Staphylococcus aureus, jsou tyto bakterie schopné se do jisté miry ptizplsobit plicnimu
prostiedi a prechazi z planktonické formy do biofilmu. Na povrchu biofilmu jsou mutantni
bakterie tvorici exopolysacharidy rezistentni vii¢i fagocytéze [20,24]. Diky tomu imunitni
systém nedokaZze odstranit bakterie z organismu. Mezi dalsi dilezité na CFTR zavislé
mechanismy ovliviiujici epitelidlni buriky patii naptiklad glykosylace glykokonjugatt, jejiz
mira méa dopad na interakce bakterie-hostitel (adheze bakterii na epitel) a kompozici hlenu

[23].
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1.5 Imunita

Po vniknuti bakterie do organismu jako prvni ochrana slouZi tzv. vrozena imunita a
nasledné tzv. ziskand imunita, asociovana s aktivaci T a B lymfocytl a pfislusnych
protilatek. Vrozena imunita tvoifi prvotni bariéru proti infekci a kolonizaci pathogenimi
mikroorganismy a navic selektuje, na které antigeny bude ziskana imunita reagovat a
jakym mechanismem [25]. Dysfunkce CFTR vede ke zvySeni koncentrace soli, které
inaktivuji antimikrobidlni substance (napt. defenziny) a vyrazné€ snizuji sekreci protilatek

[26].

1.5.1 Vrozena imunita

Vrozend (nespecifickd) imunita vyuzivd tfi mechanismll k rozeznani bakteridlni
bunék. Prvni mechanismus je schopny rozeznat diky receptorim (PRRs z angl. pattern
recognition receptors) produkty metabolismu unikatni pro mikroorganismy, tzn. latky,
které nejsou lidskému t€lu pfirozené. Mezi tyto latky patti PAMP, tedy LPS a
peptidoglykan u gram-pozitivnich bakterii a dalsi.

Druhou strategii je rozeznavani télu pfirozenych markert. Tyto markery (majoritni
histokompatibilni komplexy MHC, z angl. major histocompatibility complex) jsou
spojovany s inhibici imunitni reakce proti vlastnim buitkam. NK bunky (z angl. natural
killers) rozeznéavaji absenci MHC jako signal cizi buiiky, které budou nasledné lyzovany
buiikami imunitniho systému.

Tieti mechanismus rozeznava markery indukované imunitnim systémem nebo
tvofené samotnymi bunikami. Imunitni systém vyvolava v takto oznacenych buiikach nebo
virech indukovanou apoptozu [27].

Jakmile imunitni systém rozezna markery asociované s patogennim agens, aktivuje
se efektor, tzv. komplement. Komplement je tvofeny neaktivnimi proteiny v krevnim séru.
Po rozeznami bakterialnich bun€k se aktivuji proteasy, které $tépi zminéné sérové proteiny

a aktivuji je. Tyto aktivované proteiny uvoliuji cytokiny a iniciuji enzymatickou kaskadu,
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ktera vede k aktivaci komplementu. Komplement miiZze byt také aktivovan béhem imunitni
reakce ziskané (adaptivni) imunity navdzanim protilatky na antigen, coz je kliCové spojeni
efektrorovych mechanismi vrozené a ziskané imunity [28].

Komplement plni funkci zabranéni infekce a odstranéni bakterii z organismu
nekolika zpisoby. Usnadiiuje fagocytézu bakterialnich bunc€k, mikrobi a molekul jejich
opsonizaci. Opsonizace je proces pii kterém jsou dané mikrobidlni cile chemicky
modifikovany a tim se sniZi jejich negativni naboj na membrané, coz umoziuje silngjsi
interakci s fagocyty a usnadnéni fagocytdzy. Spolecné s opsonizaci proteinovy komplex
komplemetu snizuje pravdépodobnost vzniku infekce tim, Ze pfitahuje makrofagy a
neutofily (chemotaxi), coz jsou hlavni buitky zodpovédné za vznik zanétu.

Déle komplement mize tvofit tzv. termindlni komplementdrni komplex (TCC z
angl. terminal complement complex), ktery je formovan na povrchu patogennich
bakterialnich bun€k. TCC formuji transmembranové kandlky na bunécné membrané

bakterii a tim narusuji jeji strukturu. Nésledn€ dochazi k lysi bakterialnich bunék [29].

1.5.2 Ziskana (adaptivni) imunita

Ziskana imunita neboli adaptivni ¢i humorélni je zprostifedkovana n¢kolika druhy
bunék, napt. B- a T-lymfocyty, fagocyty, dentritickymi buitkami a dals$i. B- a T-lymfocyty
jsou zodpovédné za rozeznavani specifickych chemickych struktur, tzv. antigenti, k
identifikaci pathogenti. Pii infekci se B-lymfocyty zacnou mnozit a transformovat na
plasmatické bunky produkujici protein, ktery je vystaven na membrané, tzv. protilatku
nebo imunoglobulin (Ig). Kazda protilatka se specificky vdze na antigen unikétni pro
konkrétni mikroorganismus a spusti proliferaci, diferenciaci bun¢k a celkovou imunitni
odpoveéd’ [28].

Imunoglobuliny se fadi do tfid podle struktury a funkce:

IgG - Tato tfida imunoglobulinil je schopna aktivovat komplement a prochézi pies placentu

a tak zajiSt'uje ochranu novorozence.
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IgA - VétSinou se vyskytuji v sekretech mukdznich membran jako napt. matetské mléko,
slzy a sliny. IgA nejsou degradovany proteolytickymi enzymy a tak mohou pfezit i v
prostiedi gastrointestinalniho traktu.

IgE - Casto spojované protilatky s alergickymi reakcemi jako astma a senna ryma

IgD - Funkce téchto imunoglobulinii neni zcela jasna, ale protoze se vykytuji v
organismech od ryb az po clovéka (kromé& ptakl) lze ptredpokladat, ze plni dulezitou
imunologickou funkci.

IgY - Imunoglobuliny tfidy Y se vyskytuji u ptakt a plazii, konkrétné ve zloutku jejich
vajec. Jejich funkce je podobna té IgG a IgE. IgY jsou téZ schopné se navazat na patogeny

a snizit jejich invazivitu [28 - 30].

Funkce protilatek uzce souvisi s jejich strukturou a vlastnostmi, mezi které napf.
patii specifita vazby, vazebnd vsestranost a biologicka aktivita. VSechny protilatky lze
schematizovat tvarem pismene Y. Skladajici se ze dvou lehkych (18,6 kDa) a dvou tézkych
fetézcl (65 kDa) spojenych disulfidickymi vazbami a nekovalentnimi interakcemi. Retézce
se daji rozdélit jesté na dalsi ¢asti a to Fab fragmenty vazajici antigen a Fc fragmenty, které
antigen nevazi. Na kazdém fetézci jsou i1 pro rizné druhy protilatek identické segmenty
aminokyselin, nazyvané konstantni Cast a segmenty s velkou variabilitou v sekvenci
aminokyselin, oznacované jako variabilni ¢ast. Pravé diky vysoké variabilité protilatky
mohou rozeznavat miliony antigend [31]. Struktura protilatky je zndzornéna na Obrazku 4

(str. 18).
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Flexibilni ¢ast
tézkého retézce

IgY

tézkého retézce

Obrazek 4 - Srovnani struktury IgG a IgY
VLnu- Variabilni ¢asti lehkého a tézkého tetézce, Cv- konstanti ¢asti protilatky na tézkém
fetézci, CL- konstatni ¢ast na lehkém fetézci [32].

Antigen se vaze na Vi a Vu [32]

1.5.3 Slepi¢i protilatky IgY

U ptaki se vyskytujici tfi tfidy imunoglobulind IgA, IgM a IgG. IgY byly
povazovany za soucast IgG kvili podobné funkci v sekundarni imunitni odpovédi, coz se
ukazalo jako nespravné, protoze se liSi svoji strukturou. IgY narozdil od IgG
zprostiedkovava anafylaktické reakce. IgY se sklada ze dvou lehkych a ze dvou tézkych
fetézel, ale oproti IgG ma na téZkém fetézci navic jednu konstantni ¢ast (Cv2). IgG u
savcl prochazi pres placentu a matka tak docasné poskytuje imunitu svym potomktim. IgY

u ptaka funguje principielné stejné, transportuje se ze séra do vaji¢ek [33]. Do zloutku v
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nepatrném mnozstvi prochéazi i IgA a IgM, které se vyskytuji ve vét§im mnozstvi v bilku
[34].

Pii piipravé protilatek v sav€im organismu jejich izolace probiha z krevniho séra,
coz Casto vede k usmrceni zvifete. IgY se vétSinou izoluji ze slepicich vajec, bez ovlivnéni
zvitete. Navic chov slepic je ekonomictéjsi nez naptiklad u kralika. Dalsi vyhodou izolace
protilatek z vajec je fakt, ze produkce protilatek slepici ptiblizné€ koresponduje s produkci u
sttedn¢ velkych savct (ovce, kozy). Jedna slepice za rok ptiblizn¢ vyprodukuje 17-35g
IgY, v tomto mnozstvi lze ocekavat 1-10% imunoglobulini specifickych k danému
antigenu [33].

V lidském organismu se nachazi tzv. revmatoidni faktory (RF). Tyto proteiny jsou
autoprotilatky cilené proti Fc ¢asti vSech tfid imunoglobulini. RF zna¢né snizuji aktivitu
imunoglobulint, nicméné ELISA testy ukazaly, Ze na slepici IgY se RF nevazi [32,35].
Tento fakt je velkou vyhodou i pfi vyuziti IgY v profylaktické 1éEbe.

Z fylogenetické vzdalenosti (vyznam spojeni fylogeneticka vzdalenost je popsan na
Obrazku 5, str. 21) IgY od ostatnich imunoglobulinii plynou dal§i vyhody pro vyuziti
slepi¢ich protilatek. Imunizace slepic pro savce specifickym proteinem vykazuje vétsi
specifitu a celkovou produkci protilatek proti danému antigenu nez imunizace kralika [36].
Tvorba imunologického komplementu po navazani antigenu na protilatku je jeden z
hlavnich faktorti ovliviijici vysledky in vitro imunologickych testli. Komplemet totiz
blokuje néktera vazna mista antigenu.

Diky fylogenetickym rozdilim IgY aktivuji tvorbu komplemetu jen u ptaki, nikoliv

u savcu [37].
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Obrazek 5 - Fylogeneticky strom a vzdalenost

Diagram objasiiuje vyznam pojmu fylogenetickd vzdalenost. Retézec bilych tegek
znazoriiuje hypoteticky protein a ¢erné tecky reprezentuji zamény amino kyselin oproti
cloveku. Kvili fylogenetické vzdalenosti savcll a ptakd jsou zamény AMK u slepic
Cast&jsi nez-li u kralika v porovnani s ¢lovékem. Tim padem imunitni systém slepic ma

vétsi pravdépodobnost rozeznani lidského proteinu jako cizorodé agens [33].

1.6 Pseudomonas aeruginosa (PA)

Gram-negativni bakterie Pseudomonas aeruginosa jsou oportunistickymi
patogenimi mikroorganismy bézné se vyskytujici v pfirodnim i umélém prostiedi. Jde o
vSudypfitomny organismus, ktery miize byt izolovan z riiznych organismi véetné rostlin,
zvitat a ¢lovéka. Minimalni nutri¢ni naroky PA spole¢né se vzristajicim poctem kment
rezistentnich vi¢i antibiotikim jim umoznuji prezit napf. i v nemocni¢nim prostiedi. [38,
39].

V lidském téle se bakterie vyskytuji bud’ v planktonické podobé (voln¢ plovouci
buriky), nebo jsou ptisedlé neboli ve formé biofilmu. Biofilmy chrani bakterie a ¢ini je

extrémné rezistentni vic¢i chemikaliim z okoli, vCetné antibiotik a desinfek¢nich ¢inidel,
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coz vyrazné ztézuje lécbu infekce. Kvili hydrofilnimu charakteru biofilmu je ptevladajici
slozkou voda a heterogenné lokalizované bakterie tvofi 10-20% objemu biofilmu [41]. Na

Obrazku 6 je znazornéna tvorba biofilmu.

5. Oddéleni A
AR X

J< {‘\,
g

el

4. Maturace

1. Individualni buriky

OO 0 3. Mezibunééna
’ 2. Adheze adhgze o
¢r y proliferace

0 na povrch

Obrazek 6 - Stadia tvorby biofilmu
Jednotlivé bakterialni buiiky nejprve nasedaji na povrch, v tomto zachyceném stavu
zacnou produkovat exopolysacharid a zaénou se mnozit. Po oddé€leni se jednotlivé

bakterie znovu ptichytavaji na povrch a cely proces se opakuje [40,41]

1.6.1 Adherence Pseudomonas aeruginosa

Biofilm tvofen PA za¢né rlst po navdzani PA na epitelidlni buriky. Proces adheze je
reversibilni v nékolika prvnich hodinach po navazani PA, pozdé¢ji se adheze stane
ireversibilni kvili glykokalyxu a fimbirim [38,41]. PA na svém povrchu nesou pili (fimbie)
pfi adhezi, formovani biofilmi a pohyblivosti PA. Pili jsou dlouhé tyCovité proteinové
utvary na povrchu bakterii, sklddajici se z hlavniho proteinu pilinu a n¢kolika
dopliikovych. Na “Spi¢ce” fimbrie jsou lokalizovany adheziny [42].

Adheze PA je zprostiedkovana glykokonjugaty na povrchu hostitelskych buriek,

které slouzi jako specifické cile pro bakteridlni adheziny vcetné lektint. Ve vnéjsi
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membrané PA byly identifikovany dva rozpustné lektiny, LecA (PA-IL) tvofeny 121 AMK
a LecB (PA-IIL) tvofeny 114 AMK, specificky vazajici galaktosu a L-fukosu. Lektiny,
vedle funkce adhezinii, ptisobi také jako virulenéni faktory. Naptiklad galaktofilni PA-IL
vykazuje cytotoxicky efekt na epitelialni buniky dychacich cest, kde vyrazné¢ zpomaluje
jejich rast a indukuje defekt permeability, coz zplisobi zvySenou absorbci exotoxinu A.
Tento exotoxin je produkovan bakteriemi PA, ktery inhibuje elongacni faktor 2 a tak
zastavuje elongaci polypeptidl pfi proteosyntéze [43].

PA-IIL se sklada ze ¢tyt podjednotek (11.73 kDa). Lektin vykazuje vysokou afinitu
pro L-fukosu a jeji derivaty a také pro D-manosu, ale s niz$i afinitou. U pacientl s CF je
zvySena termindlni fukosylace glykoproteint na epitelidlnich bunikach v dychacich cestach,
stejn¢ jako vyssi procento sialyzovanych a sulfatovanych postrannich oligosacharidovych
fetézcl, které reprezentuji preferovana vazna mista PA. VSechny tyto faktory vyznamné

ptispivaji k chronickym infekcim Pseudomonas aeruginosou [44].

1.7 Lécba CF

Studie u novorozenct s CF ukézaly podstatné snizeni funkce plic v prvnich dvou
letech Zivota i pii absenci infekce PA nebo S. aureus. Mezi hlavni pfistupy k léCeni
pacienti s CF patii antimikrobidlni terapie antibiotiky spolecné s mechanickym
uvoliovanim hlenu a dalSich sekreti z dychacich cest fyzioterapii. Azitromycin,
makrolidové antibiotikum je relativné efektivni proti mikroblim v dychacich cestach
pacientli a dokaze tak zpomalit pokles funkce plic. Vyuziti azitromycinu je omezné z
divodu jeho akumulace v makrofazich, coz vede kde zvysSeni nachylnosti pacienti k
infekcim jinymi mikroorganismy [23].

Navic lécba PA infekce antibiotiky je znacné ztizena schopnosti PA vytvofit
1éky a bronchodilatatory pro usnadnéni ¢isténi dychacich cest od hlenu.

Pokud je plicni infekce v pokrocCilém stadiu a vySe zminéné zplsoby 1écby jiz
nefunguji dostatecné efektivn€é, doporucuje se pacientim kyslikova terapie. Kyslik je
podavan maskou nebo zavedenymi trubickami do trachey a usnadiiuje dychéani pacienta.

Mnoho jedincti s CF je donuceno kvili selkhavani plic podstoupit jejich transplantaci [45].
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1.7.1. Alternativi pristupy k 1é¢bé

Jelikoz pro CF nebyly vyvinuty dostate¢n¢é u¢inné lécebné metody a jedna se o
monogenetické onemocnéni, stavd se CF vhodnym kandidatem pro genovou terapii.
Principielné jde o nahrazeni dysfunkéniho CFTR genu pacienta funkénim v mukéznich a
plicnich epitelidlnich buiikach. OvSem tento pfistup neni zdaleka idedlni, kvtli intra- 1
extracelularnim barieram, jako jsou napiiklad mukus a glykokalyx. Navic k témto
fyzikalnim barieram efektivitu transfekce DNA snizuji specifické i nespecifické imunitni
reakce [46].

Ve snaze oddalit letdlni poSkozeni plic pacientli se dnes pouzivaji imunizacni
(vakcina¢ni) metody proti riznym druhim bakterii. Vakcinaci pacientli v raném véku proti
bakteriim P. aeruginosa lze snizit frekvenci chronickych infekci a tim zpomalit ztratu
funkce plic. Jak ukézala studie v letech 1989-2001, pti vakcinaci pacienti od ranného véku
po dobu deseti let se celkovy zdravotni status pacientll zlepsil oproti pacientim, kterym
vakcina nebyla podavana (kontrolni skupina pacientli byla sladéna s testovanou na zakladé
pohlavi, véku a kde to bylo mozné¢ tak 1 podle typu mutace CFTR) [47].

DalS$im moZznym piistupem je profylakticka 1é¢ba antibiotiky ve formé
inhalovaného aerosolu. Tento pfistup umoziiuje zavedeni antibiotik pfimo k poskozené
tkdni. Zaméfenim 1éCby inhalaci antibiotik byla eradikace bakterii z plicniho traktu u
pacientll jiz infikovanych bakteriemi, avSak studie prokazaly, ze pii dlouhodobém
podavani antibiotik ve formé aerosolu pacientim od ranného véku lze oddalit a dokonce 1
zabranit bakteridlni infekci. Testy provadévné v letech 1986-1996 sledovaly 28 pacientt,
kteti podstoupili dlouhodoby profylakticky program s inhalovanym gentamicinem ve snaze
zabréanit infekci P. aeruginosou. Zadny z pacientdl ze skupiny, ktera program dokonéila
nebyl infikovan PA. Bohuzel v této skupin€ bylo pouze 12 pacientii z pavodnich 28 z
divoda pieruseni profylaktické 1écby kvili vedlejsim u¢inkim antibiotik, nedostatku

opakované se vyskytujicich rizikovych situaci nebo nedodrzovani ptedpisti programu [48].
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1.7.2. Slepidi protilatky IgY jako prostiedek v 1é¢bé CF

Jak bylo vyse feceno, lektiny PA a bakterii obecné hrajou velmi diilezitou roli pfi
adhezi a iniciaci infekce u pacientti s CF. K neutralizaci funkce lektint, véetné PA-IL a PA-
IIL, je monzno vyuzit protilatky, které zablokuji vazna mista na lektinu a nésledné
znemozni navazani na glykosacharidy na plasmatické membrané epitelidlnich bun¢k. Tak
1ze omezit adhezi bakterii a zabranit infekci a tvorbé biofilmt. Vyhodou pouziti IgY oproti
antibiotikiim je fakt, ze nespoustéji imunitni reakci v lidském organismu a nemaji vedlejsi

efekty.
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2. Cil prace

Tato prace byla zamétfena na vyvoj terapeutickych protilatek proti lektinim PA-IL a

PA-IIL bakterii Pseudomonas aeruginosa. Tyto protilatky mohou byt v budoucnu

hypoteticky pouzity jako prostfedek pro zabranéni infekce pacientl s cystickou fibrézou

bakteriemi P. aeruginosa. Hlavim cilem byla ptiprava frakce Zloutkovych imunoglobulinti

anti-PA-IL a frakce s kombinaci IgY anti-AGPA-IIL/PA-IL, jejich charakterizace a

purifikace. Pro splnéni hlavnich cilii bylo tfeba splnit né¢kolik dil¢ich tkoli:

Samotna izolace zloutkovych imunoglobulinii

Rozdéleni izolovanych frakci podle data sbéru vajec, ze kterych byly IgY
izolovany a zjistit koncentraci bilkovin v kazde frakci

Oveéfeni specifity izolovanych protilatek metodou ELISA

Zjisténi kiizové reaktivity jednotlivych izolovanych frakci

Ptiprava kolon pro afinitni chromatografii a jejich aplikace

Charakterizace afinitn€ purifikovanych protilatek
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3. Material a metody

3.1 Pouzité materialy a chemikalie

CNBr aktivovana Sepharosa 4B

Lyofilizat vaje¢ného bilku (k dispozici v laboratofi)

Sigma, USA

Lyofilizat antigenu PA-IL (poskytnuto Wimmerovou M., Muni, Brno)

Lyofilizat antigenu PA-IIL (poskytnuto Wimmerovou M., Muni, Brno)

Lyofilizat antigenu PA-AGIIL (poskytnuto Wimmerovou M., Muni, Brno)

Protilatka proti slepi¢im IgG znacend fosfatazovou aktivitou

Ethanolamin
Diethylamin

Guanidin hydrochlorid
HCI

NaCl

NaN3

NaOH

MgCl,

H>PO4

NaHPO4

NaxPOg4

Na;HCO3

NaHCOs3

P-nitrofenol
Microarray desticky Nunc-Immuno Polysorp
KOH

Kyselina octova

Octan sodny

Tween 20
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Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Lachner, CR
Lachner, CR
Sigma, USA
Lachner, CR
Lachner, CR
Lachner, CR
Lachner, CR
Lachner, CR
Lachner, CR
Lachner, CR
Sigma, USA
Sigma, USA
Lachner, CR
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA



3.2 Pouzité pristroje

pH/ORP Meter HI 2211
Michac¢ka KMO 2
Analytické vahy Discovery
Spektrofotometr IB1
Spektromom 195 D

Stolni centrifuga 5418
Automaticky CO> inkbator
Centrifuga K 70D
Obraceci mixér

Ctecka SunRise

Pipety

Mrazici box
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Hanna Instruments, Italie
IKA -Werker, Némecko
OHAUS, USA

Hewlett Packard, USA
MOM, Madarsko
Eppendorf, USA
ShellLab, CR
LABsystem s.r.0., CR
Chemos Cz, CR
Hewlett Packard, USA
Eppendorf, USA
Nalgene, USA



3.3 Izolace slepicich protilatek

Pouczité roztoky:

0,5 M HCI

PBS/NaNj: 0,134 M NaCl; 1,8 mM Na;HPOs; 1 mM NaH>POs; 0,1 % (w/v) azid sodny
(NaNs3); pH 7,2

Vesker¢ izolované frakce jsou pojmenovany podle data sneseni danych vajec a ¢isla
prislusné slepice, bud’ 5 podle Iva 5 (imunizovand PA-IL) a Iva 6 (imunizovana AGPA-IIL
i PA-IL). Napftiklad frakce od slepice Iva 5 z 5.5.2016 - 15.5. 2016 izolovana jako prvni,
tyden po 3. imunizaci, je oznacena jako 1S5, kde ¢islo 1 oznacuje ¢asové rozmezi, S jako
slepice a 5 oznacuje Cislo slepice. Lektin AGPA-IIL se od PA-IIL 1i$i pouze v C-koncové
aminokyseliné¢ (AGPA-IIL je o jednu aminokyselinu zkracen).

Z vajicek imunizovanych byly odd¢leny Zloutky od bilkii do odmérného valce za
pomoci oddélovace bilkii. V odmérném valci byl zjisten objem oddélenych zloutkd. V
priméru 10 Zloutkt odpovida piiblizné 170 ml. Zloutky uréené pro pozdéjsi izolaci byly
nafedény 1:1 (objem) s PBS izolacnim pufrem (obsahujici 0,1% NaNj3) v plastové lahvy a
ponechany pii 5° C v lednici.

V ptipadé¢ okamzité izolace se Zloutky fedily 1:7 vodovodni H>O v plastové
odmérné kadince. Nasledné bylo upraveno pH roztoku zloutkdi pomoci 0,5M HCI na
pH=5. Takto upravny roztok byl pteveden do sklenéné nalevky (objem nalevky je piiblizné
1,5 1) s uzavienym hrdlem (silikonové zatka) a ponechan v mrazicim boxu pfi -22°C ptes
noc.

Z nalevky byly zmrazené Zloutky vyjmuty a pieneseny do titratni nalevky s s
vloZenym filtraCnim papirem a smotkem vaty ve Spicce v prib&hu roztavani pii laboratorni
teploté (22,5 °C) ptes noc byl filtrat jiman do odmérného valce.

Po zméteni objemu byl filtrat pfeveden do sklenéné kadinky s michadlem. Pro
precipitaci bilkovin bylo ptfiddno NaCl tak, aby vznikl 8,8% roztok NaCl. Po kompletnim
rozpusteéni soli bylo upraveno pH roztoku na pH=4 pomoci 0,5M HCI. Roztok byl michan

30 minut na michacce a nasledné ponechan v klidu 2 hod. pfi laboratorni teploté 22,8 °C.
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Precipitat bilkovin byl oddé€len centrifugaci 25 minut pii 3000 RPM (v centrifuze). Po
odstranéni supernatantu byly pelety v plastovych kyvetach resuspendovany v izolaCnim
pufru (PBS obsahujici 0,1% NaN3) a po rozpusténi prevedeny do plastovych zkumavek
(Falcon).

Ptehled izolovanych frakci je v Tabulce €.1 str. , kde K5 a K6 znaci protilatky
izolované z vajec pfed imunizaci (K5 - kontrola PAI-L, K6 - kontrola AGPA-IIL).

3.4. Uréeni koncentrace bilkovin

Diive byla experimentalné stanovena standardni kiivka s faktorem f = 1,094 [50].
Koncentrace proteinti byly vypocitany z absorbanci roztokii jednotlivych frakei pii 280
nm. M¢feni bylo provedeno na spektrofotometru (Spektromom 195 D, Mad’arsko) a jako
slepy vzorek bylo pouzito PBS. Z piislusné frakce bylo ptevedeno 50 pl do kiemené
kyvety a ptfidano 2,5 ml PBS, aby vznikl 51x nafedény roztok protilatek. Vypocet

koncentrace byl proveden nasledovné:

k=A.l.r.f

k..... koncentrace
A..... absorbance
l.....opticka draha
r..... fedéni

f..... experimentalné zjistény faktor ze standardni kiivky (f=1,094)

3.5. ELISA

Imunoreaktivita protilatek proti lektiniim PA-IL, PA-IIL a AGPA-IIL byla urcena
pomoci metody ELISA (z angl. enzyme-linked immunosorbent assay). Byl zvolen nepiimy
typ konfigurace ELISA (viz Obrazek 7, str. 30). Metoda je zaloZena na specifické reakci
antigenu (vazany na nosici) a protilatky. Po navazani primarni protilatky na antigen vznika

komplex antigen-protilatka, na ktery se nasledné vaze sekundarni protildtka znacena
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enzymem. Enzym pak katalyzuje pfeménu chromogenniho substratu na barevny produkt,

jehoz koncentrace odpovida koncentraci primarnich protilatek v reakéni smési [50].

. . s 2 o 2 Sekundami protilatka
Antlgen Primarni protilatka s navazanym enzymem

/'\ - Substrat

l l l -, Vznik zabarveni

N
O O

A A A

Obrazek 7 - Schéma neprimého usporadani ELISA
Nejprve je na desticku navazan antigen, naktery se vaze primarni protilatka, tedy
protilatka jejiz reaktivita s danym antigenem nds zajimda. Sekundarni protilatka s

enzymem se vaze na primarni a za piitomnosti vhodného substratu vznika zabarveni [51].

3.5.1 ELISA - postup

Pouzité roztoky:

PBS: 0,134 M NaCl; 1,8 mM Na;HPO4; 1 mM NaH2POu; pH 7,2

PBS + Tween: 0,134 M NaCl; 1,8 mM Na;HPO4; 1 mM NaHPO4; 0,1% (v/v) Tween®
20; pH 7,2

imobiliza¢ni pufr: 13 mM Na>COs; 25 mM NaHCOs; pH 9,6

blokovaci roztok: PBS + Tween; 2% w/v fidky bilek

vyvolavaci roztok pro alkalickou fosfatasu: 30 mM NaHCOs; 20 mM Na;COsz; 1 mM
MgCla, 0,01% p-nitrofenylfosfat

zastavovaci roztok pro alkalickou fosfatasu: 3 M NaOH

Lyofilizat antigenu (PA-IL, PA-IIL nebo AGPA-IIL) byl ropustén v PBS a fedén v
imobiliza¢nim uhli¢itanovém pufru (pH 9,6), tak aby vzniknul roztok antigenu o

koncentraci 4 mg/ml. 100 pl roztoku antigenu bylo aplikovano opakovacim davkovacem
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na kazdou jamku 96-jamkové desticky Polysorp (Sigma, USA) a desticka byla vloZena do
CO; inkubatoru (ShellLab, CR) na 1 hod. pii 37 °C. Nezachyceny antigen byl odstranén
promivanim PBS + Tween, bylo aplikovano tfikrat 200 pul PBS Tween na kazdou jamku
desticky. Po kazdém promyti byl roztok odstranén Svihem a desticka susSena filtracnim
papirem. Po odstranéni roztoku Svihem a promyti desticky (stejny postup jako pii prvém
promyvani) nasledovala aplikace 150 pl bloka¢niho roztoku na kazdou jamku, aby se v
dal§im kroku sekundarni protilatky nevazaly na mista na desti¢ce, kde neni antigen.
Desticka s bloka¢nim roztokem byla inkubovana 1 hod. pii 37 °C.

Roztoky primarnich protilaitek o koncentracich 90, 30, 10 a 3 pg/ml byly
pfipraveny trojkovou fedici fadou z pfedem pfipraveného zasobniho roztoku o koncentraci
1 mg/ml a na desticku nanaSeny vzdy v duplikatech. Vzdy bylo aplikovano 100 pl
specifickych protilatek na jamku. Dale se desticka nechala inkubovat 2 hod. pti 37 °C pro
navazani protilatek na antigen.

Po promyti PBS + Tween byla sekundarni protilatka znacend fosfatasou zfedéna v
poméru 1:2000 do PBS a aplikovana po 100 ul na kazdou jamku. Desticka se
sekundarnimi protilatkami byla inkubovéana 1 hod. pti 37 °C. Pro vyvolani desticky byl
pfipraven vyvolavaci roztok z 0,7 ml 0,2 M NaHCOs, 0,5 ml 0,2 M Na2COs3, 5 ul MgCl, 5
mg p-nitrofenylfosfatu doplnénim do 5 ml destilovanou vodou (v pfipad€ vyssi potieby
bylo pfipraveno dvojndsobné mnozstvi). Do kazd¢ jamky bylo aplikovano maximalni
rychlosti 100 pl vyvolavaciho roztoku. Po 10 minutich byla reakce zastavena piidavkem
50 pl 3M NaOH.

Vzniklé zabarveni v jamkéach bylo vyhodnocovano na c¢tecce SunRise (Hewlett

Packard) pii 405 nm.

3.6 Afinitni purifikace protilatek anti PA-IIL

Afinitni chromatografie je metoda umoznujici purifikaci biomolekul na zékladé
jejich specifickych interakei s ligandem, ktery je navazan na matrix chromatografické

kolony.
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Pro navézani ligandu byla pouzita CNBr aktivovana Sepharosa. CNBr aktivuje

Sepharosu reakci s jejimi -OH skupinami za vzniku kyanatovych esterovych skupin nebo

imidokarbonatd (viz Obrazek 8, str 31), které vazi proteiny, peptidy a aminokyseliny pftes

jejich primarni aminoskupinu [52].

Kynatovy ester

Cyklicky imidokarbonat

Obrazek 8 - Schéma aktivace sepharosy bromkyanem

R-NH 2

R-NH 2

Sepharosa

NH
0-—C.

OH ‘NH—R

Isourea derivat

O cN-R
o

Substituovany imidokarbonat

Bromkyan reakci s -OH skupinami aktivuje sepharosu za vzniku imidokarbonatli a

derivatti mocoviny [52].

3.6.1 Priprava chromatografického sorbentu

Pouczité roztoky:

CNBr aktivovana Sepharosa 4B

ImM HCl
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vazny pufr: 0,1 M NaHCOs3; 0,5 M NaCl; pH 8,4

acetatovy puftr: 0,1 M kyselina octova/octan sodny; 0,5 M NaCl; pH 4

PBS/NaN3s: 0,134 M NaCl; 1,8 mM NaH;POs4; 0,1 % (w/v) azid sodny (NaN3); pH 7,2
PBS: 0,134 M NaCl; 1,8 mM NaHPO4; 1 mM NaH2>POq; pH 7,2

1 M ethanolamin; pH 8,0

0,05 M diethylamin; pH 11,5

Byl navazen 1 g lyofilizovaného prasku CNBr aktivované Sepharosy 4B (Sigma
Aldrich), ktery poskytne 3,5 ml nabobtnané¢ho gelu. Pfed navazanim ligandu bylo nutno
odstranit stabilizujici aditiva, ¢ehoz bylo docileno suspendaci navazeného lyofilizatu v 15
ml 1 mM HCI (pH 3). Supernatant byl opatrné odebran a proces jesté dvakrat opakovan.
Medium bylo nésledné pfevedeno do plastové kolonky a promyvano asi 200 ml 1mM HCI.
HCI bylo z kolony odmyto 10 ml vazného puftu.

Nasledovalo navazani ligandu, tedy lektinu AGPA-IIL nebo PA-IL na gel (matrix
kolony). Byly pfipravovany dvé kolony, jedna pro lektin AGPA-IIL a druha pro PA-IL,
vzdy po 1,75 ml gelu. Navazky Img lektinu AGPA-IIL a Img PA-IL byly rozpustény v 2,5
ml vazného pufru a roztoky naneseny na patficnou kolonu s gelem. Kolony byly uzavieny
a ponechdny na pfevracecim mixeru pies noc pii 5 °C. Nasledujici den byl nenavazany
lektin odstranén z kolon promytim pétindsobkem objemu média vaznym pufrem.

Dale bylo nutné zablokovat zbylé aktivni skupiny, na které se antigen nenavézal.
Proto byl gel z obou kolon pfevedena do 1 M ethanolaminu a ponechana 2 hod. pii
laboratorni teploté (20,5 °C).

Nasledovalo promyvani kolon tfemi cykly s pufry o riiznych pH. Kazdy cyklus se
skladal z promyti 12 ml acetatového pufru (pH 4), 5 ml PBS (pH 7,2) a 12 ml
diethylaminem (pH 11,5). Nakonec byly kolony proplachnuty uchovavacim roztokem
PBS/NaNj3 a uskladnény pii 4 °C.

3.6.2 Afinitni chromatografie

Pouczité roztoky:

promyvaci roztok I (PBS): 0,134 M NacCl; 1,8 mM Na;HPOg; 1 mM NaH2POs; pH 7,2

33



promyvaci roztok II (PBS + 1 M NaCl): 1 M NacCl; 1,8 mM NaxHPO4; 1 mM NaH;POg;
pH 7,2

promyvaci roztok III: 0,05 M diethylamin; pH 11,5

promyvaci roztok IV: 4 M guanidin/HCI; pH 7,2

neutraliza¢ni pufr: 1 M KH2POs; pH 6,75 (upraveno 2 M KOH)

dialyza¢ni roztok (PBS/NaNjs): 0,134 M NaCl; 1,8 mM Na;HPOg4; 1 mM NaH>POs4; 0,1 %
(w/v) azid sodny (NaN3); pH 7,2

Nejprve byl pfipraven roztok protilatek odebranim 5,25 ml z izolovanych frakci
286 nebo 4S6, popiipade 4,9 ml pro frakci 2S5 a prevedenim do plastové zkumavky. Do
zkumavky byla pro frakce 256 a 456 ptidana L-fukosa (2% w/v) a pro frakci 2S5 galaktosa
(2% w/v) kvili blokaci vaznych mist na lektinu. Roztokem protilatek se sacharidem byl
vyplachnut obsah kolonky do plastové zkumavky. Takto pfipraveny roztok protilatek s
gelem byl michan na obraceci pies noc pii 5°C.

Nasledujici den byl obsah plastové zkumavky ptfeveden zpét do chromatografické
kolonky. Byl jiman eluét (tzv. nezachycena frakce, dile ozna¢ovano jako NF) a uschovan
pti 5°C. Kolonka byla poté promyvana roztokem I (pH 7,2) a byly sbirany frakce po 2 ml.
U kazdé frakce byla méfena absorbance pii 280 nm. Jakmile klesla absorbance pod
hodnotu 0,03 za¢lo promivani roztokem II (pH 7,2) za soucasného odebirani frakci a
meéfeni jejich absorbance pii 280 nm. Kdyz klesa absorbance pod hodnotu 0,03 byla
zahajena eluce zachycené protilatky roztokem III o vysledném pH 11,5 do mikrozkumavek
s pfipravenym neutralizaCnim pufrem (potfebné mnoZzstvi neutraliza¢niho pufru k dosazeni
vysledného pH 7,2 bylo ptedem stanoveno titraci). Po poklesu absorbance na minimalni
hodnotu byla kolonka regenerovana roztokem IV, coz odstranilo zbyvajici zachyceny
protein a métfena absorbance frakci pfi 280 nm. Nasledovalo promyti 5 ml roztoku I a 30
ml roztoku PBS/NaN3 pro uschovani kolonky. U frakei eluovanych roztokem III bylo
méfeno absorpéni spektrum v rozmezi 200 — 700 nm. Frakce s nejvétSim obsahem
proteinit byly spojeny a dialyzovany proti 10 | roztoku PBS/NaNs pifes noc pii 5°C.

Reaktivita afinitné purifikovanych frakci byla vyhodnocena pomoci metody ELISA.
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4. Vysledky

4.1 I1zolace protilatek

Koncentrace izolovanych protilatek byly stanoveny spektrofotometricky.

Koncentrace frakci byla vzdy méfena v supernatantu po centrifugaci, aby se zabranilo

interferenci pfipadnych nerozpustnych casti.

izolovanych frakci.

Tabulka 1 - Izolace protilatek proti lektinGm PA-IL a AGPA-IIL

V tabulce 1 jsou uvedené charakteristiky

Oznaceni Casovy interval sbéru Po_c“:et Koncentrace  Objem frakce \éﬁtkié\,?.—f
frakce vajec frakce [mg/mi] [mi] [mg]
K5 11.3.2016 — 22.3.2016 10 36,04 23,1 832,5
1S5 5.5.2016 — 16.5.2016 7 33,36 20,2 673,9
2S5 18.5.2016 — 31.5.2016 12 27,06 22,9 619,7
3S5 8.5.2016 — 4.6.2016 10 32,08 29,5 946,36
485 22.6.2016 — 3.7.2016 10 36,6 16,5 603,9
K6 12.3.2016 — 22.3.2016 10 41,56 25,0 1039,0
1S6 13.5.2016 — 16.5.2016 5 30,30 16,3 493,9
256 18.5.2016 — 29.5.2016 11 26,81 41,5 1112,6
3S6 27.4.2016 — 31.5.2016 4 3,24 9,1 29,5
456 2.6.2016 — 1.7.2016 10 33,75 23 776,25

Protilatky proti PA-IL jsou oznaceny Cislem 5 a protilatky proti kombinaci AGPA-IIL a PA-

IL ¢islem 6. K5 a K6 jsou kontrolni frakce odebrané pfed imunizaci slepic.
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4.2 Specifita izolovanych protilatek

Metodou ELISA bylo na 96-jamkovych desti¢kach zjistovano, zda imunizované
slepice tvorili specifické protilatky proti lektinim jimiz byli imunizovany (obrazky 9 - 11)
a kiizova reaktivita protilatek (obrazky 12 - 14).

Vyhodnoceni vysledkiit ELISA bylo provedeno na ¢tecce Sunrise (Hewlett Packard)

v programu XRead Plus (verze 4.30), kde byla méfena absorbance v jamkach pti 405 nm.

2,0000
1,5000
1,0000

0,5000

Absorbance 405 nm

-

0,0000

K5 1S5 2S5 3S5 4S5 K5 1S5 285 3S5 4S5
90 30

Koncentrace [ug/ml]

Obriazek 9 - Reaktivita anti-PA-IL protilatek na ELISA. Absorbance byla méfena pti 405
nm, protilatky byly nanaseny v koncentracich 90 pg/ml a 30 pg/ml na desticku s
ukotvenym lektinem PA-IL. K5 zna¢i preimunizaéni frakei (kontrolu), oznaceni 1-4S5

znaci frakce protilatek anti-PA-IL a jejich potadi izolace.
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Obrazek 10 - Reaktivita kombinovannych anti-AGPA-IIL/PA-IL protilatek na ELISA.
Absorbance byla méfena pti 405 nm, protilatky byly nanaSeny v koncentracich 90 pg/ml
a 30 pg/ml na desticku s ukotvenym lektinem AGPA-IIL. K6 znaéi preimunizacni frakei
(kontrolu), oznaceni 1-4S6 znaéi kombinované frakce protilatek anti-AGPA-IIL/PA-IL a

jejich poradi izolace.
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Absorbance 405 nm

0,6000

0,0000

K6 1S6 2S6 3S6 4S6 K6 1S6 2S6 3S6 4S6
90 30
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Obrazek 11 - Reaktivita kombinovannych anti-AGPA-IIL/PA-IL protilatek na ELISA.

Absorbance byla métena pii 405 nm, protilatky byly nanaseny v koncentracich 90 pg/ml
a 30 pg/ml na desticku s ukotvenym lektinem PA-IL. K6 zna¢i preimunizaéni frakci
(kontrolu), oznaceni 1-4S6 znaci zna¢i kombinované frakce protilatek anti-AGPA-IIL a

anti-PA-ILa jejich potadi izolace.
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Obrazek 12 - Reaktivita kombinovanych anti-AGPA-IIL/PA-IL protilatek na ELISA.
Absorbance byla métena pii 405 nm, protilatky byly nandseny v koncentracich 90 pg/ml
a 30 pg/ml na desticku s ukotvenym lektinem PA-IIL. K6 zna¢i preimunizaéni frakci
(kontrolu), oznaceni 1-4S6 znaéi kombinované frakce protilatek anti-AGPA-IIL a anti-

PA-IL a potadi jejich izolace.

Byl pozorovan narGst reaktivity protilatek anti-PA-IL podle oc¢ekavani, u frakce
obsahujici IgY anti-AGPA-IIL/PA-IL byla reaktivita vyssi na lektinu PA-IL oproti AGPA-
IIL i PA-IIL

4.2.1 KFizova reaktivita IgY

Metodou ELISA byla na 96-jamkovych destickach zkoumana kiizova reaktivita
frakei IgY anti-PA-IL na lektinech AGPA-IIL i PA-IIL (obrazky 13 a 14).
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Obrazek 13 - Kfizova reaktivita protilatek anti-PA-IL na ELISA. Absorbance byla
meéfena pii 405 nm, protilatky byly nandSeny v koncentracich 90 pg/ml a 30 pg/ml na
desticku s ukotvenym lektinem PA-IIL. K5 zna¢i preimuniza¢ni frakci (kontrolu),

oznaceni 1-4S5 znaci frakce protilatek anti-PA-IL a poradi jejich izolace.
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Obrazek 14 - Kiizova reaktivita protilatek anti-PA-IL na ELISA. Absorbance byla
meéfena pii 405 nm, protilatky byly nanaSeny v koncentracich 90 pug/ml a 30 pg/ml na
desticku s ukotvenym lektinem AGPA-IIL. K5 zna¢i preimunizaéni frakei (kontrolu),

oznaceni 1-4S5 znaci frakce protilatek anti-PA-IL a potadi jejich izolace.

Nebyla pozorovana zadna kiizova reaktivita protilatek anti-PA-IL.
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4.3 Priprava afinitné purifikovanych protilatek

S cilem oddélit specifické IgY proti lektinim PA-IL a AGPA-IIL od ostatnich
protilatek byla provadéna afinitni chromatografie. Na jedné kolonce byl imobilizovan
lektin PA-IL a na druhé AGPA-IIL. Podle reaktivity na ELISA byly pro afinitni
chromatografii vybrany frakce 2S5, 256 a 4S6. Specifita afinitné purifikovanych protilatek
byla stanovena pomoci metody ELISA, viz obrazky 17 a 20.

4.3.1 Afinitni chromatografie frakei 2S5 a 2S6

Frakce 2S5 byla purifikovana na kolon¢ s lektinem PA-IL a frakce 256 na kolon¢ s
lektinem AGPA-IIL. Na kolonu pro AGPA-IIL bylo nanaseno 5,25 ml frakce 2S6 a na
kolonu pro PA-IL 4,9 ml frakce 2S5 (mnozZstvi zvoleno tak, aby se shodovala mnoZzstvi
nanesenych bilkovin). Eluované frakce s nejvétSim obsahem specifickych protilatek, tedy
frakce 1 a 2 (plati pro 2S5 i 2S6), viz obrazek 15, byly spojeny a ureny pro dialyzu. Po
dialyze spojenych frakci 1 a 2 z obou kolon byla méfena koncentrace specifickych

protilatek a vypocitan vytézek. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2, str. 42.
0,500

285 256
0,375

0,250

0,125

Absorbance 280 nm

0,000
1 2 3 4 5 6

Eluované frakce

Obrazek 15 - Eluce specifickych protilatek anti-PA-IL a anti-AGPA-IIL/PA-IL. Eluce
frakce 2S5 (modrd) z kolony s navazanym lektinem PA-IL a frakce 2S6 (zelend) z kolony
s navazanym lektinem AGPA-IIL byla provedena roztokem 0,05 M diethylaminu, pH

11,5. Absorbance frakci byla méfena pti 280 nm.
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Obrazek 16 - Porovnani reaktivity nezachycenych frakci protilatek anti-PA-IL (NF 2S5)
a AGPA-IIL/PA-IL (NF 2S6) na ELISA. Absorbance byla métfena pii 405 nm, byly
nanasSeny nezachycené frakce NF 2S5, NF 2S6, kontroly K5 a K6 v koncentracich 810
pg/ml, 270 pg/ml, 90 pg/ml a 30 pg/ml. Dale byly nanaseny nepurifikované frakce 2S5 a
2S6 v koncentracich 90 pg/ml a 30 pg/ml. Frakce K5, 2S5 a NF 2S5 byly naneseny na
jamky s lektinem PA-IL a frakce K6, 256 a NF 256 na jamky s lektinem AGPA-IIL.

1,0000 W K6 M K5 W AP2S5 [ AP2S6 M 285 M 2S6
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0,5000

0,2500

Absorbance 280 nm.

0,0000
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Obrazek 17 - Porovnani reaktivity afinitné purifikovanych protilatek anti-PA-IL (AP
2S5) a anti-AGPA-IIL/PA-IL (AP 2S6) na ELISA. Absorbance byla métena pfi 405 nm,
byly nanaseny purifikované frakce AP 2S5, AP 2S6, kontroly K5 a K6 v koncentracich 3
pg/ml, 1 pg/ml a 0,3 pg/ml. Dale byly nanaSeny nepurifikované frakce 2S5 a 2S6 v
koncentraci 3 pg/ml. Frakce K5, 2S5 a AP 2S5 byly naneseny na jamky s lektinem PA-IL
a frakce K6, 256 a AP 256 na jamky s lektinem AGPA-IIL.
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Tabulka 2 - Afinitni chromatografie frakci 256 a 2S5

fe Afinitné
Koncentrace Nanasene purifikované
Nazev frakce Objem [ml] protilatky L Vytézek [%]
[mg/mi] protilatky
[mg]
[mg]

AP 2S5 3 0,326 131,5 0,978 0,74
AP 256 3 0,159 131,5 0,477 0,36

AP 285 znadi afinitn€ purifikované protilatky z frakce 2S5 a AP 2S6 znaci afinitné
purifikované protilatky z frakce 2S6.

4.3.2 Afinitni chromatografie frakci 2S6 a 4S6

Pti téchto afinitnich chromatografiich byla porovnavana ucinnost kolony pro
AGPA-IIL (dale oznacovana jako koll), kterd byla pfipravena v ramci této prace a kolony s
navazanym lektinem PA-IIL (dale oznacovand jako kol2), kterd byla k dispozici v
laboratoii. Na koll bylo pifi 1. afinitni chromatografii nanaseno 5,25 ml frakce 4S6 I
(alikvota I frakce 4S6), 5,25 ml frakce 4S6 II (alikvota II frakce 4S6) pfi 2. afinitni
chromatografii a 5,25 ml frakce 2S6 pfi 3. afinitni chromatografii. Na kol2 bylo nanaseno
13 ml frakce 4S6 pii 1. afinitni chromatografii a 14 ml frakce 2S6 pii 2. afinitni
chromatografii. Pro dialyzaci byly zvoleny a spojeny frakce s nejvyssim obsahem bilkovin,
pro 4S6 koll I frakce 1,2 a 3, pro 4S6 koll II frakce 2 a 3, pro 4S6 kol2 frakce 1,2,4 a 5,
pro 2S6 koll frakce 2,3 a 4, pro 2S6 kol2 frakce 1,2,3,4 a 5. Po dialyze spojenych frakci
byla méfena koncentrace specifickych protilatek a vypocitan vytézek. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 3, str. 44.
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Obrazek 18 - Eluce afinitné purifikovanych protilatek anti-AGPA-IIL/PA-IL. Eluce
frakei z kolony s navazanym lektinem AGPA-IIL byla provedena roztokem 0,05 M
diethylaminu, pH 11,5. Absorbance frakci byla métena piti 280 nm.
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Obrazek 19 - Porovnani reaktivity nezachycenych frakei protilatek anti-AGPA-IIL/PA-
IL na ELISA. Absorbance byla méfena pii 405 nm, byly nanaSeny nezachycené frakce
NF 2S6 koll, NF 2S6 kol2, NF 456 koll I, NF 4S6 koll II, NF 456 kol2 a kontrola K6 v
koncentracich 810 pg/ml, 270 pg/ml, 90 pg/ml a 30 pg/ml. Déle byla nanaSena
nepurifikovana frakce 2S6 v koncentraci 30 pg/ml. Frakce byly naneseny na desti¢ku s

ukotvenym lektinem AGPA-IIL.
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Obrazek 20 - Porovnani reaktivity afinitné purifikovanych protilatek anti-AGPA-IIL/PA-
IL na ELISA. Absorbance byla métena pii 405 nm, byly nanaseny purifikované frakce

AP 2S6 koll, AP 256 kol2, AP 4S6 koll I, AP 4S6 koll II, AP 4S6 kol2 a kontrola K6 v
koncentracich 3 pg/ml, 1 pg/ml a 0,3 pg/ml. Na desticce byl ukotven lektin AGPA-IIL.

Tabulka 3 - Koncentrace afinitné purifikovanych frakci a vytézky

Koncentrace Nanasené Afinitne
Nazev Frakce Objem [ml] [mg/mi] rotilatky [mg] purifikované Vytézek [%]
9 P YIm3l protilatky [mg]

AP 4S6 kol | 6,54 0,141 178,5 0,922 0,52
AP 4S6 kol1 1l 3,98 0,178 178,5 0,708 0,40
AP 4S6 kol2 12,10 0,115 442,0 1,392 0,32

AP 2S6 kol1 6,70 0,153 141,8 1,025 0,72

AP 286 kol2 11,00 0,219 378,0 2,409 0,64

AP 4S6 koll I znaci afinitné purifikovanou frakci alikvoty I 4S6 (anti-AGPA-IIL/PA-IL) z
kolony 1, AP 4S6 koll II znaci afinitné purifikovanou frakci alikvoty II 4S6 (anti-AGPA-
IIL/PA-IL) z kolony 1, AP 4S6 kol2 je afinitné purifikovanou frakci 4S6 (anti-AGPA-IIL/
PA-IL) z kolony 2, AP 256 koll znaci znaci afinitné purifikovanou frakci 256 (anti-AGPA-
IIL/PA-IL) a AP 2S6 kol2 je afinitn¢ purifikovand frakce 256 (anti-AGPA-IIL/PA-IL) z
kolony 2.
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5. Diskuze

Cysticka fibréza je genetické onemocnéni zpisobené mutacemi v CFTR genu,
které jsou pfic¢inou ztraty funkce ¢i celkové absence CFTR kanalku v plasmatické
membrané epitelidlnich bunek. Ztrata funkce nebo absence CFTR kanalku iniciuje celou
fadu zdravotnich problémt u pacientt s CF. Nejzavaznéjsi je postizeni dychaciho Ustroji,
které postupné ztraci funkci, kvili chronickym bakterialnim infekcim. Nejcastéji pacienty s
CF infikuji vSudypfitomné bakterie Pseudomonas aeruginosa, které snadno adheruji na
plicni epitel pokryty vrstvou hlenu a zplisobuji zanéty. Tato prace byla zaméfena na vyvoj
terapeutickych protilatek proti bakteridlnim virulentnim faktorim Pseudomonas
aeruginosa PA-IL a PA-IIL, které bakterie vyuzivaji pro adhezi. Tyto protilatky by mohly v
slouzit ptfi dlouhodobé profylaktické 1écbé CF, kde maji potencidl snizovat adhezi P.
aeruginosa na plicni epitel a tak zabranit infekci.

Pro vyvoj protilatek byl zvolen pfistup izolace imunoglobulinu Y z vajecnych
Zloutk. Zloutkové imunoglobuliny jsou vhodn&jsi pro profylaktickou 1é€bu ve srovnani s
antibiotiky, jelikoz na antibiotika mohou vznikat rezistence a IgY nespoustéji signalni
kaskadu aktivujici komplement v lidském organismu [33].

Dvé slepice byli imunizovany proti rekombinantné pfipravenym lektinim. Prvni
proti PA-IL, druhé proti kombinaci rekombinantn¢ piipravenych lektini AGPA-IIL/PA-IL.
Pro imunizaci byl zvolen AGPA-IIL namisto PA-IIL, kvili minimalni produkci
specifickych IgY po imunizaci zvifete lektinem PA-IIL [53]. Lektiny byly podavany
zvitatim v kompletnim Freudové adjuvans.

Metoda vyuzitd pro izolaci IgY ze slepicich zloutkli je ekonomicka a Casove
nendro¢nd. Izolace zahrnovala fedéni oddélenych Zloutkti od bilku do celkového zfedéni 8x
vodovodni vodou s PBS, zamraZeni a samovolné rozani soubézn¢ s filtraci pres filtracni
papir, precipitaci bilkovin pomoci NaCl, centrifugaci a resuspendaci v PBS/NaNs.

Slepice do Zloutktli transportuji vedle IgY i mnoho dalSich imunoglobulinti a proto
bylo potfeba ovéfit uspésSnost imunizace a specifitu izolovanych frakci protilatek. Pro tyto
ucely byla pouzita metoda ELISA v nepfimém uspotfadani na 96-jamkovych destickach.

Jelikoz hodnoty absorbance totoznych frakci se test od testu 1isi, mizeme fici, Ze metoda
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ELISA neni 100% reproducibilni. Mezi mozné pficiny této skutecnosti patii: inkozistentni
doby inkubace, inkonzistentni promyvani desticky, chyby pfi pipetovani, pouziti reagencii
pti ruznych teplotach. Z téchto divodl nelze porovnavat hodnoty absorbance ze dvou
riznych desticek. Nicméné miiZzeme porovnavat pomeéry, jak dané protilatky reagovaly.
Provadéné testy prokazaly, ze zvifata po imunizaci opravdu produkovala protilatky
specifické proti ptislusSnym lektinim, byl pozorovan nartst reaktivity oproti kontrolnim
protilatkdm izolovanych pfed imunizaci (viz kapitola 4.2 Specifita izolovanych protilatek,
str. 37).

Z porovnani vysledki z obrazkl 9-14 vyplyva nékolik dilezitych zavéra. IgY izolované z
vajec slepic, které byli imunizovany proti lektinu PA-IL se chovaji podle o¢ekavani, tzn.:
vykazuji vyrazny nérlst absorbance pii 405 nm oproti kontronim protilatkdm na lektinu
PA-IL (obrazek 9) a hodnoty absorbance pti 405 nm na lektinech PA-IIL 1 AGPA-IIL jsou
srovnatelné nebo identické s kontrolou (obrazky 13 a 14), tedy IgY anti-PA-IL nevykazuji
ktizovou reaktivitu. Z téchto faktl vyplyva, Ze imunizace proti lektinu PA-IL probé&hla
podle ocekavani a slepice tvotila specifické IgY anti-PA-IL. Vysledky z obrazkt 10 a 11
potvrzuji, ze zvife imunizované obéma lektiny (AGPA-IIL a PA-IL) produkovalo
specifické protilatky proti zminénym lektinim. Byla pozorovéana vétsi reaktivita frakei IgY
anti-AGPA-IIL/PA-IL (1S6-426) na lektinu PA-IL oproti reaktivité téchto frakei na lektinu
AGPA-IIL. Dtvod tohoto jevu je zatim nezndmy, moznym vysvétlenim je teorie, Ze
imunizace zvifete lektinem AGPA-IIL z nezndmych divodi podporuje tvorbu jak IgY anti-
PA-IL, tak IgY anti-AGPA-IIL. Porovnanim vysledkti z obrazkt 10 a 12 je patrné, Ze
reaktivita frakci IgY anti-AGPA-IIL/PA-IL na lektinu PA-IIL je vyss$i neZ na lektinu AGPA-
IIL. Tento jev je pravdépodobné disledkem odstranéni C-koncové aminokyseliny na
lektinu AGPA-IIL.

Pro ziskani jen specifické frakce protilatek proti pfisluSnym lektinim bylo vyuZzito
metody afinitni chromatografie na gelovém nosici s imobilizovanym lektinem. Purifikace
frakce 2S5 na kolonég s imobilizovanym PA-IL poskytla niZs§i nez obvyklé vytézky (0,74 %
oproti obvyklému 1,0-1,5 % vytézku [33]). Aplikace pfili§ nizkého mnozstvi lektinu pii
ptipravé kolony je moznym vysvétlenim téchto pozorovani, tedy kolona neméla
dostatecnou kapacitu. Prvni purifikace frakce 2S6 bez ptfidané L-fukosy do elu¢niho

roztoku téz skoncila s niz§im vytézkem (0,36 %, viz tabulka 3, str. 44) né€z bylo ocekavano.

46



Vysledky na obrazcich 16 a 17 prokazuji, Ze afinitni purifikace neprob¢hla se 100%
ucinnosti (reaktivita nezachycenych frakci na ELISA je vyssi nez u kontrolnich protilatek),
dale dokazuji, ze ve frakci AP 256 se nachazi nejen specifické protilatky (viz, srovnani
reaktivity afinitn€ purifikované frakce a ptivodni frakce na obrazku 17, str. 41). Druha
prvni, vytézek byl ptiblizné¢ dvojnasobny (0,72 %) a z vysledkdi na obrazcich 19 a 20
plyne, Ze afinitni purifikace probcéhla s vyS$s$i ucinosti nez predchozi (reaktivita
nezachycenych frakci je mensi nez reaktivita kontrolnich protilatek). Nizsi vytézky z prvni
afinitni purifikace jsou vysvétleny faktem, Ze ¢ast specifickych protilatek protekla kolonou
do nezachycené frakce. Déle bylo prokazano, Ze ve frakci z druhé afinitni purifikace je
vetsi procento specifickych protilatek (porovnani obrazkit 20 a 17). Je tedy patrné, ze
pritomnost L-fukosy v elu¢nim roztoku tspésné zabranuji interakcim lektin-protilatka ptes
glykosylovanou Fc ¢ast protilatky a tedy byly zachyceny jen protilatky specificky vazajici
lektin AGPA-IIL. Afinitni chromatografie frakce 4S6 téZ probihala obdobné s niZSimi
vytézky. Pti purifikaci frakce 4S6 byly porovnany ucinnosti kolon 1 a 2. Z tabulky 3 je
patrné, ze kolony 1 i 2 purifikovaly se srovnatelnou ucinnosti. Rizné vytézky ve frakcich
AP 4S6 koll T a AP 4S6koll II vznikly chybou pfi postupu afinitni chromatografie,
namisto pouziti 0,05 M diethylaminu (pH 11,5) byl omylem aplikovan roztok guanidinu
(roztok 1V, pH 6,75) a az nésledn¢ roztok diethylaminu a tak cast protilatek protekla
kolonou.

Miizeme fici, ze oddéleni IgY anti-PAIL od IgY anti-AGPA-IIL prob¢hlo uspésné u
frakci AP 2S6 koll a AP 2S6 kol2. Takto oddélené frakce specifickych protilatek mohou
byt vyuzity k porovnani vlivu jednotlivych specifickych protilatek i protilatek v kombinaci
na adherenci P. aeruginosa na plicni bunky na adheznich testech. Porovnani je mozné,

protoZe purifikované specifické IgY pochdzi z jednoho vzifete.
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6. Souhrn

* Podafilo se izolovat frakce Zloutkovych imunoglobulinu IgY anti-PA-IL a
kombinovanou frakci IgY AGPA-IIL/Pa-ILz vajec imunizovanych slepic pfislusnymi
lektiny.

* Spektrofotometricky byly ur¢eny koncentrace frakci, které¢ byly sefazeny podle data
sbéru vajec.

* Metodou ELISA bylo ovéfeno, Ze slepice po imunizaci zacli produkovat specifické
protilatky proti pfisluSnym antigenim. Reaktivita IgY na ELISA u specifickych
protilatek vyrazné narostla oproti reaktivité kontrolnich proilatek.

* Metodou ELISA byla stanovena specifita pro kazdou frakci na kazdém bakteridlnim
lektinu, protilatky anti PA-IL vykazovaly vysokou specifitu na lektinu PA-IL a Zaddnou
nebo minimalni na lektinu AGPA-IIL a PA-IIL, frakce protilatek anti-AGPA-IIL/Pa-IL
vykazovaly vyssi specifitu pro lektin PA-IL nez pro AGPA-IIL.

* Pro afinitni purifikaci specifickych protilatek byly pfipraveny dvé chromatografické
kolony, jedna s imobilizovanym lektinem PA-IL a druhd s AGPA-IIL.

* Byly provedeny afinitni purifikace frakci 2S5, 2S6 a 4S6. Pti purifikaci frakei 2S5 a
2S6 vétsi vytézek poskytla kolona s lektinem PA-IL (0,74 %) oproti koloné s
imobilizovanym AGPA-IIL (0,32 %). Pfi purifikaci frakci 2S6 a 4S6 na koloné s
lektinem AGPA-IIL byl vytézek vyssi pro frakci 2S6 (0,72 %) oproti 4S6 (0,46 %).
Pfidanim L-fukosy do elu¢niho roztoku byly navysSeny vytézky specifickych
protilatek.

* Metodou ELISA bylo prokézano, ze afinitni purifikace frakci 2S6 (pii druhé afinitni
purifikaci) a 4S6 byly vice nacisténé oproti afinitné purifikovanym frakcim z prvni
afinitni chromatografie

* Protilatky anti-AGPA-IIL byly oddéleny z frakce obsahujici IgY anti-anti-AGPA-IIL/
Pa-IL
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