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Anotace

V této praci jsem se zkoumala rtizné moznosti inhibice aglutinace lektinu BclDLec,
ktery pochéazi z bakterie Burkholderia cenocepacia. Bylo provedeno otestovani inhibicnich
ucinkli D-mannosy, D-galaktosy a multivalentniho inhibitoru s terminalni D-mannosou
s internim technickym oznacenim XIb. Nejvétsi inhibiéni schopnosti se projevily
u multivalentniho inhibitoru s termindlni D-mannosou s oznacenim XIb, ktery obsahuje jadro
a deset ramének nesoucich molekuly D-mannosy.

Klicova slova

Lektin BclDLec, Burkholderia cenocepacia, multivalentni inhibitory, cysticka fibroza

Annotation

In this work I examined various options of inhibiting the agglutinations of lectin BclDlec
which is located in bacteria Burkholderia cenocepacia. The inhibitory effects of D-mannose,
D-galactose and multivalent inhibitor with terminal D-mannose with internal technical
designation XIb were tested. The best inhibitory effects have occurred during the inhibition
by the multivalent inhibitor with terminal D-mannose with designation XIb which consists
of a core and ten linkers terminated by D-mannose.
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Uvod

Ve své praci se zbyvam testovdnim inhibi¢nich vlastnosti monosacharidi D-mannosa,
D-galaktosa a multivalentniho inhibitoru obsahujiciho D-mannosu na aglutinaci lektinem
BclDLec, ktery je soucasti bakterie Burkholderia cenocepacia.

Lektiny jsou proteiny se schopnosti specificky se vazat na sacharidy. Této schopnosti vyuZzivaji
nejen zivocisné a rostlinné buriky, ale 1 viry a bakterie. Bakterie se pomoci lektini umisténych
na fimbriich mohou specificky navazat na povrch tkdni jejich hostitele, lektin je tedy
napomocen pii rozvoji bakteridlnich infekci.

Pfi onemocnéni cystickou fibrézou je naruSena funkce chloridového kandlu, coz zplsobuje
dehydrataci hlenu a zvySeni jeho viskozity, pficemz se zhorSuje moznost vykaslavani. Husty
hlen tvofi vhodné prosttedi pro nckteré bakterie, které zpisobuji chronické infekce plic
u pacienti s cystickou fibréozou a jsou také Castou pfi¢innou umrti. Jednim z patogent
zpusobujicich tyto infekce je Burkholderia cenocepacia. Burkholderia cenocepacia produkuje
lektin BclDLec. Predpoklada se, ze se lektin uplatiiuje pii rozvoji infekce. Moznou budouci
terapii zabraiiujici rozvinuti pneumonie mize byt inhalace inhibitort lektint.



1. TEORETICKA CAST

1.1. Lektiny

Lektiny jsou proteiny, které maji schopnost navazat se na sacharidy. Tyto proteiny maji
vétSinou dvé nebo vice vazebnych mist. Diky tomu se mohou navézat na sacharidy nachézejici
se na povrchu rtiznych bunék najednou, coz vede k aglutinaci bunék.[1]

Lektiny mizeme najit u zivocichd, rostlin, vira 1 bakterii a mizeme je rozd¢lit na zakladé jejich
specifity vi¢i monosacharidim, konkrétné v0G¢i D-mannose, D-galaktose, D-glukose,
N-acetylgalaktosaminu, N-acetyl-D-glukosaminu, kyselin¢ sialové nebo L-fukose. [1,2]

Prvnim objevenym lektinem byl rostlinny lektin konkanavalin A, ktery byl izolovan Jamesem
B. Sumnerem z Canavalia ensiformis. Tento lektin funguje jako mitogen, tudiz stimuluje
mitézu. Mezi mitogenni lektiny patii také fytohemaglutinin A, ktery je lokalizovan v semenech
cervenych fazoli. Obecné mizeme rostlinné lektiny najit v obilovinach, bramborach, ofiscich,
bananech, ryzi nebo v houbéch, ale nckteré rostlinné lektiny jsou zastoupeny i v listech,
oddencich, hlizach a stoncich. [3.,4]

Zivo¢isné lektiny se nachazeji mimo jiné rozpusténé v krevni plazmé, kde maji piedev§im
imunitni funkci, nebot’ se podili na obrannych procesech v ptipadé¢ napadeni patogenem.
Zivo¢idné lektiny se rozdéluji do dvou zakladnich skupin — na galektiny, obsahujici lektinovou
doménu S-typu, a C-lektiny. Galektiny se podili pfedevS§im na bunécnych adhezich,
ale 1 na regulaci bunécného cyklu a indukci proliferace. Galektiny se vyskytuji na povrchu
bunék, v jejich cytoplazmé nebo v bunécném jadie a jsou specifické vici galaktosovym
derivatim.

C-lektiny maji schopnost vazat sacharidové struktury za pomoci vapniku. Selektiny, které patii
mezi C-lektiny, maji adhezivni schopnosti a funguji jako receptory fagocyta. [5,6,7,8,9,10,11]

Bakteridlni lektiny se podili na interakcich mezi patogenem a hostitelem. Ne vSechny
bakterialni lektiny maji aglutina¢ni schopnosti, avSak 1 nadale se fadi do skupiny lektinti diky
své sacharidové specifit¢ a neimunitnimu plivodu. Bakteridlni lektiny se casto vyskytuji
na fimbriich nebo bic¢icich. Diky lektinim se mohou bakterie 1épe pfichytit ke tkdnim svého
hostitele, kde je pfitomen sacharid, vici kterému je dany lektin specificky. [12,13]

Mezi vyznamné viroveé lektiny patfi hemaglutinin, ktery se podili na navazani viru chfipky
na hostitele. [15]



1.2. Cysticka fibroza

Cysticka fibréza (CF) je nékdy nazyvana jako mukoviscidéza. Jedna se o multisystémové
onemocnéni, které je geneticky podminéné. V klasické formé se projevuje chronickym
progredujicim onemocnénim dychacich cest a plic, insuficienci zevni sekrece pankreatu,
vysokou koncentraci elektrolytli v potu a poruchou reprodukce u muzi. U tohoto onemocnéni
je zasazeno mnoho organt a systémii, avSak nikdy nebyva zasazen mozek a diky tomu u tohoto
onemocnéni nenastava zpozdeéni psychického vyvoje. [16, 17]

Cysticka fibroza byla poprvé popsana v roce 1938 americkou patolozZkou Dorothy
Andersonovou, kterd shrnula patologicko-anatomické nalezy 49 déti. Dvacet z nich zemielo
na onemocnéni nazvané cystickd fibroza pankreatu. V této dobé umirali pacienti s timto
onemocnénim v prvnim roce zivota. [18]

Vice poznatkli o cystické fibroze se zacind v literatufe objevovat po druhé svétoveé valce.
Od roku 1960 se u nds zacala vyuzivat spolehliva diagnostika tzv. potnim testem, rozviji
se vyzkum a nabizeji se nové moznosti 1écby. [18]

V dnes$ni dobé€ se primérna nadéje doziti pacientd s cystickou fibrézou v USA nyni pohybuje
kolem 37 let. Navic se nyni odhaduje, Ze polovina pacientl s cystickou fibrozou v USA piezije
41 let, v ¢emz je vidét obrovsky pokrok oproti roku 2000, kdy to bylo pfiblizn¢ 32 let
(viz obrazek 1). [19,20]

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Obrazek 1: Nadgje doziti pacientt s cystickou fibrézou

Cysticka fibréza patii do skupiny autozomalné recesivnich dédicnych onemocnéni
(viz obrazek 3), které je zplsobeno geny na nepohlavnich chromozomech. Konkrétné je CF
zpusobena genem CFTR umisténém na 7. chromosomu. Toto onemocnéni se vyskytuje
pievazné u evropské populace. [16,18,21]

Mutace genu CFTR zplsobuje poruseni funkce proteinu CFTR, ktery vykonéva funkci
chloridového kanalu. Protein CFTR patii mezi tzv. ABC transportéry, které jsou zodpovédné
za prenos malych ¢astic, napt. Cl'(viz obrazek 2). [18]
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Obrazek 2: Mechanicky model regulace toku ionttl kanalem proteinu CFTR

V soucasné dobé miize byt toto onemocnéni diagnostikovano jiz béhem novorozeneckého
screeningu, v prvnich dnech po narozeni ditéte, spole¢né s dal§imi zdvaznymi chorobami.
Odbér krve pro diagnostiku tohoto onemocnéni se provadi z paty u novorozenct mezi 72. a 96.
hodinou zivota. [22]

V ptipadé€ klinického podezieni podloZeného typickymi ptiznaky (chronicky sino-pulmonélni
syndrom, typicky obraz RTG, palickové prsty, azoospermie, rodinna dispozice a travici
problémy) je proveden test na koncentraci chlorida v potu. Pomoci pilokarpinové iontoforézy
dochazi ke stimulaci poceni a u sebran¢ho potu se stanovuje kvantitativni mnozstvi chloridd.
Jako normalni koncentrace je povazovana hodnota 10-30 mmol/l a u pacientil s vyS$imi
hodnotami je nutné opakovani testti pro vylouceni laboratorni chyby. [16,18,23]

Pfi pozitivni rodinné anamnéze je mozné podstoupit molekularné-genetické vySetfeni,
které je mozné jednak z leukocytli pii odbéru krve nebo v ramci prenatalni diagnostiky,
kdy se vyuzivd buné¢k plodové vody nebo choriovych bunék. Toto vySetieni se provadi
od 11. tydne téhotenstvi, kdy se pod ultrazvukovou kontrolou odebirad vzorek plodové vody.
[16,18]
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U rodica, kteti patti do rizikové skupiny, tj. jsou zdravi nositelé mutace genu v CFTR
(viz obrazek 3), je jedinou prevenci podstoupeni asistované reprodukce s preimplantacni
diagnostikou, pfi niz jsou vybrana geneticky zdravéa embrya. [16,24]
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Obrazek 3: Dédicnost cystické fibrozy

Typické ptiznaky cystické fibrozy se projevuji pfevazné dychacimi a travicimi obtiZemi.
Mezi dychaci problémy spojené s cystickou fibrozou patii naptiklad chronicky kasel, casté
plicni infekce, infekce dychacich cest a dusnost. Jako piiklad travicich obtiZzi miZzeme uvést
mastnou hustou stolici, mekoniovy ileus (neprtichodnost stfev u novorozencti), hubnuti
a podvyzivu 1 ptes velkou chut’ k jidlu a chronicky prijem. K dalSim symptomim cystické
fibrozy patii slany pot, palickovité prsty, snizend hladina sodiku a chloru, metabolicka alkal6za
a snizena plodnost. [25,26]

Lécba cystické fibrozy musi byt komplexni a intenzivni. Dulezitou roli zde ma prevence
(napt. oCkovani proti chiipce). U respiracnich projevi se jedna o boj s infekci, kde je dulezita
cilend antibiotickd terapie. K zajisténi prachodnosti dychacich cest — k fedéni sekretu —
se pouziva inhalace mukolytik. Pfi protizdnétlivé 16¢be se podavaji hlavné NSA (=Nesteroidni
antiflogistika). Pfi nizké saturaci pacienti inhaluji kyslik. V soucasné dobé je respiracni
fyzioterapie a pohybova terapie soucasti kazdodenni komplexni terapie. Krajnim feSenim 1écby
cystické fibrozy je transplantace plic. [18]
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1.3. Burkholderia cepacia komplex

Burkholderia cepacia komplex je skupina geneticky odlisSnych bakterii s podobnym fenotypem,
které byly poprvé popsany roku 1949 Walterem (viz obrazek 4). Burkholderem. V roce 2013
byla ptidana dokomplexu Burkholderia cepacia prozatim posledni bakterie (Burkholderia
pseudomultivorans). [27,28,29]

Tabulka 1: Bakterie komplexu Burkholderia cepacia

Former Year
genomovar identified

Species name designation and/or named Reference(s)
B. cepacia I 1950, 1997 69, 74
B. multivorans II 1997 74

B. cenocepacia 11 1997, 2003 73, 74
B. stabilis 1AY 1997, 2000 74, 75
B. vietnamiensis \Y 1995, 1997 74, 80
B. dolosa VI 2001, 2004 79

B. ambifaria VII 2001 70

B. anthina VIII 2002 71

B. pyrrocinia IX 2002 71

B. ubonensis 2000, 2008 76, 77
B. latens 2008 76

B. diffusa 2008 76

B. arboris 2008 76

B. seminalis 2008 76

B. metallica 2008 76

B. contaminans 2009 72

B. lata 2009 72

B. pseudomultivorans 2013 78

Burkholderia cepacia parazituje na ¢esnekovitych rostlindch a v soucasnosti se o ni hovofi
v souvislosti s nozokomidlnimi nakazami, Cili infekcemi ziskanymi pfi pobytu pacientl
v nemocnici. Rovnéz je Burkholderia cepacia rezistentni vii¢i mnohym desinfekénim
prostiedktim a antibiotikiim. [30,31]

Burkholderia cenocepacia je v ptirodé bézné zastoupeny druh gramnegativni bakterie,
ktera je stejné jako Burkholderia cepacia rezistentni vii¢i mnoha antibiotikiim. S touto bakterii
se muzeme setkat v ptirodnich zdrojich jako je voda, pida a také v plodinach, naptiklad v cibuli
nebo bananech. [32]

Rod bakterii Burkholderia je obzvlasté nebezpecny po pacienty s oslabenou imunitou, zejména
u jedinci s cystickou fibrézou, nebot’ tyto bakterie jsou vysoce rezistentni viici antibiotikim.
[33,27]
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Cepacia syndrom je velmi zavazny stav pacientl s cystickou fibrézou, ktery je charakterizovan
zanétem dychacich cest s vysokymi horeCkami, kdy dochazi k poruchdam funkce plic,
v nékterych ptipadech s fatdlnimi nésledky. [33]

Tyto bakterie rovnéz produkuji lektiny, které umoznuji pfichyceni se na tkan jejich hostitele
amohou se tak podilet na vzniku infekce. Jednim z téchto bakteridlnich lektint je lektin
BclDLec pochazejici z bakterie Burkholderia cenocepacia.
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2. PRAKTICKA CAST

2.1. Pouzité vybaveni a chemikalie

e kvasnice (Uniferm)

e pufr o slozeni 20 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, pH 7,5
e lektin BelDLec

e D-mannosa

e D-galaktosa

e multivalentni inhibitor s terminalni D-mannosou
e pirenosny mikroskop s kamerou (Levenhuk)

e program ToupLite

e pipety se SpiCkami

e vortex

e centrifuga

e mikrozkumavky (Eppendorf)

e analytické vahy

14



2.2. Metodika

2.2.1. Testovani aglutina¢nich schopnosti lektinu BelDLec

Aglutinace je proces, pii kterém se shlukuji ¢astice (v tomto pripad¢ kvasinky). Lektin BclDLec
je specificky vici D-mannose, ktera se nachazi na povrchu kvasinek. Diky tomu muze lektin
BclDLec aglutinovat kvasinky, coz mizeme pozorovat pod mikroskopem a v nékterych
pfipadech 1 pouhym okem.

Pro zjisténi aglutinaénich schopnosti lektinu BclDLec jsem pozorovala velikost a mnozstvi
shlukl kvasinek v ptitomnosti lektinu BclDLec o riiznych koncentracich.

Po navazeni malého mnozstvi kvasnic do mikrozkumavky na analytickych vahéach bylo
na zékladé vypoctu pomoci hmotnostniho zlomku uréeno mnozstvi pufru, jez je tieba
pro vytvoieni 10% roztoku kvasnic. K Gplnému rozmichani kvasnic bylo nezbytné uziti
vortexu.

Nasledné jsem vytvofila mikroskopicky preparat z malého mnozstvi vytvofeného roztoku
kvasnic smichaného s pufrem v poméru 1:1, ktery slouzil jako negativni kontrola.

Dalsim krokem byla tvorba vzorkii. Prvni z nich se vytvofil smichanim malého mnoZstvi vyse
zminéného roztoku kvasnic s lektinem BelDLec o koncentraci 10 mg/ml v poméru 1:1. Tomuto
vzorku byl ponechan ¢as pro aglutinaci v délce 5 minut.

Z casti tohoto vytvoieného vzorku jsem vytvoftila preparat pro pozorovani pod mikroskopem.
Pfi nésledném pozorovani byly s pomoci programu ToupLite pofizeny detailni snimky centralni
¢asti vzorku.

Poté nasledovalo vytvoteni dalSich koncentraci lektinu BclDLec pomoci dvojkové tedici fady
a obdobnym zplisobem byly otestovany aglutinaéni schopnosti lektinu BclDLec
o koncentracich 5 mg/ml; 2,5 mg/ml; 1,25 mg/ml; 0,625 mg/ml; 0,3125 mg/ml; 0,15625 mg/ml;
0,078125 mg/ml.
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2.2.2. Inhibice aglutinace pomoci sacharida

V druhé ¢asti vyzkumu jsem zkoumala, jak dobfe Ize inhibovat lektin BclDLec sacharidy
D-mannosou a D-galaktosou. D-galaktosa je izomer D-mannosy, avSak lektin BcIDLec neni viici
D-galaktose specificky, tudiZ by ho nemél inhibovat na rozdil od D-mannosy.

Nejdiive byl vytvofen roztok smichanim lektinu o koncentraci 5 mg/ml a D-mannosy
o koncentraci 200 mM v poméru 1:1. Pfi smichéni se tyto dvé latky navzajem zfedi a vznikne
roztok, vnémz ma lektin koncentraci 2,5 mg/ml a D-mannosa 100 mM. Poté jsem nechala
vzorek 1 minutu stat, aby bylo mozné zablokovani vazebnych mist lektinu D-mannosou.

Nasledné¢ byl piidan 10% roztok kvasinek o stejném objemu jako ma lektin spole¢né s roztokem
D-mannosy. Poté byl ponechan vzorku Cas v délce 5 minut na piipadnou aglutinaci.

Z casti vySe uveden¢ho vzorku jsem vytvofila mikroskopicky preparat. Pfi nésledném
pozorovani byly s pomoci programu ToupLite pofizeny detailni snimky centralni ¢asti vzorku
a byly porovnany s pozitivni kontrolou, tj. vzorkem obsahujicim 10% roztok kvasnic a lektin
o koncentraci 2,5 mg/ml.

Obdobny postup byl pouzit pro otestovani D-mannosy o koncentracich 50 mM, 25 mM
a 12,5 mM.

Pro ovéteni inhibicnich schopnosti D-galaktosy byla namisto D-mannosy pifidavana
D-galaktosa a byly zjiStény jeji inhibicni schopnosti v koncentracich 100 mM, 50 mM, 25 mM
a 12,5 mM.
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2.2.3. Inhibice aglutinace pomoci multivalentniho inhibitoru s terminalni
D-mannosou (XIb)

V dalsi ¢asti vyzkumu jsem zkoumala, do jaké miry bude mozné inhibice lektinu BclDLec
pomoci multivalentniho inhibitoru s terminalni D-mannosou, jehoZ interni technické oznaceni
je XIb. Tento inhibitor se sklada z jadra, ze kterého ¢ni 10 ramének, jez jsou zakonceny
termindlnimi sacharidy, v tomto pfipadé¢ D-mannosou (viz obrazek 4). Inhibi¢ni potencial
inhibitoru miize byt ovlivnén délkou a mnozstvim ramének, stejné jako charakterem jadra.

terminalni sacharid (p-mannosa)

linker (raménko, spojka)

l«— core (jadro)

Obrazek 4: Zjednodusené schéma inhibitoru XIb

Prvnim experimentem byla inhibice pomoci XIb o koncentraci 12,5 mM. Nejdfive jsem
smichala lektin o koncentraci 5 mg/ml s inhibitorem XIb o koncentraci 25 mM v pom¢éru 1:1
a ponechala 1 minutu odstat, aby bylo mozné zablokovani vazebnych mist lektinu inhibitorem
XIb. Poté¢ jsem ptidala 10% roztok kvasnic o stejném objemu jako meéla smés lektinu
s inhibitorem. Nasledn¢ jsem nechala vzorku ¢as po dobu 5 minut na pfipadnou aglutinaci.

Z casti tohoto vytvofené¢ho vzorku jsem vytvofila mikroskopicky preparat. Pfi nasledném
pozorovani byly programem ToupLite potfizeny detailni snimky centralni ¢asti vzorku a byly
porovnany s pozitivni kontrolou.

Obdobnym postupem byly otestovany vzorky obsahujici inhibitor XIb o koncentracich
6,25 mM, 3,125 mM, 1,5625 mM a 0,78125 mM.
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2.3. Vysledky

2.3.1. Testovani aglutina¢nich schopnosti lektinu BelDLec

Vzorek lektinu o koncentraci 10 mg/ml vytvoftil v pfitomnosti kvasinek pomérné velké shluky,
které byly viditelné na sklicku pouhym okem. Tim, ze vySe uvedena koncentrace byla pomérné
velka, se vytvortilo velké mnozstvi shluk.

Lektin o koncentraci 5 mg/ml vytvofil vétsi shluky nez lektin o koncentraci 10 mg/ml. Z divodu
snizeni koncentrace na polovinu se utvoftily vétsi a Iépe viditelné agregaty. Velikost agregat
zaleZi na poméru mezi kvasinkami a lektinem.

Lektin o koncentraci 2,5 mg/ml vytvatrel mensi, avSak stdle dobfe pozorovatelné agregaty
viditelné 1 pouhym okem, které vytvaieji dlouhé¢ sité.

Lektin o koncentraci 1,25 mg/ml vytvarel podstatné mensi shluky, které¢ nebyly vSak nekdy
zcela zietelné ani pod mikroskopem a pouhym okem jsou témét nepozorovatelné.

Lektin o koncentraci 0,625 mg/ml nevytvarel témét zadné shluky a rozdil od negativni kontroly
byl témét nepatrny.

Lektin o koncentraci 0,3126 mg/ml vytvarel velmi malé shluky a aglutinacni schopnosti jsou
malo zietelné.

Lektin o koncentraci 0,15625 mg/ml vytvafel velmi malé shluky aZz z4dné a byl velmi maly
rozdil mezi aglutina¢ni schopnosti lektinu o této koncentraci a negativni kontrolou.

Lektin o koncentraci 0,078125 nevytvarel zadné agregaty a nebylo mozné odlisit tento vzorek
od negativni kontroly.
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Tabulka 2: Prehled aglutinacnich schopnosti lektinu BelDLec

Negativni
kontrola

Koncentrace |
lektinu BclDLec |
10 mg/ml

Koncentrace
lektinu BclDLec
5 mg/ml

Koncentrace |[*
lektinu BclDLec |g
2,5 mg/ml

Koncentrace
lektinu BclDLec
1,25 mg/ml

Koncentrace
lektinu BclDLec
0,625 mg/ml

Koncentrace
lektinu BclDLec
0,3125 mg/ml

Koncentrace
lektinu BclDLec
0,625 mg/ml

Koncentrace |
lektinu BclDLec
0,3125 mg/ml

Na zakladé zhodnoceni aglutinacnich schopnosti lektinu (viz Tabulka 1) o rozdilnych
koncentracich jsem se rozhodla provadét nasledujici experimenty s lektinem o koncentraci
2,5 mg/ml, protoze jeho aglutinacni schopnosti jsou dobfe zietelné a v porovnani s lektinem
o koncentraci 5 mg/ml nema tak vysokou koncentraci, tudiz je mozné ho vytvofit vice zfedénim
lektinu o koncentraci 10 mg/ml.
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2.3.2. Inhibice aglutinace pomoci sacharidi

Pti porovnani inhibi¢nich ucinkl s negativni kontrolou (viz Tabulka 2) je vidét zna¢ny vliv
D-mannosy, avsak 1 pfi vysoké koncentraci (100 mM) neni schopna 100% inhibice.

D-mannosa o koncentraci 50 mM neinhibuje lektin BclDLec stejné efektivné

jako pfi koncentraci 100 mM, piesto byl vysledek srovnatelny, pficemz mél stdle znatelny
efekt.

Pfi inhibici D-mannosou o koncentraci 25 mM vznikd nerovnomérnd agregace,
tudiz v nekterych mistech nebyl zietelny rozdil mezi inhibi¢nimi G¢inky D-mannosy
o koncentracich 50 a 25 mM.

Mezi D-mannosou o koncentracich 25 a 12,5 mM dochazelo ke zlomu inhibi¢nich vlastnosti.
Pti koncentraci 12,5 mM vznikaly velké shluky kvasinek, které byly vétsi nez shluky kvasinek
vytvoiené samotnym lektinem.

Tabulka 3: Srovnani inhibi¢nich u€¢ink D-mannosy na lektin BclDLec

Negativni
kontrola

Pozitivni
kontrola

D-mannosa o
koncentraci
100 mM

D-mannosao

koncentraci
50 mM

D-mannosa o0
koncentraci

25 mM

D-mannosa o
koncentraci

12,5 mM
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Na zaklad¢ provedenych experimenttll 1ze povazovat D-mannosu za slaby inhibitor. Pro znatelny
inhibi¢ni efekt je proto tfeba vyssich koncentraci.

Tabulka 4: Srovnani inhibi¢nich u¢inkl p-galaktosy

Negativni
kontrola

Pozitivni
kontrola

D-galaktosa o
koncentraci
100 mM

D-galaktosa o
koncentraci
50 mM

D-galaktosa o
koncentraci

25 mM

D-galaktosa o
koncentraci

12,5 mM

D-galaktosa je izomer D-mannosy, viu¢i kterému neni lektin BelDLec specificky, a proto byla
D-galaktosa vhodna pro otestovani, zda lektin BclDLec neni poskozovan piitomnosti sacharidi,
coz by mohlo byt pti¢inou kruhovych shlukii vytvorenych D-mannosou o koncentraci 12,5 mM.

Experimentem byla potvrzena teorie, ze D-galaktosa neinhibovala lektin BclDLec
ani ve vysokych koncentracich (viz tabulka 3), jak bylo pfedpokladano, nebot’ neni lektin
BclDLec specificky vuci D-galaktose.

Jelikoz se kruhové agregaty nevyskytovaly v zadném dalSim ptipadé nez pifi inhibici

D-mannosou o koncentraci 12,5 mM, da se predpokladat, ze je to vlastnost dana prave
D-mannosou.
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2.3.3. Inhibice aglutinace pomoci multivalentniho inhibitoru s terminalni
D-mannosou (XIb)

Multivalentni inhibitor s termindlni D-mannosou je v nejvyssich otestovanych koncentracich

schopen totalni inhibice srovnatelné s negativni kontrolou (viz tabulka 4).

Tabulka 5: Srovnani inhibi¢nich u¢inka inhibitoru s terminalni D-mannosou
na aglutinaci lektinem BelDLec

Negativni
kontrola

XIb o koncentraci
12,5 mM

XIb o koncentraci
6,25 mM

XIb o koncentraci
3,125 mM

XIb o koncentraci
1,5625 mM

XIb o koncentraci
0,78125 mM

Inhibitor XIb o koncentraci 12,5 mM byl schopen absolutni inhibice, tudiz byl vysledek
neodliSitelny od negativni kontroly. Dokonce bylo na vysledku mozné vidét mensi shluky
nez pii negativni kontrole.

Pti inhibici XIb o koncentraci 6,25 mM byl opét pozorovatelny velmi dobry inhibi¢ni efekt.
Na obrazku byly patrné malé shluky nepozorovatelné pouhym okem, které jsou stale
neodlisitelné od negativni kontroly a rozdil oproti inhibici pomoci XIb o koncentraci 12,5 mM
byl velmi maly.
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Pfi inhibici pomoci XIb o koncentraci 3,15 mM byla patrnd mirna aglutinace, ktera byla
srovnatelna s inhibici pomoci D-mannosy o koncentraci 100 mM (viz tabulka 5). Koncentrace
3,125 mM inhibitoru XIb je posledni koncentraci, pii které byla patrna vyrazna inhibice.

Tabulka 6: Srovnani inhibi¢nich u€¢ink D-mannosy o koncentraci 100 mM a XIb o koncentraci 3,125 mM

XIb o
koncentraci
3,125 mM

D-mannosa o
koncentraci
100 mM

U inhibitoru XIb nastava zlom inhibi¢nich vlastnosti mezi koncentracemi 3,125 mM
a 1,5625 mM, nebot’ pii koncentraci inhibitoru XIb 1,5625 mM jsou viditelné vétsi agregaty
viditelné pouhym okem. Agregaty vSak jesté nejsou srovnatelné s pozitivni kontrolou.

Pti koncentraci 0,78125 mM byly jiz vytvofeny velké shluky, které jsou neodliSitelné
od negativni kontroly.
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2.3.4. Zmény proteinu v ¢ase

Jelikoz jsem pracovala se stejnym lektinem po delsi dobu, bylo nutné otestovat jeho zmény
v zavislosti na Case.

Tabulka 7: Zména vlastnosti lektinu BclDLec v zavislosti na ¢ase

Negativni kontrola

Lektin 2,5 mg/ml 4.10.2019 By :

Lektin 2,5 mg/ml 10.10.2019

Lektin 2,5 mg/ml 30.1.2020

Na zaklad¢ vysledkl experimentu (viz tabulka 6) lze konstatovat, ze se schopnosti lektinu
aglutinovat v zavislosti na ¢ase vyrazné¢ nezmenily.
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3. ZAVER

Cilem této prace bylo otestovat moznosti inhibice lektinu BelDLec, ktery je soucasti bakterie
Burkholderia cenocepacia. Bakterie Burkholderia cenocepacia se podili na vzniku oportunnich
infekci, které postihuji pacienty s cystickou fibrézou a Casto jsou u téchto pacientd pticinou
smrti.

V této praci jsou popsany inhibi¢ni experimenty pomoci tii rozdilnych inhibitorti — D-mannosy,
D-galaktosy a multivalentniho inhibitoru s terminalni D-mannosou s internim technickym
oznacenim XIb.

D-galaktosa neméla Zadné inhibi¢ni schopnosti, jak bylo predpokladano.

D-mannosa méla pomérné slabé inhibi¢ni uéinky, nebot’ nebyla schopna absolutni inhibice
ani pti vysoké koncentraci (100 mM).

Multivalentni inhibitor s terminalni D-mannosou (XIb) lze povazovat za pomérn¢ silny
inhibitor. Pi koncentraci 3,125 mM ma podobné schopnosti jako D-mannosa o koncentraci
100 mM. Tudiz je asi 32 x ucinngjsi a tato vysoka ucinnost neni zptisobena pouze tim,
ze v jedné molekule XIb je na kazdém z 10 ramének navdzana D-mannosa. Navic je tento
inhibitor na rozdil od D-mannosy nemetabolizovatelny.

Do budoucna by bylo vhodné otestovat vyssi koncentraci D-mannosy a zjistit, pii jaké
koncentraci je D-mannosa schopna 100% inhibice.

Rovnéz by bylo vhodné otestovat dal§i multivalentni inhibitory s termindlni D-mannosou
a s rozdilnym poctem nebo riznou délkou ramének. Ptitom rovnéZ ur€it jejich inhibi¢ni vliv
maji vyrazné aglutinacni schopnosti a najit inhibitor, ktery by byl u¢inny 1 ve velmi malé
koncentraci. Tento inhibitor by nésledné¢ mohl byt vyuzit k terapii u pacient s cystickou
fibrozou.
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5. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CF cysticka fibroza

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
lektin BlcDLec lektin z bakterie Burkholderia cenocepacia

mM jednotka molarni koncentrace; milimolarni (mmol/dm?)
NSA nesteroidni antiflogistika

RTG rentgen
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