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Abstrakt

vvvvvv

zavisi celosvétové vynosy zemédélsky a ekonomicky dilezitych plodin. Ackoliv se
problému vceli imunity a celosvétového trendu snizovani pocti opylovateli nevénuje
dostate¢na medialni pozornost, védecky zajem o tuto problematiku stale roste. Mimo
studium samotné véeli imunity se lze také zaméfit pfimo na studium patogenti a parazitl
vcel. Tato prace je zamétfena na bakteridlnich onemocnéni mor véeliho plodu, jehoz
ptimym ptivodcem je bakterie Paenibacillus larvae.

V teoretické Casti prace byly specifikovany jednotlivé skupiny proteinti a peptidi
s antimikrobidlnimi a toxickymi vlastnostmi a dale byly také rozebrany mechanismy,
JimiZ tyto proteiny a peptidy narusuji integritu fyzické obrany a imunity napadenych
organismu s konkrétnim zamétfenim na v€elu medonosnou. V ramci sou€asného stavu
feSené problematiky byly popsany konkrétni doposud identifikované proteiny a peptidy,
které bakterie P. larvae sekretuje do prostiedi lumen stieva vceli larvy, ptipadné do
ristového média, s ohledem na dva nejrozsifenéjsi genotypy této bakterie.

V praktické casti byly optimalizovany parametry kultivace obou zkoumanych
genotypu bakterie P. larvae s ohledem na sekreci proteini a peptidi do rastovych médii.
Bylo zjisténo, ze pro optimalni rist obou genotypu P. larvae je nezbytné pied kultivaci
upravit pH MYPGP média pomoci KOH na hodnotu 7,3. Dale byla pro srazeni proteint
Z ristového média ovéfena a vybrana technika sraZeni Ccistym vymraZzenym
methanolem. Proteiny izolované z ristovych médii byly elektroforeticky separovany,
pfi¢emz byla stanovena jejich pfiblizna molekulova hmotnost a jako nejlepsi technikou
barveni bylo na 12% polyakrylamidovém vybrano barveni koloidnim CBB G-250.

Porovnanim relativni mobility standardl a vzorkii na gelech byly u obou genotypti

bakterie P. larvae ERIC | a ERIC Il identifikovany proteinové pasy o molekulovych



hmotnostech 74, 56 a 42 kDa jejichz intenzita se v prub¢hu kultivace zvySovala. Déle
byl pozorovan Spole¢ny proteinovy pas pro oba genotypy v oblasti 49 kDa. U genotypu

ERIC I byl detekovan proteinovy pas s pfibliznou molekulovou hmotnosti 110 kDa.
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Cile prace

Zpracovani literarni reSerSe o bakterialnich ndkazach vcel, zejména moru a
hnilobé vc¢eliho plodu (AFB a EFB) a prabéhu téchto onemocnéni.

Vypracovani souhrnu poznatkii o jiz izolovanych sekre¢nich proteinech a
peptidech jednotlivych genotyput bakterie Paenibacillus larvae.

Sepsani literarni reSerSe o metodéach izolace, purifikace a identifikace proteinti a
peptida produkovanych mikroorganismy extracelularné do rastovych médii.
Optimalizace kultivacnich podminek bakterie P. larvae pro produkci
extracelularnich proteint a peptidii do kultiva¢nich médii.

Optimalizace srazecich metod pro izolaci a purifikaci peptidi a proteind z
bakterialnich ristovych médii.

Zavedeni metod separace extracelularnich proteint a peptidi bakterie P. larvae

pomoci elektromigra¢nich metod s naslednou vizualizaci proteinovych pasu.



1 Uvod

Pretrvavajici tendence poklesu poc¢tu opylovatell ve svété a zejména v Evropé a Severni
je ztrata ptirozeného prostiedi, zména klimatu, a predevsim také plisobeni patogentl,
pricemz vSechny zminéné vlivy mezi sebou vykazuji interakce (antagonistické ¢i aditivni)
(Potts et al., 2010). Dulezitost opylovatelti at’ uz z hlediska zemé&d¢€lstvi, ekonomiky a
potazmo také rozvoje lidského spoleenstvi je nezpochybnitelna. VEela medonosna (Apis
zajmu s ohledem na vyzkum zabyvajici se jejimi patogeny a imunitou.

Studium v¢elich patogenii a pochopeni mechanismu patogeneze je klicem k feSeni
jednoho z problémui, jez zpisobuje zvySujici se tmrtnost véel. Za nékolik poslednich
desetileti je monitorovana zvySujici se incidence bakteridlnich onemocnéni, a to
piedevsim moru véeliho plodu a hniloby v¢eliho plodu (Belloy et al., 2007; Budge et al.,
2014; Erban et al.,, 2017). Tato bakterialni onemocnéni postihuji vceli larvy a
mechanismus patogeneze probihd na molekuldrni Grovni interakcemi proteinti, které

bakterie sekretuji do lumen stieva vceli larvy (Genersch, 2010; Ebeling et al., 2016).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Bakterialni onemocnéni vcel

Jiz pfed vice nez stoletim White (1906) provedl komplexni studii casti vcel
(Apis mellifera), ula a téméf vsech véelich produkti se zaméfenim na mikrobialni analyzu
za Ucelem identifikace potencidlnich patogeni. Nejvétsi diraz v této praci klade na
onemocnéni moru v¢eliho plodu a hniloby véeliho plodu. Do dnesni doby tak vlivem
veédeckého zajmu o tuto problematiku doslo ke zdokonaleni kultiva¢nich a identifikacnich
metod, véetné objasnéni taxonomické specifikace mikrobidlnich ptivodcti zminénych

onemocnéni.

2.1.1 Mor v¢eliho plodu

Pfimym puvodcem moru vc¢eliho plodu (anglicky American foulbrood, dale AFB) je
gram-pozitivni, sporulujici, pohybliva bakterie Paenibacillus larvae (Genersch et al.,
2006). Z taxonomického hlediska bylo zafazeni P. larvae postupné, pticemz byla
patogenita puvodné pii¢itana bakterii Bacillus larvae (White, 1906). Az uplné objasnéni
ptinesla Genersch (2006), jejiz prace prokazala mirné rozdily kmend P. larvae a
sjednotila poddruhy P. larvae subsp. larvae a P. larvae subsp. pulvifaciens v jeden.
Pravé ona sporulace bakterie P. larvae je kritickym faktorem AFB co se Sifeni a
persistence onemocnéni tyce. Tyto spory jsou schopné odolat velmi nepiiznivym
podminkam riznych fyzikaln€ — chemickych vlivli a dale vlivem zmény prostiedi béhem
ro¢nich obdobi pronikaji do poréznich materiald Gld a vcelafskych potieb, coz opét
sniZuje schopnost se této nemoci zbavit. Spory jsou schopny piezit ve véelich produktech
(med, vosk, uhynula larva) a v prostfedi 3—10 let a dokonce az 30 let v degradované
zaschlé larvalni hmoté (pfiskvar), kterd mize obsahovat aZ miliardu spor na pfiSkvar

Z jedné larvy (Hasemann, 1961).

2.1.1.1 Klinické priznaky moru vc¢eliho plodu

Klinické pfiznaky zpisobené onemocnénim morem vceliho plodu jsou variabilni
z hlediska genotypu a také podle jednotlivych kment P. larvae. Existuji ovSem urcité
spole¢né znaky, podle kterych lze propuknuti nemoci identifikovat. Larvy mohou
uhynout jesté pred zavickovanim bunky, nebo az po jejim zavickovani, coz se projevi
propadnutim, zménou tvaru a zbarveni vicka (Obr. 1). Uvnitt takto defektnich bunék se
nachazi rozkladajici se larvalni hmota charakteristického zapachu, kterd se po perforaci
vicka dfevénou tyCinkou tdhne az nckolik centimetr a postupné vysycha az na
Supinkovity ptiskvar (Hansen a Brodsgaard, 1999).

2



Obr. 1 Vzhled v¢elich bunék vykazujicich klinické pfiznaky onemocnéni morem véeliho plodu:
zietelna mezerovitost, propadla vicka a pritomnost priskvaru (uprostied). (Pouzito se
svolenim autora: Mgr. Jifi Danihlik, Ph.D.)

2.1.1.2 Izolace a kultivace P. larvae

Kvalitativni dikaz o pfitomnosti P. larvae ve vzorcich medu, vosku, méli, ¢i uhynulych
larev lze provést n€kolika zplsoby. Nejprve je nutné ze vzorku ziskat ¢istou kulturu
P. larvae, coz je provedeno tepelnou upravou biologickych vzorku pii teploté 95 °C po
dobu 3-5 minut, ¢imz zaruéime, Ze ve vzorku budou pfitomny piedevsim zivotaschopné
spory P. larvae a ostatni mikroorganismy s potencialné interferujicim vlivem pii
identifikaci budou eliminovany. Takto oSetfené vzorky jsou sterilni bakteriologickou
klickou pfeneseny na zivné médium a kultivovany po dobu nejméné 2 dnt, nebo do
narustu viditelnych kolonii (de Graaf et al., 2013).

Vhodné zivné médium pro kultivaci bakterie P. larvae musi obsahovat dostatek vsech
zivin, které mohou byt dulezité pro rist této bakterie, a proto bylo prvni t¢inné médium
ptipraveno z bujonu véelich larev (White, 1906). Vzhledem ke zna¢né variabilité slozeni
a celkové casové naroc¢nosti vyroby takového média byla testovana dals$i média, ktera by
mohla bujon z larev nahradit. Dingman a Stahly (1983) vyvinuli médium, skladajici se
z Mueller-Hintonova bujonu, kvasni¢ného extraktu, pyruvatu sodného, KoHPOs a
glukosy, nesouci souhrnny ndzev MYPGP médium. Toto médium obsahuje vSechny
nezbytné ziviny a zajist'uje sporulaci P. larvae, i kdyz se spekuluje, ze ne v§echny kmeny

na tomto médiu sporuluji (Gende et al., 2008; Dingman a Stahly, 1983). Mezi dalsi



kultiva¢ni média, bézné uzivana ke studiu P. larvae, patii dale Brain-Heart infusion agar
(BHI), Columbia blood agar (CSA) a také J agar (de Graaf et al., 2013).

2.1.1.3 Identifikace P. larvae

Po uspésné kultivaci Ize provést katalasovy test, ktery se V pozitivnim piipadé projevi
vyvojem bublinek kysliku, pokud pfeneseme vzorek bakterialni kultury z pevného média
a bakteriologickou kli¢kou jej vlozime do kapky pftiblizn€ 5% (v/v) H202, coz svédci o
ptitomnosti enzymu katalasy (EC 1.11.1.6). Katalasovy test je pozitivni po rody
Staphylococcus, Enterobacteriaceae, Corynebacterium, Neisseria, Moraxella a negativni
pro rody Streptococcus, Arcanobacterium a ptredev§im také Paenibacillus. Vysledek
katalasového testu je Cisté orientani a slouzi spiSe k rychlé identifikaci potencialni
kontaminace jinym mikroorganismem (de Graaf et al., 2006).

Spolehlivou metodou pro definitivni uréeni piitomnosti P. larvae je polymerazova
fetézova reakce (PCR), pomoci niz amplifikujeme sekvence v genomu, které jsou pro tuto
bakterii specifické, a nejen ze identifikujeme bakterii P. larvae, ale mizeme také odlisit
jeji jednotlivé genotypy. Dobbelaere (2001) vyvinul velmi robustni techniku PCR
identifikace P. larvae, ktera funguje na principu amplifikace specifické oblasti genu pro
16S rRNA pomoci oligonukleotidovych primert blize specifikovanych v Tab. 1.
Versalovic (1994) popsal vyskyt nékterych rozptylenych repetitivnich sekvenci
V genomu prokaryotnich organismu a navrhnul sekvence oligonukleotidi, podle kterych
by se daly prokaryotni organismy genotypizovat. Z hlediska genotypizace pomoci
repetitivnich sekvenci ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus), blize
popsanych v Tab. 2, momentalné rozlisujeme P. larvae na ¢tyti genotypy ERIC -1V,
pti¢emz puvodnimu poddruhu P. larvae subsp. larvae odpovida ERIC I a II a poddruhu
P. larvae subsp. pulvifaciens odpovida ERIC III a IV. Tyto jednotlivé genotypy se
navzajem odliSuji morfologii kolonii, rozsifenim, dobou a zplsobem virulence

(Heyndrickx et al., 1996).

Tab. 1 Sekvence oligonukleotidi vyuZivanych k identifikaci P. larvae (pievzato z de Graaf et al.,
2006)

Nazev Sekvence Velikost vysledného

amplikonu (bp)

AFB-FW S-CTTGTGTTTCTTTCGGGAGACGCCA-3'
AFB-RW 5-TCTTAGAGTGCCCACCTCTGCG-3'

1106




Tab. 2 Sekvence oligonukleotidii vyuzivanych k rozliseni jednotlivych genotypti ERIC bakterie
P. larvae (ptevzato z de Graaf et al., 2006)

Nazev Sekvence Velikost vysledného

amplikonu (bp)

ERICIR 5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’

vice amplikond
ERIC2 5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’

2.1.1.4 Prubéh onemocnéni
Mor v¢eliho plodu, jak jiz z ndzvu vypovida, napada vceli larvy a dospé€lci maji v tomto
procesu nakazy Cisté roli pfenaseCe a klinické pfiznaky se u nich neprojevuji.
Nejkriti¢téjsi je z hlediska nakazy obdobi raného larvalniho stadia, tedy 12—-36 hodin od
vylihnuti, kdy byl vin vitro experimentu pocet spor nutnych K Gspé$nému zapoceti
infekce stanoven na ptiblizné deset bunéénych spor bakterie P. larvae (Brodsgaard et al.,
1998). Poté co je vceli larva vystavena sporam P. larvae, at’ uz jejich pozitim v potrave,
nebo po zavickovani do jiz pfedem kontaminované buiiky, dochazi ve stievé k vykli¢eni
bakterie do vegetativniho stavu, ktery doprovazi velmi intenzivni mnozeni bunék
(Obr. 2). Po mohutné proliferaci dochazi k pruniku skrz peritrofickou membranu a
epitelovou tkan stieva, pfi¢emz se patogenni bakterie dostanou do hemolymfy (Yue et
al., 2008). Naslednou degradaci larvy uvniti v¢eli buriky dochazi ke vzniku tahlé tmavé
hmoty, po jejimz zaschnuti vznika Supinovitd struktura — ptiSkvar, obsahujici velké
mnozstvi spor (Gregorc a Bowen, 1998).

Doba mezi pozitim spor larvou po jeji tthyn se vyrazné lisi v zavislosti na genotypu
P. larvae. Genotypy ERIC II-IV se vyznacuji velmi rychlym prib&éhem onemocnéni,
které trva piiblizné sedm dni, konkrétné byl stanoven letalni ¢as béhem kterého uhynulo
100 % jedincl kontrolni skupiny larvicek (anglicky lethal time — LT a vtomto
experimentu pro genotypy ERIC 1I-1V byl stanoven na LTi00 = 7 dni) od nakazy po
uhynuti larev, ale inkubacni doba genotypu ERIC I je o poznani delsi, jelikoz infikované
larvy jsou usmrceny az po piiblizné dvanacti dnech (LT100 = 12 dni) (Genersch et al.,
2005).
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Obr. 2 Modelové schéma prubéhu infekce moru véeliho plodu. (pievzato a upraveno dle
Djukic 2014)

2.1.2 Hniloba vceliho plodu
Hniloba v¢eliho plodu (anglicky European foulbrood, dale EFB) a mor v¢eliho plodu byly
pivodné povazovany za totozné onemocnéni zpisobené bakterii Bacillus alvei (Chesire
a Cheyne, 1885). Odliseni téchto chorob od sebe dokazal az White (1912), ktery
piedpokladal, ze piivodcem hniloby vceliho plodu je bakterie Bacillus plutonius jejiz
izolace ale nedosahnul. Bailey (1983) specifikoval jako pfimého ptivodce hniloby v¢eliho
plodu bakterii Melissococcus plutonius a vyvratil tak domnénky o bakterii Bacillus alvei,
které byla tato role pivodné ptisuzovana. Nasledné doslo k reklasifikaci této bakterie na
nyn&jsi nazev Paenibacillus alvei, ale faktem zUstava, Zze je tato bakterie také Casto
pritomna v larvach s onemocnénim hniloby vceliho plodu jako druhotny patogen.
M. plutonius je gram-pozitivni, vicejednotkové koky formujici, mikroareofilni az
anaerobni bakterie, ktera ke svému ristu vyzaduje oxid uhli¢ity (Chesire a Cheyne, 1885).
Hniloba v¢eliho plodu se nejcastéji projevuje u nezavickovanych, 4-5 dni starych
larev. Onemocnéni doprovazi morfologické zmény, které 1ze na larvé pozorovat jako
naptiklad pohyb a zména pozice larvy v buiice. Déle také pozorujeme zménu barvy (Viz
Obr. 3) z bil¢ pies zluté az zlutohnédé, a nakonec také tmavosedé zbarveni (Bailey, 1983).
Poté co larva pozije potravu kontaminovanou bakterii M. plutonius, dochazi
K mohutnému zmnozeni a ke kolonizaci stfedniho stfeva, béhem kterého se bakterie zivi

larvalni potravou.



Obr. 3 Klinické ptiznaky hniloby véeliho plodu. Typicky pozorovatelné nestandardni pozice
larev v bufice a zména jejich barvy. (pfevzato z Forsgren 2009)

Puvodni Givahy o ¢isté kompetiénim charakteru choroby (Tarr, 1936), kdy bakterie
soupeii s larvou o zisk zivin dokud larva nevyhladovi, byly vyvraceny experimentem
zabezpecujicim larveé dostatek potravy 1 béhem infekce, pfi niz nedoslo k vyrazné snizené
mortalité (oproti infikovanym nutri¢né nezabezpecenym larvam) (McKee et al., 2004).
Mechanismus patogeneze je tedy komplexné&jsi, ale doposud bliZze nespecifikovany,
pficemz se uvazuje o nékolika faktorech, které se na usmrceni larvy podileji jako:
naruseni peritrofické membrany a znemoznéni ptijmu zivin (McKee et al., 2004) ¢i blize
nespecifikované interakce M. plutonius s dal$imi intestindlnimi mikroorganismy
(Gilliam, 1997).

Existuje n€kolik mikroorganismi, které souviseji s bakterii M. plutonius at’ uz ve
smyslu jejich izolace béhem onemocnéni hnilobou vceliho plodu, nebo kvili jejich
predeslé zaméné za piivodce tohoto onemocnéni. Jednim z téchto mikroorganismu je
saprofyticka, sporulujici, acrobni bakterie Paenibacillus alvei, ktera neni schopna piezit
v larvalnim lumen stiev, ale lze ji identifikovat v ¢astech infikované vceli larvy (Bailey,
1963). Dalsi bakterie, které 1ze izolovat z larev infikovanych hnilobou vceliho plodu jsou:
Achromobacter euridice, Enterococcus faecalis a také Brevibacillus laterosporus.

Vceli dospélci z vice nez tietiny vcelstev, nevykazujicich klinické ptiznaky hniloby

vceliho plodu, pochézejicich ze zdravych vcelnic mohou byt prenaseci bakterie



M. plutonius a v ptitomnosti klinickych ptiznaki ve vcelnici tato pravdépodobnost roste
(Belloy et al., 2007). Vypuknuti onemocnéni mize souviset se stresovymi podminkami
(vyzivovymi a vlhkostnimi), pocCasim ¢i genetickymi faktory (Bailey, 1983). Témito
predeslymi skuteCnostmi se V poslednich letech zabyvaji védci mimo jiné z divodu
prudce rostouci incidence propuknuti tohoto onemocnéni ve Svycarsku (Belloy et al.,
2007), Anglii (Budge et al., 2010) a po vice nez 40 letech také v Cesku (Erban et al.,
2017).

2.2 Obranné mechanismy vcel proti bakteridlnim infekcim

Komplexni systém zodpoveédny za neustalé odolavani potencidlnim patogeniim by se dal
shrnout do tii arovni. Zaprvé se jedna o fyzikalni bariéry, které zahrnuji peritrofickou
membranu, tracheje, sténu stiev a kutikulu, které slouzi primarné jako zed’ zabranujici
vstupu mikroorganismii do tkdni a vnitinich struktur organismu. Dal$im obrannym
instrumentem je bunéfnd imunita, kterou zprostfedkovévaji koordinované odpovédi
nékolika skupin hemocytii, pomoci receptorii na jejich povrchu. Posledni obranu uzce
spjatou s buné¢nou imunitou je piitomnost antimikrobialnich peptidt a proteind v tkanich
a hemolymf¢ vcel, syntetizovanych v tukovém télese, hemocytech a slinnych zlazéch,

celkové nazyvanych jako humoralni imunita (Gillespie et al., 1997).

2.2.1 Socidlni imunita

Na vcelu nelze pohlizet jako na jednotlivce, nybrz jako na soucast vcelstva, které tvori
superorganismus, skladajici se z tisicli jedincli, vzajemné kooperujicich na spole¢ném
byti, se spolenym cilem zachovani integrity, imunity a pteziti velstva. Vcely provadéji
fadu opatieni, ktera zamezuji vstupu patogenu do vcelstva, ¢i jeho Sifeni v ném. Mezi tato
opateni patii dé€lba prace (snizeni poétu jedinct v pfimém kontaktu s patogenem),
selekce jedincti pii vstupu do Ulu (znemoznéni vstupu infikovanym jedinclim) a
pfedevsim také hygienické chovani vcel (zahrnujici sbér antimikrobialnich latek, pouziti
vlastnich sekre¢nich latek, uklid 0lu, bunék a uhynulych tél) spolecné s procesem

samoci$téni neboli grooming (Cremer et al., 2007).

2.2.1.1 Hygienické chovani vcel

Dulezitym obrannym faktorem je hygienické chovani vcelstev jako celku. Nejmladsi
véeli délnice se zamétuji na Cisténi bunék pléstu, aby zde matka mohla opét naklast
vajicka. Detekce infikovanych ¢i uhynulych larev v jednotlivych buiikach, jejich nasledné
odvi¢kovani a uklid, je ¢innost vyznamné snizujici pfenos patogenu mezi jednotlivci

véelstva (Rothenbuhler, 1964). Vcely vykazuji hygienické chovani po dosazeni stiedniho
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véku (15-17 dni), ale k tomuto chovani dochazi pfiblizné pouze u pétiny vcel v kolonii,
pfiCemz ti jednici, u kterych se hygienické chovani projevi stravi piiblizné 42 % casu
odvi¢kovavanim a uklidem bun¢k (Arathi et al., 2000).

Vliv tklidu bunék infikovanych morem véeliho plodu na Sifeni a pribéh nemoci zavisi
na fazi nakazeni. Cisténi bunék od piiskvaru (koneény stav nakazy s velkym poétem spor)
ma ucinek vysoce kontaminac¢ni, ale na druhou stranu tklid pfed dosazenim sporulace
mikroba sniZzuje $ifeni a zabranuje pribéhu nemoci. Z tohoto divodu je dulezité zminit,
ze ¢im diive dospéje onemocnéni do stadia piiskvaru, potazmo ¢im diive zabije patogen
vceli larvu, tim diive také dojde k jejimu rozpoznani vceli d€lnici, kterd nasledné provadi
uklid bunky, a proto je uspe€Snost rozpoznani infikovanych larev vét§i u onemocnéni
zpiisobeném genotypem ERIC II a méné Uspé$né u genotypu ERIC I, ktery je tedy

vyrazné virulentnéjsi (Rauch et al., 2009).

2.2.2 Peritrofickd membrana

mikroorganismiim proniknout pifimo skrze bunky stfevniho epitelu do utrob vceliho
organismu, je peritrofickd membrana (dale PM). Tato prvni ochranna linie je jakousi
funk¢ni obdobou hlenu, ktery vylucuji na povrch stievnich epitelialnich bun¢k obratlovci
za stejnym ucelem jako je tomu u PM bezobratlych (Brandt et al., 1978).

RozliSujeme dva typy PM, kdy prvni typ PMI vznika ve specializovanych buiikach
sttevniho epitelu po celé plose stiedniho stieva a je specifickd pro tady: blanokiidli
(Hymenoptera), brouci (Coleoptera) ¢i jepice (Ephemeroptera). PM druhého typu
(PMII), kterda vykazuje véEtSi organizaci se skladd z vice vrstev a je syntetizovdna
specializovanou tkani (Ceslo) na rozhrani medného vacku a stfeva, pricemz mezi fady
stimto typem PM fadime: larvy dvouktidlych (Diptera), ¢i snovatky (Embiodea)
(Hegedus et al., 2009).

Chemické slozeni peritrofické membrany je variabilni (obsah specifickych proteint a
glykoproteint), ale nachdzime zde podobnosti jako pfitomnost chitinovych fibril,
nerozpustnych strukturnich jednotek N-acetylglukosaminu propojenych
B-(1,4) glykosidickymi vazbami, které tvofi zakladni funkéni strukturu PM. Dalsi
dilezitou strukturni a funk¢ni slozkou jsou s PM asociované proteiny, které se déli do
Ctyf tiid na zaklade¢ jejich mozné separace od PM a to: zcela rozpustné v pufrech (1),
extrahovatelné slabymi detergenty (II), anebo silnymi denatura¢nimi cinidly (III) a

nakonec proteiny zcela neoddélitelné od PM (IV). Nehledé na typ PM je pro jeji funkci



dilezita ptitomnost specifickych integralnich proteinti, ndlezicich do tieti tfidy podle
ptedesl¢ho déleni, souhrnn€ nazyvanych jako peritrofiny, které zastavaji v PM dilezitou
strukturni funkci diky jejich schopnosti interagovat s chitinem a dal§imi proteiny PM

(Hegedus et al., 2009; Tellam et al., 1999).

2.2.3 Symbiotické organismy

Dulezitym organem vcely medonosné (Apis mellifera), jak z hlediska piinosu nektaru,
medovice a vody, tak pro vyuziti jako rezervoaru symbiotickych laktobakterii, je medné
volatko. Bakterie mlééného kvaSeni (anglicky Lactic Acid Bacteria, dale LAB) jsou
nedilnou soucasti v¢el a podileji se nejen na fermentacnich procesech pfti tvorbé véelich
produktii, ale maji také ptimou souvislost s imunitou véel. Jedna se piedev§im o rody
Lactobacillus a Bifidobacterium, jejichz pfitomnost byla potvrzena jak v medném
volatku, tak v medu (Vasquez a Olofsson, 2009). Povrch medného volatka je pokryt
biofilmem tvofenym LAB, které produkuji antimikrobidlni latky jako organické kyseliny,
proteiny, enzymy a bakteriociny (Vasquez et al., 2012). Pfitomnost specifickych LAB
v medu ma negativni vliv na rust P. larvae a podani potravy doplnéné smési LAB larvam
pusobi ptimé snizeni poc¢tu infikovanych larev. Pokud je larvé podana potrava s obsahem
5 x 10° spor/ml dopInénd smési LAB, tak se podil uhynulych larev (po 14 dnech) k
pfeziv§im sniZuje o jednu desetinu V porovnani se situaci bez doplnéni potravy o tyto
LAB (Forsgren et al., 2010). Je dilezité zminit, Ze se jednalo o smés LAB izolovanou
zmedného volatka, jelikoZ samostatné kmeny a referencni mikroorganismus
Lactobacillus kunkeei vykazovaly niz§i antimikrobialni aktivitu nez ona smés, coz sveédci

o synergickém efektu téchto mikroorganismu (Forsgren et al., 2010).
2.3 Extracelularné sekretované proteiny a peptidy bakterii se

zaméFenim na bakterii Paenibacillus larvae
Bakterie béhem svého ristu extraceluldrn€ produkuji do svého prostiedi peptidy, proteiny
a ruzné metabolity. Sekrecni systém a samotné sekretované proteiny a peptidy jsou
nezbytné pro bakteridlni rlst, kompetici o prostor a pieziti s cizorodymi organismy,
mezibunécnou komunikaci, detoxifikaci prostfedi a u patogennich bakterii plni kritickou
funkci virulen¢nich faktort. Produkce téchto proteinii a peptidi muze byt zajisténa
ribosomalni biosyntézou, ale také neribosomalni cestou pomoci neribosomalnich

peptidovych synthetas (Finking a Marahiel, 2004).
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2.3.1 Antibiotika
Antibiotika jsou latky pivodné mikrobialniho piivodu, jejichz historie vyuziti se datuje
jiz tisice let pfed naSim letopoctem, kdy byly vyuzivany naptiklad obklady z plisni
k zamezeni $ifeni infekce (Bednar et al., 1996). V §irSim pojeti 1ze chapat antibiotikum
jako jakoukoliv latku sekundarniho metabolismu produkovanou organismem (bakterie,
houba) majici bakteriostaticky (inhibujici rast), ¢i bakteriocidni (usmrceni
mikroorganismu) ucinek na jiny mikroorganismus. Takova definice by mohla byt
rozsifena také o antibiotika rostlinného pivodu jako je naptiklad allicin, coz je latka
obsazena v rostlinach ¢esneku (Allium), ktera ma u¢inky nejen antibakterialni (naptiklad
proti rodam Escherichia, Salmonella, Staphylococcus, Bacillus), antivirotické (proti
lidskému cytomegaloviru), ale také ptsobi antifungalné (Ankri a Mirelman, 1999).
Antibiotika produkovana bakteriemi a houbami vSak vykazuji urcitd specifika, a to
pfedevsim velkou diversitu ve svém slozeni, ve kterém nalezneme neobvyklé
neproteinogenni aminokyseliny, D-aminokyseliny, hydroxyaminokyseliny a také
obvyklé modifikace N-methylaci, ¢i cyklizujicimi reakcemi. To, jak mikroorganismy
syntetizuji tyto latky bylo zcela pochopeno az nedavno (Kleinkauf a Vondohren, 1990) a
doposud je toto téma podrobeno bedlivému vyzkumu, pfi¢emz byly identifikovany a
popsany multienzymové komplexy, majici schopnost syntetizovat rozmanité struktury co
do slozZeni, to do biologické aktivity (Strieker et al., 2010; Finking a Marahiel, 2004).

2.3.1.1 Neribosomalni peptidové synthetasy

Tyto multienzymové komplexy, které délime na neribosomalni peptidové synthetasy
(NRPS), polyketidové synthasy (PKS) a kombinované neribosomalni polyketidové
peptidové synthetasy (NRPS-PKS), jsou schopny syntetizovat mnozstvi sekundarnich
metaboliti ve formé& proteinli a peptidi s antibakteridlnimi, cytotoxickymi a dal$imi
vlastnostmi (Djukic et al., 2014; Strieker et al., 2010). Na rozdil od ribosomalné
syntetizovanych proteint, jejichz sekvence aminokyselin se odviji od templatu mRNA,
jsou NRPS a PKS organizovany do modult, které postupné aktivuji a kondenzuji
specifické aminokyseliny do vznikajiciho fetézce malého peptidu. Kazdy NRPS modul
se sklada nejméné ze tii domén (Obr. 4), a to z adenylaéni A domény (zde dochazi ke
specifickému rozpoznani a aktivaci aminokyseliny za vniku aminoacyladenylétu),
thiola¢ni PCP (n¢kdy T) domény (fixace aktivované aminokyseliny ptes thioesterovou

vazbu), kondenza¢ni C domény (katalyza kondenzaéni reakce vzniku peptidické vazby)
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a posledni esencidlni doménou je thioesterasovd TE doména, zodpovédna za uvolnéni

finalniho produktu z multienzymového komplexu (Strieker et al., 2010).

Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul n

| Iniciace | Elongace | Modifikace | Terminace |

Obr. 4 Obecné schéma neribosomalni syntézy peptidu. (1) Aktivace aminokyseliny jako
aminoacyl-AMP adenyla¢ni doménou A. (2) Pienos aktivované aminokyseliny na
thiola¢ni doménu PCP. (3) Kondenzace aminokyseliny a PCP-vazané aminokyseliny. (4)
Modifikace vznikajiciho peptidu (zde epimerizacni doménou E). (5) Transesterifikace
vznikajiciho peptidového fetézce z terminalni PCP domény na thioesterasovou doménu
TE. (6) Uvolnéni produktu z TE domény hydrolyzou nebo cyklizaci. (pfevzato a upraveno
podle Strieker 2010).

Pokud bychom wuvaZovali nad vyhodami neribosomalni syntézy sekundarnich
metabolitii nabizi se zminit vétsi diversitu substratt (popsany stovky latek) (Marahiel et
al., 1997), ze kterych je mozné finalni latky syntetizovat, zatimco ribozom ma na vybér
pouze z20 proteinogennich aminokyselin (mimo selenocystein, pyrolysin a N-
formylmethionin). Nepopiratelnou vyhodou ribosomdlni syntézy je schopnost korektury
chybné zatfazenych komponent v sekvenci, jelikoz bezchybnost sekvence takového
proteinu ¢i peptidu je sté€Zejni v mechanismech primarniho metabolismu (Finking a

Marahiel, 2004).
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2.3.1.2 Klasifikace a nékteri zastupci antibiotik

Antibiotika je mozné rozd¢€lit na nékolik skupin na zakladé jejich struktury, zplisobu
ucinku, nebo podle mikroorganismli na které jsou zacilena. Podle zdkladniho déleni
vychazejiciho ze struktury antibiotik lze tyto latky rozdélit na: p-laktamy,
aminoglykosidy, tetracykliny, makrolidy, linkosamidy, glykopeptidy, lipopetidy,
chinolony, antimykotika a sulfonamidy (Bednat et al., 1996). Podle mechanismu ucinu
rozliSujeme antibiotika degradujici, ¢i inhibujici syntézu bunécné stény (napiiklad
peniciliny, bacitracin a vancomycin), degradujici ¢i inhibujici syntézu cytoplasmatické
membrany (polymyxiny), inhibujici proteosyntézu (tetracykliny, erythromycin,
spectinomycin) a posledni skupinou jsou antibiotika modifikujici energeticky
metabolismus (sulfonamidy, trimethoprim) (Neu, 1992).

Tetracykliny byly objeveny téméf pted sto lety u zastupcti rodu streptomyces, coz jsou
gram-pozitivni aerobni, tyCinkovité bakterie, které¢ disponuji mohutnym sekundarnim
metabolismem a mimo produkci tetracyklinG jsou zodpovédné za syntézu dalSich
antibiotik jako neomycin, cypemycin, grisemycin, bottromycin a chloramphenikol
(Chopra a Roberts, 2001). Obecny mechanismus ucinku tetracyklini spo¢iva v inhibici
proteosyntézy znemoznénim vazby aminoacyl-tRNA na akceptorové misto na ribosomu.
Skrze vnéj$i membranu gram-negativnich bakterii se tetracykliny transportuji ve formé
komplexu tetracyklin-X?* (obvykle plati, z&¢ X = Mg) pres porinové kanaly OmpF a
OmpC, pfi¢emz po priniku do periplasmy tento komplex disociuje a volné antibiotikum,
vykazujici slabé lipofilni charakter, prochazi vnitfni membranu do cytoplasmy napadené
bakterie (u gram-pozitivnich bakterii nemusi tetracyklin vné&j$i membranou prochazet)
(Chopraet al., 1992).

Vzhledem k velké nadprodukci a naduzivani syntetickych antibiotik vznika u bakterii
a dalSich mikroorganismt indukovana rezistence viici témto latkam, coz prakticky neguje
jejich ucinek proti danému onemocnéni. Mnozi zastupci rodt Streptococcus,
Staphylococcus, Enterobacteriaceae a Pseudomonas jsou proti dfive vyvinutym
antibiotikiim prakticky zcela rezistentni a v n€kterych ptipadech se hovoti az o krizi, ktera
ma nékolik potencialnich feseni (Neu, 1992). Piedevsim tato krize akcelerovala vyzkum
zamé&feny na identifikaci novych potencidlnich antibiotik, které by mohly rezistentni
bakterie pfemoci ,,ze zalohy*. Nedavné studie (Cochrane a Vederas, 2016) sekundarnich
metaboliti bakterii rodt Bacillus a Paenibacillus pfinesly v této oblasti povzbudivé

vysledky. Oba zminéné rody produkuji neribosomalné syntetizovana lipopeptidova
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antibiotika konkrétné charakterizovana jako polymyxiny, octapeptiny, polypeptiny,
ituriny a dal$i. Lipopeptidy jsou linearni nebo cyklické peptidy obsahujici lipofilni
uhlikaty fetdzec lokalizovany na N-konci. U¢inky lipopeptidii jsou variabilni, ale obvykle
zahrnuji naruseni integrity bunécné membrany a déale plisobi na reorganizaci vnitinich

struktur a organel v bunce (Cochrane a Vederas, 2016; Stein, 2005)

2.3.2 Antimikrobialni peptidy

Geneticky kodované, ribosomalné syntetizované peptidy s antimikrobialni aktivitou
nesou souhrnny nazev antimikrobialni peptidy (AmP). I pfes to, Ze se jedna o skupinu
peptidii riznych primarnich struktur, obvykle nesou podobné znaky V naboji (jsou
prevazné kationtového charakteru) a také v amfifilni povaze, coz jim umoziuje
interagovat s negativné nabitym povrchem bakteridlni bunétné stény a také tvofit
vV membrané pory, ¢i ji také jinak narusovat (Boman, 1996).

Antimikrobidlni peptidy jsou produkovany savci (mammalia), ptaky (aves),
obojzivelniky (amphibia), hmyzem (insecta) a rostlinami, kdy je u téchto zminénych
skupin zivocichi produkce AmP obvykle spojena s imunitni odpovédi a spoustécim
stimulem jejich biosyntetickych drah je pfitomnost specifickych molekul na povrchu
cizorodych organismu, které nejsou hostitelskému organismu vlastni (Cammue et al.,
1994; Casteels et al., 1989). Jednou z téchto molekul je peptidoglykan, ktery se nachazi
na povrchu gram-pozitivnich a v periplasmé gram-negativnich bakterii, u kterych jsou
Z hlediska imunitni odpovédi hostitele dilezité¢ lipopolysacharidy nachdzejici se na
povrchu bunék (Hancock a Diamond, 2000). AmP vsak nejsou syntetizovany pouze vyse
zminénymi skupinami Zivocichd, ale také samotnymi bakteriemi (zde hovoifime o
bakteriocinech) za ucelem pteziti a vyuZiti jejich biologickych vlastnosti v kompeti¢nich
strategiich (NissenMeyer a Nes, 1997). Typ, struktura a funkce bakteriocint se vyrazné
1181 mezi zastupci gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii.
2.3.2.1 Bakteriociny gram-negativnich bakterii
Mezi nejprostudovanéjsi bakteriociny gram-negativnich bakterii patii bezesporu koliciny
produkované bakterii Escherichia coli. Dalsi skupinou bakteriocinii jsou mikrociny
produkované bakteriemi z ¢eledi Enterobacteriaceae, odlisujici se od kolicini pfedevs§im

niz8i molekulovou hmotnosti (Papagianni, 2003).

2.3.2.1.1Koliciny

Jedna se o proteiny o molekulové hmotnosti obvykle vétsi nez 20 kDa, které inhibuji rtst

pfibuznych bakteridlnich kmenti. Genové klastry uchovavajici genetickou informaci
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zprostiedkovavajici produkei a regulaci kolicind jsou ulozeny v plazmidech. Zde jsou
také ulozeny geny, kdédujici proteiny zajistujici specifickou imunitu proti produkovanym
kolicinim a dale lytické proteiny s funkci uvolnéni kolicini do vnéjSiho prostiedi
(Cascales et al., 2007). Tento stresové indukovany lyticky protein umoziiuje uvolnéni
kolicinu do extracelularniho prostoru se soucasnym zanikem buiniky produkujici kolicin a
také bunck pfimo sousedicich, rozpoznanych kolicinem (v zavislosti na receptorové
doméné daného kolicinu, vazajici se na povrchovy receptor cizi buriky) (Gordon a

O'Brien, 2006).
2.3.2.1.2 Mikrociny

Mikrociny jsou bakteriociny o molekulové hmotnosti 5-10 kDa, jejichz zvySenou
produkci detekujeme pii zhorSenych vyzivovych podminkach, ¢i pii log fazi ristu na
nutriéné chudych médiich. Vykazuji silnou antimikrobialni aktivitu vi¢i fylogeneticky
ptibuznym bakterialnim druhtim (Duquesne et al., 2007). Na rozdil od kolicini neni
produkce a sekrece mikrocint spojena s bunéénou smrti organismu produkujiciho dany
bakteriocin, coz prinasi bakterii kompeti¢ni vyhodu. Dal§im vyznamnym rozdilem je
posttransal¢ni modifikace mikrocind, ke které u kolicini nedochazi (Nolan et al., 2007).
Mikrociny miiZeme z hlediska mista plisobeni rozdélit do tii skupin, kdy mikrociny
skupiny A inhibuji enzymy metabolickych drah, jiné jsou schopny inhibovat replikaci
DNA (skupina B) a posledni skupinou jsou mikrociny skupiny C, které znemoznuji
napadenym mikroorganismiim plnohodnotné ziskavat energii (NissenMeyer a Nes,
1997).

Jako ptiklad 1ze uvést mikrocin B17, coZ je posttranslacn€ modifikovany peptid bohaty
na glycin spadajici do mikrocini skupiny B. Mechanismus t¢inku tohoto mikrocinu
spociva v inhibici enzymu DNA gyrasy (EC 5.99.1.3), coz je specificka topoisomerasa
typu Il, umoznujici dvouvldknové DNA béhem replikace docilit spravné prostorové
orientace diky negativnimu nadSroubovicovému vinuti po jejim rozvolnéni enzymem
helikasou (EC 3.6.4.12). Zamezenim regulace nadSoubovicového vinuti béhem replikace
dochézi k nestandardni konformaci a interakcim mezi jednotlivymi vlakny DNA, coZ ma
za nasledek aktivaci SOS systémové odpovédi, degradaci takto defektni struktury a kon¢i

bunéénou smrti (Liu, 1994).

2.3.2.2 Bakteriociny gram-pozitivnich bakterii

Bakteriociny produkované gram-pozitivnimi bakteriemi jsou obvykle mensi molekulové

hmotnostni nez 6 kDa, ale sdileji fadu vlastnosti s bakteriociny gram-negativnich bakterii
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jako kationtovou a amfipatickou povahu, ¢i schopnost permeabilizovat fosfolipidové
mlécného kvaseni (LAB), které se déli do Ctyf tiid: posttransaléné modifikované, ¢i také
lantibiotika (tiida I), teplotné stabilni bez modifikaci (tfida II), teplotné labilni s vétsi
molekulovou hmotnosti (tfida III) a komplexni bakteriociny nesouci lipidové a dalsi
uhlovodikové soucasti (tfida IV) (Papagianni, 2003). Velky vyznam maji bakteriociny
produkované gram-pozitivnimi bakteriemi vyuzivanymi pii produkci potravin, vzhledem
k jejich konzerva¢nim u¢inkum (Klaenhammer, 1993).

Lantibiotika jsou diilezitou skupinou bakteriocinli gram-pozitivnich bakterii a a¢ mize
byt ndzev zavadéjici, doopravdy se jedna o ribosomalné syntetizované latky (ne o skupinu
antibiotik, které jsou syntetizovany neribosomaln¢). Nazev je odvozen od skute¢nosti, ze
tyto latky obsahuji neproteinogenni aminokyseliny jako lanthionin, -methyllanthionin a
nékdy také D-alanin (Ryan et al., 1999). Lantibiotika délime na dvé podskupiny, a to na
linearni (skupina A) a globularni (skupina B) peptidy (NissenMeyer a Nes, 1997).
Lantibiotika skupiny A jsou charakteristicka linearnimi, helikdlnimi a flexibilnimi
molekulami s kladnym nabojem, diky némuz mohou interagovat S membranou
napadeného mikroorganismu.

Velmi dobte prostudovanym lantibiotikem skupiny A je nisin, ktery byl identifikovan
jen nékolik let po nalezu penicilinu z bakterie Lactococcus lactis a brzy nato se zacal
vyuzivat jako konzervant potravin (Klaenhammer, 1993; Mattick a Hirsch, 1947). Nisin
je syntetizovan jako prepeptid, ktery prochéazi n€kolika posttransla¢nimi modifikacemi
jako: dehydratace serinovych a threoninovych residui, vznik mustki mezi
lanthioninovymi residui a odstépeni vedouci N-koncové peptidové sekvence (Nagao et
al., 2006). Mechanismus bakteriocidniho t¢inku nisinu spoc¢iva v interakci s lipidem 11
(prekurzor peptidoglykanu a dilezity intermediat biosyntézy bunééné bakterialni stény),
pficemz dochézi ke vzniku port v cytoplasmatické membrang, inhibici syntézy bunécné
stény a k diftizi malych molekul (volné aminokyseliny, ATP) z buiiky ven skrze pory
(Breukink et al., 1999; Wiedemann et al., 2001).

2.3.3 Extracelularné produkované enzymy

2.3.3.1 Enolasa

Nalez enolasy (EC 4.2.1.11) v extracelularnim prostfedi pfedevsim gram-pozitivnich
bakterii byl ptfekvapujicim objevem, jelikoz tento enzym je zejména cytosolicky,

ucastnici se glykolyzy, katalyzujici pfeménu 3-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat.
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Bergmann (2001) poukazal na dvoji funkci tohoto enzymu, ktery je pritomny jak na
povrchu bunék nékterych bakterii, tak sekretovany s jeho potencidlni roli dulezitého
virulen¢niho faktoru. Mimo svou esencialni roli v metabolickych pochodech
VvV cytoplasmé muze byt enolasa také zodpovédna za aktivaci plasminogenu, coZ je
fibrolyticky proenzym degradujici fibrin, fibronektin a laminin (Plow et al., 1995).
Aktivace plasminogenu ma piimy vliv na aktivaci dalsich proteolytickych enzymd, které
mohou Stépit kolagen, elastin a proteoglykany, coz vyuzivaji mnohé grampozitivni
bakterie jako Streptococus pneumoniae (Bergmann et al., 2001), Lactobacillus crispatus
(Hurmalainen et al., 2007) a predevsim také Paenibacillus larvae (Antunez et al., 2011a).

Enolasa produkovana P. larvae ma piimy vliv na mortalitu v¢elich larev, kdy LCso
(letalni koncentrace, jez usmrti 50 % organismil z testované skupiny) odpovida 4 ng-pl™
enolasy v potravé. Jeji ptitomnost v larvé vyvolava imunitni odpovéd, kdy dochazi ke
zvysSené expresi abaecinu (AmP). Sekrece enolasy vegetativnimi buitkami P. larvae a jeji
ptitomnost na povrchu spor byla dokazana imunoflouorescenéni mikroskopii (Antunez et

al., 2011a).
2.3.3.2 Proteasy

Mikrobialn¢ produkované proteasy tvoii velkou a rozmanitou skupinu enzym a jejich
komeréni vyuziti tvoii az 40% podil v celosvétovém obchodu s enzymy zejména proto,
ze disponuji pozadovanymi vlastnostmi a proces biotechnologické produkce je
ekonomicky vyhodnéjsi nez jejich zisk z rostlinnych a zivocisnych zdroji (Arbige a
Pitcher, 1989). Mikroorganismy vyuzivaji proteasy v nespo¢etném mnozstvi bunéénych
pochodt jako naptiklad v metabolickém obratu bilkovin, procesu sporulace a naslednému
navratu k vegetativnimu stavu, nebo k modifikaci enzymii ze zymogennich prekurzort
do jejich aktivnich forem a jejich nasledné degradaci. Funkce proteas sekretovanych
bakteriemi do prostfedi je spjatd predevSim s proteolytickym St€penim vétSich
polypeptidl za G¢elem zisku menSich oligopeptidi a aminokyselin, které je bakterialni
bunka schopna jednoduse transportovat a intracelularn¢ vyuzit (Rao et al., 1998).

V genomu P. larvae bylo identifikovano vice nez sto funk¢nich a témét kompletnich
gent kodujicich proteasy pattici do tfid serinovych proteas a metaloproteas (Djukic et al.,
2014). Proteasy mohou byt bakterii vyuzity hned v n¢kolika strategiich, pficemz
vzhledem Kk patogenité P. larvae je jejich funkce spjatd s naruSenim integrity PM,
destrukci antimikrobialnich peptidii produkovanych vceli larvou a také aktivitou

v saprofytickém obdobi infekce. Oba genotypy P. larve (ERIC | a ERIC IlI) disponuji
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potencidlné¢ funkénim genem pro metaloendopeptidasu podobnou enhancinu. Enhancin
je protein pivodné identifikovany u granulovirt, kde je inkorporovany do proteinového
obalu (okluzni matrice) a po uvolnéni napomaha naruSeni integrity PM proteolyzou
strukturnich peritrofini (proteiny v PM, zajist'ujici soudrznost chitinovych fibril) a tim
také zvySuje celkovou permeabilitu PM (Toprak et al., 2012).

Dalsi ze zminénych funkci sekre¢nich proteas P. larvae je kompletni degradace
larvalni tkané v posledni fazi onemocnéni, kdy bakterie saprofyticky ziskava Zziviny
v podobé peptidit ziskanych rozstépenim vétSich proteinovych struktur (Dancer a
Chantawannakul, 1997). Hrabak a Martinek (2007) pomoci zymografické analyzy blize
specifikovali proteasy sekretované P. larvae pti kultivaci v MYPGP, pticemz detekovali
zelatinu degradujici metaloproteasy o molekulové hmotnosti 74 a 42 kDa u dvoudennich
kultur a 87, 74, 42 a 40 kDa u pétidennich kultur. Antinez (2011b) ovétila gen P. larvae
kodujici jednu metaloproteasu pomoci klonovani a implementace tohoto genu do
plasmidu, ktery byl po pfijeti bakterii Escherichia coli exprimovan, izolovan a
purifikovan a dale dokézala sekreci metaloproteasy v priibéhu onemocnéni moru vceliho
plodu. Jednalo se o enzym thermolysin (rodina M4) o hmotnosti 59 kDa, ktery byl jiZ
diive identifikovan (Bacillus megaterium, Brevibacillus brevis) a rozdil v sekvenci
aminokyselin vykazoval pouze v signalni sekvenci. Signalni sekvence je rozpoznavaci
identifikator, podle kterého butika translokuje tento preproenzym do ptislusné organely
¢i do extracelularniho prostoru (Adekoya a Sylte, 2009).

Proteasy patogennich bakterii Casto vykazuji schopnost $tépit antimikrobidlni peptidy
(AmP), ¢imz inhibuji ¢ast humoralni sloZky imunitniho systému. Vceli larvy disponuji
humoralni imunitou a AmP, ale vlivem proteas, které sekretuje P. larvae je jejich
antimikrobialni u¢inek intenzivné potlacovan (Casteels et al., 1989). P. larvae genotyp
ERIC II (u genotypu ERIC I je gen znefunkénén intronovou sekvenci) disponuje genem
kodujicim metaloproteasu spadajici do skupiny M6 peptidas, kterd vykazuje sekvenéni
shodu (41 %) s prekurzorem imunitniho inhibitoru A (InhA), coz je enzym S§tépici
specifické AmP hostitele, diive identifikovany u Bacillus thuringiensis (Djukic et al.,
2014).

2.3.3.3 Chitin degradujici enzymy
Enzymy zprostfedkujici pfeménu a odbouravani chitinu jsou dilezité pro organismy
obsahujici chitin, bud’ pro organismy vyuzivajici jeho enzymatickou degradaci za uc¢elem

zisku zivin, nebo je penetrace chitinové vrstvy klicova pro jejich zivotni strategii
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(Rinaudo, 2006). Chitin je odolny strukturni biopolymer, jehoz funkce byla blize popsana
napiiklad v kapitole o peritrofické membran¢. Mimo peritrofickou membranu je chitin
soucasti buné¢nych stén hub a je z néj také slozen exoskelet bezobratlych (Invertebrate).

Vétsina chitinas spada do skupiny glykosylhydrolas (GH), které se dale déli podle
sekvencni a funkéni podobnosti na 14 skupin. Z této klasifikace se nyni odd¢lily enzymy
puvodné spadajici do skupin glykosidhydrolas 61 (GH61) a chitin vazajicich moduli 33
(CBM33) a doslo k reklasifikaci do vlastni tfidy enzyma lytickych polysacharidovych
monooxygenas (LPMO - EC 1.14.99.53) podle databaze enzymu degradujicich, tvoricich
¢i modifikujicich glykosidické vazby (Carbohydrate Active Enzymes — CAZy — database)
(Cantarel et al., 2009).

2.3.4 Proteiny a peptidy sekretované bakterii P. larvae

Jednim z mechanismti penetrace a priniku bakterie az do hemolymfy napadené larvy
muze byt vyuziti proteinii a peptidi s riznou biologickou aktivitou, které P. larvae
extracelularn¢ produkuje. Antunez (2009) provedla rozsahlou identifikaci a
charakterizaci proteinti a peptida sekretovanych bakterii P. larvae, pfi¢emz bylo nalezeno
deset proteini o molekulovych hmotnostech 35-136 kDa, jejichz smés méla piimé
toxické ucinky na vceli larvy a jejich mortalita se zvySovala s rostouci dobou inkubace a

koncentraci téchto proteint.

2.3.4.1 Peptidy neribosomalniho pivodu

Rozsahlé sekvencovani celého genomu P. larvae vyznamné napomohlo k pochopeni
mechanismu patogenity jednotlivych genotypti této bakterie a odhalilo mnozstvi oblasti
genomu kodujicich NRPS a také hybridni NRPS-PKS. Djukic et. al (2014) nalezli
v genomu obou zkoumanych genotypi (ERIC I a ERIC II) P. larvae dva hybridni
NRPS/PKS genové klastry a oblasti kodujici dvé NRPS, piicemz tyto Ctyii
multienzymové komplexy vykazovaly strukturni a funk¢ni variabilitu mezi jednotlivymi
genotypy P. larvae. Neribosomalné¢ syntetizované peptidy (pfipadné lipopeptidy) a dalsi
struktury produkované NRPS, PKS ¢i hybridnimi NRPS-PKS slouzi bakteriim naptiklad
k eliminaci cizorodych mikrobialnich konkurentd v lumen stieva vceli larvy (antibiotika:
paenilarvin a paenilamicin), pfipadné se jedna o latky se zatim zcela nevysvétlenou roli
Vv mechanismech patogenity, ¢i antimikrobialni aktivity (bacillibactin) (Ebeling et al.,
2016).
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2.3.4.1.1Bacillibactin

Jedna z NRPS piitomna u obou genotypu P. larvae je zodpovédna za syntézu
bacillibactinu, coz je nizkomolekularni katecholicky siderofor (bakteriemi produkovana
latka vazajici Fe®") vyskytujici se u bakterii rodu Bacillus a s identickou strukturou také
u P. larvae, majici dilezitou roli pii deficienci iontd Zeleza V prostiedi, coz mize byt
limitujicim faktorem pro jeho rust. Vzhledem ke specifickému ucinku této latky a jeji
sekreci bakterii P. larvae do rustovych médii pravé s onou deficienci Zelezitych iontd se
predpoklada, ze je dulezita v pozdéjsich stadiich infekce, kdy je prostfedi a nutriéni
slozeni rozkladajici se larvalni hmoty obdobné (viz Obr. 6) (Hertlein et al., 2014;
Winkelmann, 2002).

2.3.4.1.2 Paenilarviny

Jedna z hybridnich NRPS-PKS specificka pro genotyp ERIC II produkuje lipopeptidové
antibiotikum z rodiny iturinti o n€kolika strukturnich modifikacich nesoucich souhrnny
nazev paenilarviny (rozliSujeme struktury A—C viz Obr. 5). Pfi testovani toxicity
paenilarvini A a B na v¢eli (¢tyfdenni) larvy vykazovala ob¢ antibiotika vliv na mortalitu
véelich larev pfi davce 5 pg preisténého antibiotika na jednu véeli larvu (u obou
testovanych paenilarvinti doslo po aplikaci ke zvySeni mortality 0 25-35 %) (Sood et al.,
2014).

Trochu rozporuplné se vSak jevi experiment srovnavajici mortalitu v¢elich larev po
podani spor mutantniho kmenu P. larvae (genotyp ERIC Il), kterému byla znemoznéna
syntéza NRPS-PKS zodpovédné za produkci paenilarvini (knock out genu), pficemz
oproti béznému kmenu P. larvae (genotyp ERIC II, wild type) nevykazoval mutantni
kmen snizeny vliv na mortalitu véelich larev, jelikoz u obou skupin infikovanych larev
byl stanoven letdlni ¢as na osm dni (LT100 = 8 dni) a mortalita se pohybovala okolo 84 %
(bez statisticky vyznamnych rozdili mezi skupinami) (Hertlein et al., 2016).
Hertlein et al. (2016) dale poukazuji na skute¢nost, Ze pfi testovani toxicity paenilarvini
A/B podanim 1,95 pg (davka pro jednu vceli larvu) preciSténého antibiotika s potravou
¢tyfdennim vcelim larvam nedoslo ke statisticky vyznamnému rozdilu hodnot mortality
mezi kontrolni skupinou a skupinou, které bylo antibiotikum podavano. Vzhledem
k rozporuplnym vysledkiim Hertlein (2016) zduraznuje, Ze jiz davka 1,95 pg antibiotik,
kterou v experimentu larvam podavali, pifekracuje realné hodnoty (vzhledem
k moznostem a mnozstvi P. larvae v jednotlivych fazich infekce) ptiblizné ¢tyticetkrat (a

davka 5 pg tedy az stokrat) a je nutné tento fakt zahrnout do ptipadnych hypotéz.
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Potvrzenou vlastnosti paenilarvint je jejich inhibi¢ni vliv na rist testovanych kvasinek
(Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Pichia membranifaciens) a buné¢nych
hub (Mucor hiemalis, Aspergillus clavatus), ale pii experimentech nevykazovaly
paenilarviny A/B inhibi¢ni aktivitu proti testovanym bakteriim. Dale byla navrhnuta
hypotéza o potencidlni dvoji funkci tohoto antibiotika, které by mohlo mit také
cytotoxickou funkci (potvrzenou na mysSich bunkach fibroblastll) na epitelidlni bunky
stieva larvy (Sood et al., 2014). Jelikoz vSak nové poznatky v oblasti toxicity a vlivu
paenilarvini na mortalitu vcelich larev piinesly vysledky rozdilné, zpochybiujici roli
téchto latek jako virulenénich faktorQ, je nutné pficist této skupiné antibiotik pouze
jedinou vlastnost zvyhodnujici P. larvae (genotyp ERIC II) a to u¢inné inhibovat rtst
potencidlnich kompetitivnich organismii (kvasinek a bunéénych hub zminénych
Vv predeslém vyétu) zajist'ujici patogenni bakterii prostiedi kompetice prosté (viz Obr. 6).
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Obr. 5 Chemicka struktura paenilarvind. (pfevzato ze Sood 2014)

2.3.4.1.3Sevadicin

Sevadicin je linearni neribosomalné syntetizovany tripeptid o vlastni sekvenci
D-Phe-D-Ala-Trp, identifikovany u obou genotypt P. larvae (Garcia-Gonzalez et al.,
2014a). V genomu obou genotyptt P. larvae byl objeven (in silico) genovy klastr (v
databazi NCBI — National Center for Biotechnology Information — dohledatelny pod
identifikatorem KF318360), ktery odpovidda dvou genim (sevA a sevB) kodujicim
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tiimodularni NRPS, u niz se pfedpoklada schopnost syntézy sevadicinu (Chan et al.,
2011). Pritomnost této NRPS byla dale dokazana amplifikaci sekvence obou genti pomoci
PCR a stejnou technikou byla ovéiena absence funk¢nich genli u knockout mutanti
(postradajicich funk¢ni gen sevA a sevB) obou genotypt P. larvae. Identifikace
samotné¢ho tripeptidu byla provedena pomoci vysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (HR-ESI-MS), kterou byl nalezen signal
odpovidajici hodnoté m/z pro sevadicin. Tripeptid byl dale testovan na antibakterialni
aktivitu difuznimi testy, pficemz G¢inné inhiboval rust bakterii obvykle asociovanych
s véelami a v¢elimi larvami (Paenibacillus alvei, Bacillus mycoides, Bacillus subtilis,
Paenibacillus apiarus). Mechanismus G¢inku tohoto antibiotika ¢i pfipadny vliv na véeli
larvy nebyl doposud popsan, a pro lepsi pochopeni jeho funkce a Gc¢inku jej bude nutné

dale zkoumat (Garcia-Gonzalez et al., 2014a).

2.3.4.2 Proteiny S-vrstvy

Povrch bunék nékterych bakterii a archet je tvofen monomolekularnimi proteinovymi ¢i
glykoproteinovymi strukturami souhrnné nazyvanymi jako S-vrstva. Proteiny S-vrstvy
mohou slouzit jako druhotnd ochrana proti vnéj$im nezddoucim vliviim, virtim, ale maji
také vyznam pii mezibunéénych povrchovych interakcich, souvisejicich s patogenitou
dané bakterie (Sara a Sleytr, 2000). Poppinga (2012) analyzovala a popsala SplA protein
S-vrstvy, ktery byl exprimovan pouze u P. larave genotypu ERIC II. Pfitomnost SplA
m¢éla vliv na zvySenou adhezi mezi povrchem bakterie a buitkkami stfevniho epitelu vceli
larvy (viz Obr. 6). Snizena adheze se projevila u bunék genotypu ERIC I, kterym chybi
gen pro syntézu SplA, a také u mutantniho ERIC II, u kterého byl proveden knockout
genu exprimujiciho SplA inzerci intronu do jeho piivodné funkéniho cteciho ramce.
Porovnanim virulence P. larvae ERIC Il a SplA-knockout mutantu P. larvae ERIC 11,
byla zjiSténa pfiblizn€ poloviéni hodnota mortality vcelich larev po podani spor
mutantniho P. larvae, neschopného exprimovat SplA, a proto lze povazovat SplA protein
S-vrstvy za dulezity faktor virulence, podilejici se na celkové patogenité P. larvae

genotypu ERIC II.
2.3.4.3 Cytotoxiny

V genomu P. larvae byla nalezena mista se specifickymi geny kodujicimi proteinové
cytotoxiny, avSak celistvy funkéni gen je pfitomen pouze u genotypu ERIC I (Djukic et
al., 2014). Jedna se o dva toxiny PIx1 a PIx2 spadajici do tiidy AB toxint (Ebeling et al.,
2016; Funfhaus et al., 2013). AB toxiny jsou Casto se vyskytujici latky produkované
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riznymi bakterialnimi patogeny (Clostridium, Bacillus) za G¢elem rozruSeni integrity
bun¢k ¢i inhibice bunéénych pochodii napadeného organismu. Z hlediska struktury
rozliSujeme enzymové aktivni A podjednotku a dale podjednotku B, ktera je zodpoveédna
za vazbu na receptor (doména R) na buné¢ném povrchu a také za translokaci (doména T)
podjednotky A do cytoplasmy napadené bunky (Barth et al., 2004).

PIx1 neni zcela unikatnim toxinem, jelikoz jeho aminokyselinova sekvence koreluje
s dalsimi toxiny, které¢ byly identifikovany ptedevsim tedy u tfidy Insecta. Lze uvést
napiiklad toxin MTX1 produkovany bakterii Lysinibacillus sphaericus, ¢i cytotoxin ze
skupiny pierisint, které byly izolovany z larev motylt (Lepidoptera) ¢eledi bélaskovitych
(Pieridae) a celkové lze funk¢ni podjednotku téchto toxin zafadit do skupiny
ADP-ribosyltransferas (Carpusca et al., 2004; Carpusca et al., 2006). Pfedpoklada se, ze
PlIx1 U¢inkuje nésledovné: podjednotka B zprostiedkovava vazbu na receptor na povrchu
bunky a indukuje translokaci podjednotky A do intracelularniho prostoru, kde tato
enzymaticky aktivni soucast toxinu narusSuje bunécné pochody, coz vede ke zméné
morfologie bunék (viz Obr. 6) destrukci cytoskeletu (konkrétné aktinovych polymert)
(Funfhaus et al., 2013; Yue et al., 2008).

PIx2 se tadi k AB toxiniim, ale vzhledem k jeho aminokyselinové sekvenci vykazuje
podobnost se skupinou Rho-ADP-ribosyla¢nich exoenzymi skupiny C3, které se
vyznacuji schopnosti inaktivovat mal¢é GTPasy rodiny Rho, ¢imz dojde k preruSeni
dilezitych signaliza¢nich drah v buiice. Timto typem signalizace je podminéna také
syntéza a regulace aktinového cytoskeletu bunky a pfi jejim preruSeni tedy dochazi ke
zménam v cytoskeletu bunky, potazmo také ke zméné morfologie (Funfhaus et al., 2013;
Holbourn et al., 2006).

Funfhaus (2013) poukazuje na problematiku izolace a exprese téchto cytotoxini jak
in vivo tak in vitro, a pro nedostatek experimentalnich a strukturnich analyz je tedy nutné
brat porovnavani sekvenci s jiz identifikovanymi homology spiSe s rezervou. Co vSak
experimentalné porovnat lze je rozdilny vliv geneticky modifikovanych kmenu P. larvae
genotypu ERIC I, postradajicich schopnost syntetizovat Plx1 ¢i Plx2, a kment
nepozménénych (wild type) na mortalitu véelich larev. Utlumenim genu, jenz nese
informaci pro expresi PIx1 ¢i PIx2, dojde po aplikaci mutantni bakterie do larvalni vyZivy
ke sniZeni mortality z 80 % (kontrolni skupina infikovand kmenem wild type) na pfiblizné
40 %, pricemz je ziejmé ze ztrata jednoho toxinu je ¢astecné kompenzovana toxinem
druhym a Ize tedy povazovat tyto toxiny za dulezité faktory virulence (Funfhaus et al.,
2013).
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2.3.4.4 Chitin degradujici enzym (PICBP49)

Garcia-Gonzales et al. (2013) poukazuji na klicovou roli chitin degradujiciho enzymu
v mechanismu patogeneze moru vceliho plodu. NaruSeni integrity peritrofické
membrany, jakozto jediné fyzické bariéry oddélujici lumen traviciho traktu od stfevnich
epitelialnich bungk, je kritickym faktorem infekce zptuisobené P. larvae. V genomu obou
genotypu P. larvae byly nalezeny geny kodujici proteiny schopné interagovat s chitinem
a dale byla dokazana ptitomnost nékolika fragmentt otevienych ¢tecich ramct kddujicich
nékolik chitinas, avSak ne zcela s kompletnim funkénim nepferusenym genem (Djukic et
al., 2014). Histologickou analyzou larvalni PM (u ¢&tyfdennich infikovanych véelich
larev), za vyuziti fluorescencniho chitin detekujiciho barviva Calcofluor White (CW),
byla dokazana postupna degradace PM obéma genotypy P. larvae od stadia postupného
rozruSovani az po kompletni absenci PM a nésledné nabourdni epitelidlnich bunék
(Garcia-Gonzalez a Genersch, 2013).

Komplexni studie zameéfend na identifikaci chitin degradujiciho enzymu
produkovaného P. larvae specifikovala enzym PICBP49 ze skupiny nové objevenych
LPMO, pricemz gen kodujici PICBP49 byl nalezen u obou genotypt P. larvae a
chitinasova aktivita enzymu byla dokazana zymograficky (za vyuziti koloidniho chitinu).
Schopnost enzymu rozrusit PM byla dale testovana pomoci testu permeability PM
izolované z Blyskavky kukufiéné (Spodoptera frugiperda), kdy utlumeni genu
kodujiciho PICBP49 zpisobilo u mutantnich kmeni signifikantné snizenou schopnost
PM permeabilizovat, na rozdil od geneticky nemodifikovaného kmenu (wild type). Dale
byla dokazana kriticka role PICBP49 ve virulenci obou genotypa P. larvae, jelikoZz u
véelich larev infikovanych mutantnimi kmeny (s utlumenym genem) doslo k velmi
vyraznému snizeni mortality téchto larev oproti kmeniim bez modifikace (wild type)
(Garcia-Gonzalez et al., 2014b).

PICBP49, spadajici do skupiny LPMO, je enzym tvofeny 443 aminokyselinami
obsahujici modul CBM33 a také dalS$i domény vazajici chitin. Mechanismus oxidativni
degradace chitinu, respektive  jednotek  N-acetylglukosaminu propojenych
B-(1,4) glykosidickymi vazbami, je zavisly na piitomnosti Cu?" v aktivnim misté
(Aachmann et al., 2012). Dale se predpoklada, ze sekrece PICBP49 ma nejen funkci
dilezitého virulen¢niho faktoru (viz Obr. 6), ale je zasadni také z hlediska nutri¢nich
moznosti P. larvae, jelikoz je takto bakterie schopna chitin metabolicky vyuzit (Garcia-

Gonzalez a Genersch, 2013). Degradaci chitinu dochazi k uvolnovani dalSich strukturnich
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fragmentti PM a pro bakterii pfedev§im nutri¢né vyuzitelnych proteinti a glykoproteint

(Wang a Granados, 2000).
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Obr. 6 Obrazné znazornéni synergie sekrecnich proteint jednotlivych genotypt P. larvae v
prislusnych fazich infekce: kolonizace stievniho lumen (A), destrukce peritrofické

membrany (B) a degradace larvalni tkané¢ (C). (ptfevzato a upraveno dle Ebeling 2016)
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2.4 Metody studia izolace, purifikace a identifikace proteint a peptidi

2.4.1 Metody izolace proteint
Metody izolace proteinti se odviji od typu materialu, ze kterého se snazime tyto proteiny
izolovat. Izolaci proteint intracelularnich obvykle pifedchazi lyze bun¢k (pomoci
ultrazvuku, technikou frenchpress, ¢i teplotnim Sokem) a naslednd homogenizace,
zatimco u proteint extracelularnich, které byly zkoumanym organismem produkované do
prostiedi, je jakékoliv poruseni bunék nezadouci z hlediska interference zptisobené
cytoplasmatickymi proteiny. Pomoci detergentli je mozné zvysit rozpustnost proteinli
Vv roztoku pufru, coz je dilezité naptiklad u proteinii membranovych, ¢i z jiného divodu
Spatné rozpustnych, ale je tfeba vzit v potaz potencialni zménu vlastnosti, ¢i denaturaci
Vv zavislosti na pouzitém cCinidle (Lee, 2017). Vzhledem k zaméteni této prace bude vétsi
pozornost vénovana metodam izolace proteint z kultivacnich médii.

Extracelularné sekretované proteiny bakterii jsou v Zivném médiu v nizké koncentraci,
a pro jejich nasledné vyuziti je nutné docilit jejich precipitace. Obvyklé postupy funguji
na principu zvyseni koncentrace soli v roztoku, které se rozpoustéji lépe nez proteiny
(napfiklad (NH4)2SO4) a postupnym zvySovanim této koncentrace lze dosahnout
precipitace riiznych proteinii na zdkladé jejich rozpustnosti. Pokud neni nutné ziskat
protein v jeho funkéni podobé 1ze pouzit metodu termickou, kdy se zahfivanim protein
denaturuje, méni svou strukturu a precipituje. Obecné se tedy snazime upravit prostiedi

rozpoustédla tak, aby v ném doSlo ke srazeni proteinu.

2.4.1.1 Srazeni pomoci acetonitrilu a kyseliny trifluoroctové

Chertov et al. (2004) popisuji techniku srazeni proteini z krysiho a lidského séra, ktera
vyuziva roztoku acetonitrilu s 0,1% obsahem kyseliny trifluoroctové. Precipitacni ¢inidlo
o teploté -20 °C se micha se v vzorkem v poméru 2:1 (¢inidlo:vzorek). Autofi ¢lanku
touto technikou docilili precipitace proteini 0 vyssi molekulové hmotnosti (nad 50 kDa)
jako naptiklad albuminu, pfi¢emz peptidy o molekulové hmotnosti do 10 kDa v roztoku

rozpus$téné byly podrobeny dalsi analyze na hmotnostnim spektrometru.

2.4.1.2 Srazeni pomoci methanolu
Technika vyuzivajici ke srdzeni prostiedi methanolu o teploté¢ -80 °C byla vyuzita

k extrakci proteint ze vzorkd lidskych bungk, télnich tekutin, tumord a ze vzorki tkani
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uchovavanych ve formaldehydu (Yuan et al., 2012). Jedna se tedy o techniku s velkou
variabilitou vyuziti a je mozné ji aplikovat také pro zisk proteinli z kultivacnich médii.
Provedeni spoc¢iva ve smichani vychlazeného na -80 °C tak, aby byla docilena finalni
koncentrace methanolu 80 % (v/v). Po oddéleni precipitovanych proteinti je smés

centrifugovana.

2.4.1.3 SrazZeni acetonem a kyselinou trichloroctovou

Technika srazeni acetonem spociva ve smichani acetonu o teploté -20 °C se vzorkem
v poméru 2:1 (aceton:vzorek). Po jednodennim uchovani v mrazaku pii -20 °C dojde
K precipitaci proteinu (Tantipaiboonwong et al., 2005).

Tuto techniku lze dale zdokonalit obohacenim acetonu kyselinou trichloroctovou
(TCA) o vysledné koncentraci 20 %. Po jednodenni inkubaci vzorku s acetonem s 20%
TCA (v poméru 1:2) pii -20 °C se vysrazeny proteinovy precipitat piecisti roztokem
acetonu s 20 mM obsahem B-merkaptoethanolu a poté jesté Cistym acetonem. Takto
ziskany precistény proteinovy pelet se nasledné rozpusti v prislusném pufru a je podroben

dalsi analyze (Fic et al., 2010; Tantipaiboonwong et al., 2005).

2.4.2 Metody purifikace proteinii

Purifika¢ni metody vyuzivané v proteomicky zaméfenych experimentech obvykle slouzi
k odstranéni interferen¢nich vliva ptidatnych nezadoucich latek, které jsou obvykle ve
vysrazeném vzorku proteinti ptitomny jako cukry, soli a dalsi latky které byly z roztoku
nespecificky precipitovany. Nékdy jsou predc¢istovaci kroky soucésti precipitaéniho
protokolu (Kojima et al., 1999) a jindy je purifikace vzorku provadéna zv1ast’ v zavislosti
na pozadované Cistoté proteinu pro nasledné analyzy (Tantipaiboonwong et al., 2005).
Purifika¢ni postupy mohou byt také aplikovany za G¢elem izolace specifického proteinu
z komplexni proteinové smesi (Harder et al., 2001). K takovym technikam Ize zatadit
chromatografii gelovou (separujici proteiny na zaklad¢ jejich velikosti) ¢i afinitni
(separace na zaklad¢€ specifickych interakci simobilizovanymi ligandy). K takové
separaci specifické frakce z proteinové smési na zakladé jejich velikosti a pohyblivosti
Vv elektrickém poli 1ze vyuzit elektroforetické techniky. Po rozdé€leni proteinli na
polyakrylamidovém gelu lze ptislusny proteinovych pas vyfiznout, rozpustit, purifikovat
separovany protein a ten podrobit dalsi analyze. K identifikaci ptisluSného proteinového
pasu po elektroforetickém rozdéleni 1ze pouZzit metody imunodetekéni za predpokladu, ze
je zndme a vlastnime piislusnou protilatku k studovanému proteinu. V piipadé, Ze

vlastnime protilatku specificky vazajici nami studovany protein, a pokud je produktem
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této reakce komplex precipitujici ve vhodnych podminkdch, mizeme vyuzit této
imunoprecipitacni techniky nejen k izolaci proteinu, ale také k jeho nésledné identifikaci
a kvantifikaci (Lee, 2017).

V posledni dob¢ se rozsituji purifikacni techniky vyuzivajici aptamery, coz jsou latky
specificky vazajici a interagujici s proteiny obdobné jako protilatky. Aptamery mohou
byt nukleové kyseliny, anebo se jedna o latky proteinové a nukleoproteinové povahy.
Oproti protilatkim jsou aptamery snadno syntetizovatelné v in vitro podminkach,
jednoduse modifikovatelné, netoxické a stabilni. Citlivost a vazebna specificita aptamert
je stale studovana mimo jiné za ucelem jejich aplikace v mediciné jako ucinnych

biosenzora (Ozalp et al., 2015).

2.4.3 Metody identifikace a kvantifikace proteinu
2.4.3.1 Elektromigra¢ni metody

Metody elektromigraéni vyuzivaji toho, Ze pocet a zastoupeni jednotlivych residui
Vv proteinu ovlivituje jeho naboj v roztocich o rizném pH. Izoelektricky bod (pl) je
hodnota pH, pfi které vykazuje protein elektroneutralni vlastnosti a v elektrickém poli se
tedy nepohybuje. Pokud nechame smés proteinli putovat gelem o urc¢itém gradientu pH,
pak se protein zastavi tehdy doputuje-li do oblasti pH, ve které je jeho naboj nulovy.
Technika vyuzivajici tyto proteinové vlastnosti k jejich separaci se nazyva izoelektricka
fokusace. Na izoelektrickou fokusaci lze navazat dalsim elektroforetickym délenim v se
sméru kolmém k prvotnimu déleni za zékladé¢ pl. Druhé déleni probihd na zakladé
molekulové hmotnosti proteint, pfiCemz vliv ndboje je odstranén piidavkem
detergentnich ¢inidel unifikujicich naboj, ménicich strukturu a denaturujicich studované
proteiny. Ziskany elektroferogram je vyhodnocen vypocetnim programem a data slouzi
k bliz§imu popisu proteint v pivodni smési (Cleveland et al., 1977; Klose, 1975).

Jak jiz bylo zminéno, dé€leni proteinli na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti je mozné
az po unifikaci jejich nadboje pomoci detergentu. NejbeznéjSimi detergencnimi Cinidly
jsou soli kyseliny dodecylsulfonové obvykle lithné (LiDS) ¢i sodné (SDS). SDS
interaguje s proteiny, denaturuje a méni jejich tvar do valcovit¢ podoby a diky
negativnimu néaboji detergentu udava kazdému proteinu shodny pomér naboje
k hmotnosti, na zakladé ¢ehoz je poté mozné separovat takto upravené proteiny pouze
podle jejich hmotnosti. Sitem, kterym musi proteiny béhem separace projit je obvykle
gel, ktery je nejcastéji slozen z polymerizovaného akrylamidu. Polyakrylamid je latka,

kterou je mozné ziskat polymerizaci monomerta akrylamidu a jednotlivd polymerni
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vlakna jsou dale propojena N,N’-methylenbisakrylamidem (BIS). Vyhody
polyakrylamidového gelu spocivaji piedevSim v jeho vodivosti, stabilité¢, inertnich
vlastnostech a také v jednoduché modifikaci porovitosti gelu na zakladé pomérii ve smési
monomeru akrylamidu a BIS. Laemmli (1970) postupy elektroforézy na
polyakrylamidovém gelu za vyuziti SDS (SDS-PAGE) zdokonalil a uvedl v praxi
techniku diskontinudlni elektroforézy, pii které prochazeji proteiny gely o rizné
porovitosti a rizném pH. Nejprve prochazi, v pufru rozpustény, detergentem oSetieny
protein gelem zaostfovacim, ktery je obvykle méné zesitovan a vykazuje pH o dvé
jednotky nizsi nez gel délici. V zaostfovacim gelu je nejrychleji se pohybujici slozkou
chloridovy iont (slozka Tris-HCI pufru), nasleduje proteinova frakce s unifikovanym
nabojem a posledni slozkou je glycin pfitomny v elektrodovém pufru. V dé€licim gelu se
vlivem vys§iho pH a niZ8i porovitosti stavd druhym nejpohyblivéj§im iontem glycin a
proteinova frakce se zacina délit na zakladé molekulové hmotnosti v prostiedi gelu o nizsi
porovitosti (vy$si mira zasitovani).

Po elektroforetickém déleni je nutné jednotlivé proteinové pasy vizualizovat.
Vizualizacni techniky spocivaji v barveni proteinii barvivy, kterd se afinitné vazou na
bilkoviny, kdy se nejbéznéji vyuziva barvivo Coomasie Brilliant Blue (CBB). CBB
existuje ve dvou modifikacich a to CBB-R250 a CBB-G250, jejichz pouziti se lisi
v riznych barvicich technikach a protokolech. Jednotlivé barvici roztoky vyuzivajici
CBB se lisi slozenim, pouzitim riznych alkoholickych rozpoustédel, kyselin ¢i soli, které
maji efekt na vysledné zbarveni (Dyballa a Metzger, 2009). Dalsi metodou vizualizace,
vykazujici asi o jeden fad vyssi citlivost je detekce proteint stiibrem. Detekce stiibrem
vychazi ze skute¢nosti, Ze aminokyselinova residua jsou schopné redukovat stiibrné ionty
v alkalickém prosttedi a stfibro tak vytvaii komplexy s karboxylovymi skupinami residui
aspartatu a glutamatu, s thiolovymi skupinami cysteinu, nebo s imidazolem. Gely jsou po
elektroforéze umistény do roztoka 0,005% thiosiranu sodného (senzitivizace), poté do
roztoku 0,1% dusi¢nanu stfibrného a nakonec jsou proteinové pasy vizualizovany
roztokem 0,0036% formaldehydu s2 % Na>COs a vyvolani zbarveni je pii vhodné
intenzité pasi zastaveno roztokem kyseliny ethylendiamintetraoctové o koncentraci

50 mmol/l (Schagger, 2006).

2.4.3.2 Stanoveni celkovych proteini

Metody stanoveni celkovych proteinti v dnesni dob¢ spocivaji predevsim ve spektralnich

technikdch meéficich absorbanci vzorkll proteini pii riznych vinovych délkach. Bez
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pouziti jakéhokoliv barviva je mozné vyuzit spektrofotometrické stanoveni ve vinovych
délkach 275-280 nm, coz je oblast sabsorpénim maximem aminokyselinovych
chromoforl tyrosinu a tryptofanu, pficemz je vSak nutné tuto metodu brat s rezervou
vzhledem k zavislosti na aminokyselinovém sloZeni proteint, jeji nizké citlivosti a také
K interferencim zptisobenym nukleovymi kyselinami. Dale je mozné méfit absorpci ve
vlnové délce odpovidajici absorpénimu maximu peptidové vazby, tedy 192 nm. MéEfi se
absorbance v daleké ultrafialové (UV) oblasti pii vlnové délce 205 nm za vyuziti
kiemennych kyvet. Stanoveni je ovlivnéno koloidnimi opaleskujicimi casticemi,
slozenim pufru a dal$imi interferencemi (Peterson, 1983). Bradford (1976) vyvinul
techniku stanoveni celkovych proteinii za vyuziti afinitniho barviva CBB-G250, kter¢ se
kvantitativné vaze na proteiny v kyselém prostfedi, pfi¢emz vznikly komplex
protein-barvivo vykazuje absorpéni maximum pii vinové délce 595 nm. Tato technika
vykazuje velkou reprodukovatelnost, citlivost (pfiblizn¢ 1 pg/ml-1,5 mg/ml) a neni
ovlivnéna pfitomnosti redukujicich latek, ale zato neni funkéni, pokud je ve vzorku
ptitomny detergent (napiiklad SDS) a také je zavisla na pH. Jednoduchou modifikaci
Vv protokolu lze zvysit citlivost této metody az desetkrat, a to pouhym pitidavnym
prométenim absorbance v oblasti 450 nm, coz je absorpéni maximum volného barviva a
podilem absorbanci vzorkd pfi zminénych vinovych délkach (Asgs/Asso) ziskdme
hodnoty, ze kterych lze nasledné sestrojit kalibraéni pfimku pro kvantifikaci celkovych

proteint (Zor a Seliger, 1996).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

2-Log DNA Ladder (0,1-10,0 kb) (NEB, USA)
Aceton (Lach-Ner, Ceska republika)

Agar (Carl Roth, Némecko)

Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Al(SO4)3 (Lach-ner, Ceska republika)

Coomassie BB G-250 (Bio-Rad, USA)

Coomassie BB R-250 (Bio-Rad, USA)
Dodecylsiran sodny (SDS) (Applichem, Némecko)
GelRed (Biotium, Ceska republika)

Glukosa (Sigma-Aldrich, USA)

Glycerol (Lach-Ner, Ceska republika)

GoTag Green Master Mix, 2x (Promega, USA)
Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
Chlorid sodny (Carl Roth, Némecko)

InstaGene Matrix (BioRad, USA)

Isopropanol 70% (Lach-Ner, Ceska republika)
K2HPO4 (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kvasni¢ny extrakt (Carl Roth, Némecko)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina fosfore¢na (85%) (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Kyselina nalidixova (Sigma-Aldrich, Italie)
Kyselina octova (Lach-Ner, Ceska republika)
Kyselina trifluoroctova (Fluka, Svycarsko)
Kyselina trichloroctova (Lach-Ner, Ceska republika)
LB médium (Sigma-Aldrich, Némecko)

LE agarosa (Lonza, Ceské republika)
Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Japonsko)
Methanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Mueller Hinton broth (Carl Roth, Némecko)
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N,N’-methylenbisakrylamid (MP Biomedicals, USA)
n-Butanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

PCR voda (Sigma-Aldrich, USA)

Peroxid vodiku 30% (Lach-Ner, Ceské republika)

Persiran amonny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Proteinové standardy na SDS-PAGE — Precision Plus Protein™ Dual Color Standard
(Bio-Rad, USA)

Pyruvat sodny (Sigma-Adrich, Japonsko)

SeaKem LE Agarosa (Lonza, USA)

Sodna sul resazurinu (Sigma-Aldrich, USA)

TEMED (Sigma-Aldrich, Cina)

Tetracyklin-hydrochlorid (Fluka, Cina)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, Némecko)
Trypton (Carl Roth, Némecko)

Uhligitan sodny (bezvody) (Lach-Ner, Ceska republika)

Voda pro molekularni biologii (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.2 Biologicky material

Bakterialni kmeny obou genotypl bakterie Paenibacillus larvae pouzité pro

experimentalni ¢innost byly poskytnuty vedoucim prace Mgr. Jitim Danihlikem, PhD.

3.1.3 Pouzité roztoky a média

3.1.3.1 Kultiva¢ni média a roztoky

— Fyziologicky roztok: 1% glukosa a 0,9% NaCl

— Kyselina nalidixova (o hmotnostni koncentraci 1 mg-mlt) — 0,1 g kyseliny
nalidixové byl rozpustén v 2 ml NaOH o koncentraci 1 mol/l a roztok byl ndsledné
doplnén do objemu 100 ml destilovanou vodou.

— MYPGP agar — 10 g Mueller-Hinton broth, 15 g kvasni¢ny extrakt, 3 g K2HPOg,
1 g pyruvat sodny, 20 g agar (Ize vynechat pii pouziti jako kultiva¢niho tekutého
média), dopInéno destilovanou vodou do 1 1, sterilizovano autoklavovanim.

— Jagar—5 g trypton, 3 g KoHPOg4, 15 g kvasni¢ny extrakt, 20 g agar (Ize vynechat
pfi pouziti jako kultiva¢niho tekutého média), doplnéno destilovanou vodou do

1 1, sterilizovano autoklavovanim.
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— LB médium — 20 g praskového LB média bylo doplnéno na objem 1 I destilovanou
vodou, sterilizovano autoklavovanim.

Do sterilizovanych roztoki médii bylo pted jejich vyuzitim napipetovano 20 ml 10%

roztoku glukosy (sterilizované zvlast' autoklavovanim) a 20 ml roztoku kyseliny

nalidixové (o hmotnostni koncentraci 1 mg-ml™t) a to i v pfipadé médii s pridavkem

agaru, vyuzitych k nalévani Petriho misek, pficemz se tato aditiva mohou ptidat

k médiim aZ po jejich vychladnuti na teplotu piiblizné 50 °C (vzhledem k stabilité

kyseliny nalidixové).

3.1.4 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Denver Instrument, Némecko)

Autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Digitalni pH metr MV-87 (Practitronic, Némecko)

Elektroforeticky systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Elektromagnetickd Michacka Intelli Stirrer (BioSan, LotySsko)
Flowbox Bioban (Steril, Italie)

Gel Doc EZ Imager systém (Bio-Rad, USA)

Chlazena centrifuga Rotanta 460R s uhlovym rotorem 5615 (Hettich, Némecko)
Inkubétor Q-CELL (Verkon, Ceské republika)

Mikrovlnna trouba Micro action MW-M750 (Tescoma, Ceska republika)
Minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceska republika)

Multifunkéni reader Synergy H1 (BioTek, USA)

PCR T100 termocykler (Bio-Rad, USA)

Spektrofotometr Lightwave Il (Biochrom, VB)

Termostat CH-100 (BioSan, Loty$sko)

Ttepacka PSU-10i (BioSan, Lotyssko)

Ttepacka Vortex V-1 (BioSan, Lotyssko)

Ultrazvukova lazen K5 (Kraintek, Ceska republika)

Vakuova odparka Concentrator plus (Eppendorf, Némecko)
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3.2 Metody

3.2.1 Piechovavani a kultivace bakterie P. larvae

Prislusné bakterialni kultury obou genotypt P. larvae byly pfechovavany na Petriho
miskach s MYPGP médiem. Po pieneseni viditelnych kolonii bakterie P. larvae na novou
misku s médiem sterilni bakteriologickou klickou, doslo po dvou az tfech dnech k nariistu
viditelnych kolonii. Takto pfechovavané Cerstvé kultury obou genotypu P. larvae byly
nasledné pouzity ke kultivaci v tekutych médiich.

Viditelné kolonie prislusného genotypu P. larvae byly sterilni bakteriologickou
klickou pieneseny do fyziologického roztoku, tak aby vysledna opticka hustota (optical
density — OD) méfena pti 600 nm vykazovala hodnotu 0,1 (tedy ODeoo = 0,1). Nasledné
byl takto naockovany fyziologicky roztok rozpipetovan do plastovych zkumavek o
objemu 50 ml obsahujicich 30 ml zivného média (MYPGP, J ¢i LB médium). Objem
inokula (bakteridlni kultury rozsuspendované ve fyziologickém roztoku o pftislusné
optické hustoté) ¢inil 300 pl. Kultivace probihala pti 37 °C v inkubatoru piipadné na

ttepacce.

3.2.2 Stanoveni ristové krivky

Rist obou genotypu P. larvae ERIC | a ERIC Il v MYPGP a J médiu s Gipravou a bez
upravy pH byl sledovan méfenim absorbance pii 600 nm. Do jamek na mikrodestic¢ce
bylo napipetovano 150 pl bakterialni kultury a absorbance byla kontinudln€ méfena na
multifunkénim readeru Synergy H1. Zména absorbance byla vynesena do grafu, ktery
piedstavoval rustové kiivky jednotlivych genotypt P. larvae za urcitych podminek. Na
pocatku a na konci kultivace bylo méfeno pH pomoci digitalniho pH metru MV-87

(Practitronic, Némecko).

3.2.3 Kolorimetrické stanoveni Zivotnosti bunék

Vzorky bakteridlnich kultur, u nichz byly stanoveny riastové kiivky, byly nasledné
podrobeny stanoveni Zivotnosti bunék piidavkem 10 pul 0,3 mg-ml? roztoku resazurinu.
Nésledné byla mikrodesti¢ka inkubovéana po dobu 30 minut pti 37 °C. Po uplynuti doby
bylo vizualné zhodnoceno zbarveni jamek. Zména barvy z modrofialové (resazurin) na

rizovy resorufin indikuje pfitomnost zivych bun¢k (Katawera et al., 2014).
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3.2.4 lIzolace a purifikace proteinii z rustového média
Po kultivaci byly vzorky centrifugovany pii 4 000 x g po dobu 30 minut pii 4 °C. Po
centrifugaci byl supernatant injekéné odebran a po 10ml alikvotech ptefiltrovan ptes

diskovy mikrofiltr o porovitosti 0,22 um do novych plastovych zkumavek.

3.2.4.1 SraZeni methanolem

K alikvotiim zivného média s obsahem proteinti byl pfidan methanol, jenz byl den pted
srazenim vymrazen na -80 °C, v poméru 1:4 (vzorek:methanol) a smés byla uchovana
pfes noc vmrazaku pii -80 °C. Alternativné lze pouzit methanol s obsahem
B-merkaptoethanolu o celkové koncentraci 20 mmol/l. Druhy den po inkubaci pti -80 °C
byly vzorky centrifugovany pii 4 000 x g po dobu 40 minut pti 4 °C. Supernatant byl po
centrifugaci odstranén a proteinovy precipitat byl lyofilizovan, piipadné rovnou

rozpustén v 500 pl roztoku Tris-HCl o latkové koncentraci 0,2 mol-I™ o pH 8,3.

3.2.4.2 Srazeni kyselinou trichloroctovou a acetonem

Kalikvotim zivného média s obsahem proteind byl pfiddn 20% roztok kyseliny
trichloroctové (TCA) V acetonu vymrazeny na teplotu -20 °C a to v poméru 1:2
(vzorek:20% TCA v acetonu) a smés byla inkubovana do druhého dne pti -20 °C. Druhy
den byly vzorky centrifugovany pii 10 000 x g po dobu 15 minut pti 4 °C. Po centrifugaci
by odlit supernatant a precipitat byl promyt nejprve acetonem vychlazenym na -20 °C
s obsahem 20 mmol-I"* B-merkaptoethanolu a nasledné gistym acetonem vychlazenym na
-20 °C. Mezi jednotlivymi pteciStovacimi kroky byly vzorky centrifugovany podle
parametr uvedenych vySe. Supernatant byl po centrifugaci odstranén a proteinovy
precipitat byl vakuove odpaten na vakuové odparce pii 30 °C po dobu 15 minut, pfipadné
rovnou rozpustén v 500 pl 0,2 mol-17 roztoku Tris-HCI o pH 8,3.

3.2.4.3 Srazeni kyselinou trifluoroctovou s acetonitrilem

K alikvotim zivného média s obsahem proteinit byl ptidan 0,1% roztok kyseliny
trifluoroctové v acetonu o teploté -20 °C a to v poméru 1:2. Smés byla promichana na
ttepacce a centrifugovana pii 4 000 x g po dobu 10 minut pfii teploté 4 °C. Po centrifugaci

byl odstranén supernatant a precipitat byl uchovan pro dalsi pouziti.

3.2.5 Stanoveni celkovych proteini

Stanoveni obsahu celkovych proteini ve vzorcich bylo provedeno dle
M. M. Bradforda (1976). Stanoveni bylo provedeno v mikrodesti¢kach, kdy se do

jednotlivych jamek napipetovalo 45 ul destilované vody, 5 ul vzorku a nasledné také
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200 pl pracovniho roztoku Bradfrodova cinidla. Toto ¢inidlo bylo ziskdno nafedénim
zasobniho roztoku (v poméru 1:4) skladajiciho se z 50 mg CBB-G250, 25 ml methanolu
a 50 ml 85% H3PO4 a nasledné doplnéného do objemu 100 ml destilovanou vodou. Pred
stanovenim celkovych proteini ve vlastnich vzorcich byla pfipravena kalibra¢ni fada
hovéziho sérového albuminu o koncentracich 0,1-1 mg-ml™. Po ptidéni vSech komponent
do jamky v daném pofadi je nutné vyckat alesponi 5 minut, béhem kterych se barvivo vaze
na proteiny a maximaln¢ je takto mozné vzorek zmétit po 30 minutdch. Vzorky byly
proméieny pii 595 nm a soucasné také pii 450 nm pro dosazeni vysledné linearizované

kalibra¢ni piimky (Zor a Seliger, 1996).

3.2.6 Elektroforetické déleni proteinti na polyakrylamidovém gelu
Vzorky proteinti rozpusténé ve vzorkovacim pufru, ¢ v roztoku 0,2 mol-I*t Tris-HCl o
pH 8,3 byly separovany na polyakrylamidovém gelu za ucelem vizualizace proteint

zastoupenych ve vzorku a K urceni jejich pfiblizné molekulové hmotnosti.

3.2.6.1 Priprava ustojnych roztoki a gela

—  Akrylamid/N,N"-methylenbisakrylamid (AA/BIS) (30% T, 2,67% C) — 73 ¢
akrylamidu a 2 g N,N’"-methylenbisakrylamidu bylo dopInéno na celkovy objem
250 ml destilovanou vodou, promichédno na elektromagnetické michacce a
nasledné umisténo do ultrazvukové 1dzn¢ k dokonalému rozpusténi vSech slozek.

—  Tris-HCI (1,5 mol-I"}; pH 8,8) — k 27,23 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu
(dale Tris) bylo pfiddno 80 ml destilované¢ vody a pomoci HCI (o latkové
koncentraci 3 mol-I") bylo upraveno pH na hodnotu 8,8 a nasledné byl roztok
doplnén destilovanou vodou na objem 150 ml. Obdobnym zpiisobem byly
pripraveny roztoky Tris-HCI o hmotnostnich koncentracich 0,5 a 0,2 mol-I** o0 pH
6,8 a 8,3.

— 10x Elektrodovy pufr o pH 8,3 — 30,3 g Tris a 144,1 g glycinu bylo doplnéno
destilovanou vodou do objemu 1 I.

— Roztok 12% déliciho gelu — 3,4 ml deionizované vody, 4 ml roztoku AA/BIS
(30% T, 2,67% C); 2,5 ml roztoku 1,5 mol-I"t Tris-HCI pH 8,8; 100 pl 10%
roztoku dodecylsiranu sodného (SDS), 5 p tetramethylethylendiaminu (TEMED)
bylo smichano a polymerizace byla zahajena ptidavkem 50 ul 10% roztoku
persiranu amonného (APS). Tento objem roztoku 12% déliciho gelu vystacil na

naplnéni jednoho elektroforetického skla o tloust'ce 1,5 mm.
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— Roztok 4% zaostiovaciho gelu — 6,1 ml deionizované vody; 1,3 ml roztoku
AA/BIS (30% T, 2,67% C); 2,5 ml roztoku 0,5 mol-I" Tris-HCI pH 6,8, 100 ul
10% SDS, 5 ul TEMED bylo smichano a polymerizace byla zahéjena ptidavkem
50 pl 10% roztoku APS. Tento objem roztoku 4% zaostfovaciho gelu stacil
k doplnéni horni ¢asti (pfiblizné 2 cm) elektroforetického skla o tloustce 1,5 mm
pfedem naplnéného 12% délicim gelem.

— Ptiprava vzorkovaciho (redukujiciho pufru) — tento pufr byl pfipraven smisenim
5,5 ml deionizované vody; 1,25 ml roztoku 0,5 mol-I" Tris-HCI pH 6,8, 3 ml
glycerolu a 0,2 ml 0,5% (w/v) roztoku bromfenolové modfi. Redukujici pufr byl
rozdélen na alikvoty po 200 ul a pied jeho pouzitim bylo k takovémuto alikvotu
ptidano 20 ul B-merkaptoethanolu. Alternativné byl také pouzit komeréni
vzorkovaci pufr 2x Laemmli Sample Buffer (Bio Rad kat. ¢islo 161-0737).

3.2.6.2 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
Vzorky proteinti rozpusténé v roztoku 0,2 mol-I"t Tris-HCI o pH 8,3, pfipadné ve
vzorkovacim pufru, byly smiseny se vzorkovacim pufrem v poméru 3:1 (vzorek:pufr)
a tato smés byla zhomogenizovéna na tiepacce a nasledné zahtéta na teplotu 95 °C po
dobu 10 minut. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany po dobu 30 sekund pfi
4 000 x g a ihned nanaSeny na gel. Do jamek 1,5 mm gelu o 10 jamkéach bylo
nanaseno 10-30 pl vzorku a 3 ul proteinového standardu (Biorad — Precision Plus
Protein™ Dual Color Standard). Pro prichod vzorkii zaostfovacim gelem bylo
pouzito konstantniho napéti 100 V, a jakmile vzorky doputovaly do déliciho gelu bylo
napéti zvySeno na 150 V. Elektroforeticka separace byla ukoncena prave tehdy, kdyz
bylo dosazeno difuze modré barvy (bromfenolova modf) ze spodni ¢asti déliciho gelu
do elektrodového pufru. Gely byly po ukoncené elektroforetické separaci vyjmuty ze
skel, byla oznacena jejich orientace oddélenim levého dolniho rohu gelu a nasledné
byly gely fixovany roztokem obsahujicim 50 % methanolu a 10 % kyseliny octové po
dobu alespont 15 minut. Poté byly gely promyty deionizovanou vodou celekem ttikrat
po dobu 15 minut, pfi¢emz byla deionizovana voda mezi promyvanim vzdy

obménéna.

3.2.6.3 Detekce proteinii na gelech po elektroforetické separaci

3.2.6.3.1 Roztoky pouzité pro detekci
—  Fixacni roztok — 50 % methanol, 10 % CH3COOH
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Barvici roztok kolidni Coomasie brilliant blue (CBB) G-250 — 100 g Al2(SO4)3
bylo rozpusSténo v minimalnim objemu destilované vody, nasledné bylo pfidano
200 ml 96% ethanolu (v/v) a 0,4 g CBB G-250 a po dokonalém rozpusténi vSech
komponent bylo k roztoku pfidino 47 ml 85% H3POs (w/w). Po dokonalém
promichéni dojde v roztoku k vytvoteni koloidnich ¢astic a nasledné byl roztok
doplnén destilovanou vodou do objemu 2 1.

Odbarvovaci roztok A: 200 ml ethanolu (w = 96 %) a 47 ml H3sPO4 (w = 85 %)
bylo smiseno a doplnéno destilovanou vodou do objemu 2 1.

Barvici roztok CBB R-250 — 2 g CBB R-250, 900 ml methanolu a 300 ml kyseliny
octové byly smiseny a doplnény destilovanou vodou do celkového objemu 2 1.
Odbarvovaci roztok B: 200 ml kyseliny octové a 800 ml methanolu bylo smiseno

a doplnéno destilovanou vodou do objemu 2 1.

Roztoky pouzité pro barveni stiibrem:

Fixac¢ni roztok: 100 ml methanolu, 24 ml kyseliny octové a 100 ul formaldehydu
bylo smiseno a doplnéno destilovanou vodou do objemu 200 ml.

Senzitiza¢ni roztok: 20 mg Na»S203 bylo rozpusténo destilovanou vodou a
doplnéno do objemu 100 ml.

Barvici roztok: 200 mg AgNOs a 75 pl formaldehydu bylo smiseno a doplnéno
destilovanou vodou do objemu 100 ml.

Vyvijeci roztok: 6 g NaxCOs; 2,5 ml senzitiza¢niho roztoku a 50 pl formaldehydu
bylo smiseno a doplnéno destilovanou vodou do objemu 100 ml.

Roztok zastavujici vyvijeni: 24 ml kyseliny octové a 100 ml methanolu bylo
smiseno a doplnéno destilovanou vodou do objemu 200 ml. Alternativné lze

k zastaveni vyvoje zbraveni pouzit roztok EDTA o koncentraci 50 mmol-I™.

3.2.6.3.2Barveni Coomassie Brilliant Blue

Gely byly barveny dvéma technikami vyuZzivajici na proteiny se vazajici barvivo
Coomassie Brilliant Blue. Po elektroforetické separaci byly gely vyjmuty z aparatury a
po oznaceni jejich orientace byly ihned umistény do fixacniho roztoku po dobu
15-30 minut a nésledné byly gely promyty deionizovanou vodou celkem tfikrat po dobu
15 minut. Gely byly umistény do barviciho roztoku CBB-R250 po dobu 30-60 minut
Vv zavislosti na pozadované intenzité pasii a po inkubaci v barvicim roztoku byly gely
pfemistény do odbarvovaciho roztoku B, dokud nebyla vymyta barva pozadi gelu o

pozadovaném kontrastu v porovnani s vizualizovanymi pasy. Barveni roztokem koloidni
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CBB-G250 probihalo obdobn¢ jako barveni pomoci CBB-R250 s tim rozdilem, Ze byly
gely umistény do barviciho roztoku pfes noc a druhy den byly odbarvovany
odbarvovacim roztokem A. V piipad¢ nedostatecného odbarveni pozadi gelu byla
prodlouzena doba inkubace v odbarvovacim roztoku, a dale byla zvySena frekvence
obmény roztoku za Cisty odbarvovaci roztok A. Dokumentace gelti byla provedena
pomoci skenovaciho pfistroje Gel Doc EZ Imager a ziskané elektroferogramy byly dale

vyhodnoceny v programu Image Lab.

3.2.6.3.3Detekce stiibrem
Gely byly po separaci fixovany a promyty obdobné jako u pfedchozich barvicich technik.

Takto pfipravené gely byly nasledné umistény do senzitizaéniho roztoku po dobu 5 minut.
Po kratkém promyti v deionizované vod¢ byly gely piremistény do barviciho roztoku po
dobu 20 minut za stdlého michani ve tmé. Déle nasledovalo promyti v destilované vodé
aumisténi gelti do vyvijeciho roztoku do té doby, nez bylo docileno pozadované intenzity
obarvenych proteinovych pasu, coz trvalo pfiblizné 1-2 minuty. Zastaveni zbarveni bylo
provedeno umisténim gel do roztoku zastavujictho vyvijeni. Vizualizované pasy

proteind byly skenovany a vyhodnocovany obdobné jako u predeslych barvicich technik.

3.2.7 ldentifikace bakterie Paenibacillus larvae polymerazovou

retézovou reakci
K identifikaci P. larvae byla pouzita polymerazova fetézova reakce, pomoci niz byla
amplifikovana specificka oblast v genomu této bakterie. Celkovy postup této konkrétni
identifikace a sekvence oligonukleotidll pouZitych pro ohranic¢eni vysledného amplikonu

byl pfevzat od Dobbelaere (2001).

3.2.7.1 Roztoky vyuzité pri polymerazové retézové reakci

— 50x TAE pufr—121 g Tris-HCI; 28,55 ml ledova kyselina octova; 7,306 g EDTA;

doplnéno destilovanou vodou do 500 ml a sterilizovano autoklavovanim.

- 0,8% (w/v) agarosovy gel — 0,8 g agarosa; 100 ml TAE pufr, 3 ul barvivo GelRed
3.2.7.2 lIzolace DNA z bakterie Paenibacillus larvae
Bakteridlni kolonie jednodennich Cerstvych kultur na miskach byly bakteriologickou
klickou preneseny do 100 pl sterilni deionizované vody. Nasledné byly vzorky zahtaty
na 100 °C za neustalého promichdvani po dobu 10 minut. Po uplynuti doby inkubace byla
smés centrifugovana po dobu 2 minut pii 11 000 x g. Po centrifugaci byl odebran

supernatant, ktery byl nasledné ptenesen do Cisté sterilni mikrozkumavky.
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3.2.7.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Ke spektrofotometrickému stanoveni koncentrace DNA ve vzorcich izolatl byla pouzita
desticka Take-3 a multifunkéni reader Synergy H1. Na desti¢ku byl nejprve v duplikatu
nanesen slepy vzorek (blank) vobjemu 2 pul, ktery obsahoval pouze sterilni
deionizovanou vodu. Vzorky byly nasledné také naneseny vzdy v duplikatu ve stejném
objemu jako blank. Byla méfena absorbance vzorku pii vinovych délkach 260 nm a 280 m
a pomérem Aeo/A2go byla stanovena ¢istota DNA, a dale software uréil koncentraci DNA

ve vzorku.

3.2.7.4 Priprava PCR smési

Komponenty pro PCR smés byly smichany (viz Tab. 4) a v objemu 12,5 ul davkovany
do mikrozkumavek v pasu (strip). Vzorky DNA byly zfedény PCR vodou tak, aby se
vyslednd koncentrace DNA pohybovala v okoli 100 ng-pl™. Jako negativni kontrola byla
pouzita PCR voda v objemu pfidavané DNA, tedy 1 pl a pozitivni kontrola byla ziskana
vyizolovanim DNA z referenénich kmenti P. larvae genotyptt ERIC I a ERIC IL

Sekvence pouzitych nukleotidi je specifikovana v Tab. 3.

Tab. 3 Sekvence oligonukleotidi vyuzivanych k identifikaci P. larvae (de Graaf et al., 2006)

Nazev Sekvence Velikost vysledného
amplikonu (bp)

1106

AFB-FW 5-CTTGTGTTTCTTTCGGGAGACGCCA-3'
AFB-RW 5-TCTTAGAGTGCCCACCTCTGCG-3'

Tab. 4 SloZeni reakéni smési pro PCR identifikaci P. larvae

Slozka Objem na jednu reakci (pl)
PCR voda 4,25
Primer AFB-FW 0,50
Primer AFB-RW 0,50
GoTaq polymerase premix 6,25
DNA (100 ng- ) 1,00

3.2.7.5 Podminky PCR reakce

Smés obsahujici vSechny pfislusné slozky PCR reakce se promichala na tfepacce a
nasledné zcentrifugovala po dobu 30 sekund pii 4 000 x g. Strip byl nasledné umistén do
termocykléru a po nastaveni programu (Tab. 5) pro identifikaci P. larvae byl proces
spustén (de Graaf et al., 2013).
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3.2.7.6 Provedeni a detekce PCR produkti agarosovou elektroforézou
Nejprve byl piipraven agarosovy gel podle instrukci (kapitola 3.2.7.1) a po zahrati
v mikrovinné troub¢ byl nalit do elektroforetické vany a do gelu byl ponofen hiebinek.
Po ztuhnuti gelu byla vana pienesena do elektroforetické komory a po vyndani hiebinku
byl prostor vyplnén 1x TAE pufrem. Do jamek umisténych dale od anody byl aplikovan
cely objem PCR produktd (pfiblizné 11 pl) a také marker (3 ul) o rozsahu 0,1-10,0 kb.
Elektroforetické déleni probihalo za konstantniho napéti 80 V po dobu piiblizné¢ 45
minut. Po elektroforetické separaci byl gel vyjmut z aparatury, pfenesen na tmavou
podlozni desku uré¢enou k UV detekci a pasy byly vizualizovany a vyhodnoceny pomoci
pfistroje Gel Doc EZ Imager.

Tab. 5 Jednotlivé korky, Casy a teploty procesu PCR identifikace P. larvae

Krok Teplota (°C) Cas (min)

Prvni denaturace 95 2

Denaturace 93 1

Hybridizace 55 0,5

Elongace 72 1

Posledni cyklus 72 5

Ochlazeni 4 do ukonceni programu
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace parametru kultivace bakterie Paenibacillus larvae se
zamérenim na sekre¢ni proteiny a peptidy

Pro kultivaci byla vybrana média MYPGP a J, ktera se pro studium a kultivaci bakterie

P. larvae standardn¢ pouzivaji (de Graaf et al., 2013). Byly sledovany ¢tyii parametry,

kterymi je mozné charakterizovat rtist mikroorganismu v médiu a to: rustova kiivka

v médiich, obsah celkovych proteini v médiu a zména pH béhem kultivace a dale byla

stanovena zivotnost bunék v narostlych kulturach.

4.1.1 Stanoveni ristovych kiivek bakterie P. larvae

Ristové kiivky byly stanoveny pro oba genotypy P. larvae ERIC | a ERIC Il v médiu
MYPGP aJ. Byl porovnan vliv pH média na rust bakterii, a predevsim tedy doba, béhem
které dosdhne rist stacionarni faze. Experiment byl realizovéan v ¢istych médiich a poté
v médiich ve kterych bylo pH upraveno (pomoci KOH) na hodnotu 7,3. Optimalni
podminky rastu bakterie jsou takové, ve kterych dojde k prechodu zlag faze do

logaritmické faze nejdiive a ndsledné dochazi k ustaleni rstu ve stacionarni fazi.
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Obr. 7 Rustové kiivky bakterie P. larve genotypu ERIC | (El) a ERIC Il (EIl) v MYPGP médiu
(M) a vJ médiu (J) s upravenym pH (P) a neupravenym pH (NP).

Na Obr. 7 je zobrazen graf rustovych kiivek, ze kterych vyplyva, ze nejrychlejsiho
nastupu logaritmické faze ristu dosahla bakterie P. larvae genotypu ERIC I kultivovana
vV MYPGP médiu s upravenym pH, a to jiz po 15 hodinach kultivace, pficemz ptechod do

staciondrni faze nastal po 31 hodindch od kultivace. Obdobny zavér lze vyvodit také
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v piipadé¢ genotypu ERIC II (v MYPGP médiu supravenym pH), jehoz pocatek
logaritmické faze nebyl zachycen vlivem prodlevy v méfeni, ale pfibliznd doba se
pohybuje mezi 20-25 hodinou od kultivace a doba pfechodu do stacionarni faze byla
piiblizné po 29 hodinach od kultivace.

V posledni stacionarni fazi dochéazi ke zvySovani koncentrace metaboliti v ristovém
médiu a vlivem kumulace toxickych metabolitli dochazi k bunééné smrti a 1yzi bakterialni
kultury (Hahn-Hagerdal et al., 2005). Pfekro¢enim doby kultivace by tedy vysledek mohl
byt zkreslen o intracelularni proteiny, které by se pfi lyzy bun¢k dostavaly do média.

V ptipad¢ kultivace v J médiu s upravenym pH byla situace obdobna, jelikoz jako
prvni dosahl ptechodu do logaritmického ristu genotyp ERIC I (pfiblizné 25 hodin od
pocatku kultivace) a vzapéti nasledoval genotyp ERIC II (pfiblizné 30 hodin od pocatku
kultivace) a staciondrni faze bylo u obou genotypt dosazeno ptiblizné po 40 hodinach od
kultivace. Béhem kultivace v MYPGP a J médiu bez upravy pH byl rtst opozdén, a to
nejvice v pripad¢ genotypu ERIC II, jenz byl kultivovan vJ médiu s piechodem
k logaritmické fazi po 55 hodinach od kultivace a ke stacionarni fazi az po 70 hodinach
od kultivace.

Z naméfenych dat tedy vyplyva, ze optimélnich podminek ristu pro oba studované
genotypy bakterie P.larvae je dosazeno v MYPGP médiu s upravenym pH a tato

skute¢nost souhlasi s poznatky dosazenymi Vv jinych pracich (Hrabak, 2007).

4.1.2 Zména pH v médiich béhem kultivace

Jelikoz je pH dilezitym rdstovym a stresovym faktorem, byla hodnota pH médii métena
Vv pribéhu kultivace. Média bez tipravy pH vykazovala hodnotu pH v okoli 6,3 a u jedné
sady médii bylo pH navySeno pomoci KOH na hodnotu 7,3. Vzhledem k tomu, Ze nebylo
instrumentalné mozné pH kontinualné méftit, byla jeho hodnota zmétena vzdy na pocatku
experimentu, poté po piechodu do logaritmické faze rstu, a nakonec béhem stacionarni
faze ristu (pfipadné€ az po péti dnech od kultivace). Velkd zména pH kopiruje ristové

ktivky a doklada pribéh logaritmické faze rist bakterie za danych podminek.
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Obr. 8 Zména pH v prabéhu kultivace bakterie P. larvae genotyp ERIC | (El) a ERIC 1l (EIl)
VvV MYPGP médiu (M) s upravenym pH (P) a neupravenym pH (NP).
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Obr. 9 Zména pH v prubéhu kultivace bakterie P. larvae genotyp ERIC I (El) a ERIC 11 (Ell) vJ
médiu (J) s upravenym pH (P) a neupravenym pH (NP).

Na Obr. 8 a9 je bodovy graf prubéhu zmény pH béhem kultivace obou genotypt P. larvae
v médiich MYPGP (Obr. 8) a J (Obr. 9) supravenym pH a s pH bez tpravy. Pribéh
zmény pH je nejzietelngjsi u genotypu ERIC I kultivovaném v MYPGP médiu
s upravenym pH (znak modrého kolecka), kdy je piivodni hodnota pH 7,3 po jednodenni
kultivaci snizena na pH 6,6 a nasledn¢ po dosazeni druhého dne kultivace se pH ustalilo
na hodnoté¢ 6. Tento vysledek souhlasi s ristovou kiivkou (Obr. 7), jelikoz prudka zména
pH odpovida pribéhu logaritmické faze a ustaleni pH odpovidéa dob¢ stacionarni faze, ve

které se jiz signifikantni zména pH neocekava. Obdobny trend je mozné pozorovat u
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genotypu ERIC I kultivovaného v J médiu s upravenym pH, nicméné v tomto piipade
nebyla zachycena prudka zména pH. V piipadé genotypu ERIC Il byla v obou piipadech
(v MYPGP a J s upravenym pH) pozorovana po jednodenni kultivaci mirna zména pH do
bazické oblasti (7,4) od ptivodniho pH, ale ve druhém dni kultivace jiz pH dosahovalo
stabilni hodnoty v okoli pH 6,1. Co se tyce situace zmény pH v médiich bez upravy pH
doslo mezi dobou na zacatku kultivace a tfi dni od zapoceti kultivace ke zméné¢ pH
z hodnoty 6,3 na hodnotu pfiblizné 5,6. Nejedna se tedy o tak signifikantni rozdil jako je
tomu v ptipad¢€ médii s upravenym pH.

Z hlediska optimalniho pH pro rust se P. larvae fadi mezi neutrofilni bakterie (Bulla
et al., 1970). Tato skute¢nost byla potvrzena, jelikoz v médiich s upravenym pH, blize
oblasti neutralniho pH, byl prokazan rychlejsi riist obou genotyput P. larvae viz ristové
ktivky (kapitola 4.1.1, Obr. 7) a pH bylo po dosazeni stacionarni faze rastu ustaleno na
hodnoté kolem pH 6. Podle poznatkll dle Hrabak (2007) je ziejmé, ze P. larvae neni
schopen rustu pfi pH nizS§im nez 6 a v takto kyselém prostfedi dochazi k lyzy bunék.
Nizké pH piisobi jako stresovy faktor, ktery mize iniciovat pfechod aktivnich bunék do
stadia spor (Hasemann, 1961; Bulla et al., 1970), ptsobit jejich lyzy (Dingman a Stahly,
1983), anebo indukovat temperovaného faga (Hrabak, 2007). V této praci nebyla
piitomnost temperovaného faga studovana. Podle grafu (Obr. 8 a 9) 1ze vidét, ze P. larvae
je schopen rist i v kyselém pH, které ve tfetim dni kultivace dosahuje hodnoty 5,6 a

bakterialni buniky za téchto podminek stale vykazuji Zivotaschopnost (viz kapitola 4.1.3).

4.1.3 Kolorimetrické stanoveni Zivotnosti bunék P. larvae v priabéhu

kultivace
Mg¢teni optické hustoty (pti 600 nm) bakterialni kultury neumoziuje stanovit ubytek
zivych bunék. Builkky mohou v nepfiznivych podminkach (sniZzovani pH, kumulace
toxinll) lyzovat, sporulovat, anebo muize dojit k jejich bunééné smrti, avSak pouze
stanovenim optické density (pfipadné méfenim absorbance pii 600 nm) nejsme schopni
tyto stavy, a pfedeviim pomér Zivych ku mrtvym buiikdm zachytit. Zivotnost bunék byla
Vv této praci verifikovana kolorimetrickym stanovenim pomoci resazurinu (Katawera et
al., 2014). Behem kultivace byly odebirany vzorky pro stanoveni Zivotnosti, a to v casech
20, 48 a 72 hodin od poc¢atku kultivace. Pokud byly ve vzorku ptitomny zivé bunky, doslo
k pfeméné modrého resazurinu na rizovy resorufin. V jamkach (viz Obr. 10) s ozna¢enim
2 je dostatecné mnozstvi zivotaschopnych bun¢k jiz po 20 hodinach kultivace, coz

koreluje s rastovou kiivkou odpovidajici genotypu ERIC I kultivovaném v MYPGP
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médiu s upravenym pH, u néhoz doslo po 20 hodinéach k ptechodu do logaritmické faze.
Po 48 hodinach kultivace je zietelna zména zbarveni u vSech jamek mimo sloupec 9
(Obr. 10), ktera odpovida genotypu ERIC II kultivovanému v J médiu bez upravy pH, u
néhoz byla logaritmicka faze dosaZzena az piiblizn€ po 55 hodinach od poc¢atku kultivace,
a proto nebyla koncentrace zivych bunék dostatecnd pro preménu barviva za stanoveny
inkuba¢ni ¢as 30 minut. Rozdilna intenzita zabarveni (od rizové po svétle béZovou) mize
byt zplisobena rozdilnym pH, jelikoZ resazurin je pH indikator, anebo také rozdilnou
hodnotou KTJ (kolonii tvofici jednotka) V testovanych médiich béhem kultivace.
Stanovenim zivotnosti bun¢k pomoci resazurinu nezjistime pomér zivych a mrtvych
bunék, a také neni definovana minimalni koncentrace zivych bunék, jez staci pro zménu

barvy za urcitou dobu kultivace.

Obr. 10 Kolorimetrické stanoveni Zivotnosti v ¢ase kultivace (20,48 a 72 hodin) P. larvae genotyp
ERIC I (EI) aERIC I (EIl) v MYPGP (M) a J médiu (J) s upravou pH (P) a bez Gipravy
pH (NP). Kontrola ¢istého média Al-11, M(P) EI A2-12, M(P) EIl A3-13, J(P) El A4-14,
J(P) Ell A5-15, M(NP) EI A6-16, M(NP) EIl A7-17, J(NP) EI A8-18, J(NP) EIl A9-19.
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4.2 Sestrojeni kalibra¢ni primky pro stanoveni koncentrace celkovych
proteini

Byly pfipraveny proteinové standardy o vzrlstajici koncentraci hovéziho sérového
albuminu (BSA) o koncentraénim rozsahu 100—1000 pg-mlt. Vzorky standardu byly
proméieny Ve Ctyiech technickych opakovanich pti dvou vlnovych délkach a to 450 nm
a 595 m podle protokolu vychézejiciho z upravené metody stanoveni celkovych proteinti
dle Bradforda (1976). Vyhodou této metody je linearni zavislost koncentrace celkovych
proteinii na poméru absorbanci pfi diive zminénych vinovych délkach, ato jak v pracovni
oblasti (0,1 — 1 mg-ml?) tak pti prechodu do niZich ¢&i vyssich hodnot koncentrace (Zor
a Seliger, 1996). Byla sestrojena kalibra¢ni pfimka (Obr. 11) s rovnici y = 1,026x +
0,01136 a hodnotou R? = 0,9958.
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Obr. 11 Kalibra¢ni piimka BSA pro piepocet koncentraci proteini v rozmezi 0,1-1 mg-ml™,
Rovnice pitmky je y = 1,026x + 0,01136 a hodnota R? = 0,9958.

4.3 Volba vhodné srazeci techniky pro izolaci proteini z rastového
média

Bylo otestovany celkem 4 techniky sraZeni proteinti ze tii kultivacnich médii a dale bylo

také porovnano sraZeni proteint z ristového média MYPGP, do kterého byl ptidan roztok

BSA pro stanoveni navratnosti srazeni riznymi technikami. Statistické rozdily byly

stanoveny jednocestnou analyzou rozptylu (one-way ANOVA) pomoci programu

Statistica 13.
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Obr. 12 Koncentrace celkovych proteini v médiich MYPGP, J a LB, sraZzenych pomoci
methanolu (MeOH), methanolu s ptidavkem B-merkaptoethanolu (MeOH/BME),
acetonu s kyselinou trichloroctovou (Ac/TCA) a pomoci acetonitrilu s kyselinou
trifluoroctovou (AcN/TCA), n = 4.

Technika sraZeni proteinii pomoci acetonitrilu a kyseliny trifluoroctové (AcN/TFA) je
vyhodné predevS§im malou ¢asovou naro¢nosti (neni nutnd inkubace pies noc) a je vhodna
pro srazeni proteint nad 50 kDa, pficemz peptidy o molekulové hmotnosti pod 10 kDa
zustavaji rozpustény v supernatantu (Chertov et al., 2004). Technika sraZzeni pomoci
AcN/TFA se vsak pfili§ neosvédcila, jelikoz bylo z médii vysrdZzeno mén¢ proteinli nez
pomoci techniky vyuZivajici ke srdZeni methanol, piipadné¢ methanol s pfidavkem
B-merkaptoethanolu (MeOH/BME), coz je patrné ze statisticky vyznamnych rozdilt mezi
pramérnymi hodnotami (p < 0,05). Témét stejnych vysledkt jako pii vyuziti techniky
AcN/TFA bylo dosazeno srazenim pomoci acetonu s kyselinou trichlorocotovou
(Aceton/TCA) jelikoz primérné hodnoty koncentraci nevykazovaly statisticky vyznamné
rozdily (p > 0,05). Fic et al. (2010) vyuzivaji v protokolu ke srazeni pomoci Ac/TCA také
ptidavek dithiotreitolu (DTT). Bylo otestovano, jaky vliv bude mit pfidavek obdobného
redukéniho ¢inidla tedy BME na mnozstvi vysraZenych proteinli z ristového média.
Technika sraZeni pomoci methanolu a methanolu s koncentraci 20 mmol-I* BME se
ukazala byt pro srazeni proteint z ristového média nejvhodnéjsi, jelikoz bylo dosazeno

precipitace nejvétsiho mnozstvi proteind (viz Obr. 12) a mezi praimérnymi hodnotami
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koncentraci proteinti, které byly témito technikami dosaZeny, nebyly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily (p > 0,05).

Dale bylo ovéreno, jaké mnozstvi BSA pifidaného do média je mozné jednotlivymi
technikami vysrazet z MYPGP média. Do MYPGP média bylo piidano takové mnozstvi
BSA, aby jeho celkova koncentrace v médiu ¢&inila 0,3 mg-ml™L. Na Obr. 13 je graf, na
némz je porovndna koncentrace proteind, jiz bylo dosazeno precipitaci proteini z média

o daném piidavku BSA.
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Obr. 13 Porovnani vyt&zku srazeni proteint z MYPGP média s koncentraci 0,3 mg-ml* albuminu
ve formé koncentrace celkovych proteinii mezi jednotlivymi sraZecimi technikami:
pomoci methanolu (MeOH), methanolu s pfidavkem B-merkaptoethanolu (MeOH/BME),
acetonu s kyselinou trichloroctovou (Ac/TCA) a pomoci acetonitrilu s kyselinou
trifluoroctovou (AcN/TCA), n = 5.

Meéritkem efektivity sraZzeni BSA z MYPGP byla hodnota navratnosti (recovery), kterd
byla stanovena pomérem vysrdzeného mnozstvi proteinii ku znamému mnozstvi BSA
pfidaného do média (viz Tab. 6). Technika srdZeni methanolem (MeOH) je efektivné;si
nez alternativni sraZeni MeOH/BME a také nez srdZeni Ac/TCA, jelikoZ mezi praméry
hodnot koncentrace je statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05). SrdZeni technikou
MeOH/BME a AcN/TFA ma stejnou efektivitu, jelikoZ priméry hodnot neposkytuyi
statisticky vyznamné rozdily (p > 0,05). Vzhledem k témto vysledkim byla pro dalsi
srazeni vzorkli médii s extraceluldrn€ sekretovanymi proteiny vyuzita technika

vyuzivajici ke srazeni Cisty methanol.
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Tab. 6 Hodnoty navratnosti (pramér + smérodatna odchylka, n = 5) pro jednotlivé techniky
srazeni albuminu z MYPGP média.

Technika srazeni Navratnost (%)

MeOH | 67,32+7,26
MeOH/BME | 31,17+ 6,40
Ac/TCA | 47,10 + 4,97
AcN/TFA | 33,93+ 5,43

4.3.1 Koncentrace celkovych proteinii béhem kultivace

Zgrafu (Obr. 14) je patrné, ze béhem jednotlivych dni kultivace dochéazi ke
kontinudlnimu navySovani koncentrace proteini sekretovanych bakterii do média, jelikoz
byly spoc¢teny signifikantni statistické rozdily mezi praméry hodnot koncentrace proteint
(p < 0,05), které jsou v grafu demonstrovany V piipadé genotypu ERIC I v MYPGP
médiu s upravou pH. Dale byla naméiena vétsi koncentrace proteinti v prvnim dni
kultivace u obou genotypt bakterie P. larvae v médiich s upravenym pH nez u téch, které
byly kultivovany v médiich bez Gpravy pH, coz je opét doloZeno statisticky vyznamnym
rozdilem primémych hodnot koncentrace u genotypu ERIC I v MYPGP médiu
(p <0,05). V prvnim dni kulitvace nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily
v koncentraci mezi jednotlivymi médii, ale ani mezi genotypy (p > 0,05). Produkci
proteinli bylo tedy moZzno ve vSech ptipadech pozorovat jiz po prvnim dni kultivace
nehledé¢ na ptvodni hodnotu pH média. Ve druhém dni kultivace byl pozorovan
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) pouze mezi koncentraci, jez byla stanovena u
genotypu ERIC Il v J médiu bez upravy pH a koncentracemi ostatnich skupin, ale mezi
ostatnimi skupinami mezi sebou byl rozdil statisticky nevyznamny (p > 0,05). Ve tfetim
dni kultivace byla pozorovana vys$si koncentrace proteini v médiich s Gpravou pH u
genotypu ERIC | vJ i MYPGP médiu oproti médiim bez tpravy pH, jelikoz hodnoty
koncentrace byly statisticky vyznamné odlisné (p < 0,05), ale mezi jednotlivymi meédii J
a MYPGP s upravenym pH nebyla pro genotyp ERIC I statisticky vyznamna odliSnost
hodnot pozorovéna (p > 0,05). Kontinualni zvySovani koncentrace proteinii v médiich
muZe znamenat, Ze bakterie sekretuje do média proteiny a peptidy i v priab&hu stacionarni
faze (Johnston et al., 2015), anebo se muze jednat o stav, kdy zac¢inaji bakterialni buiky
lyzovat a v médiu se tedy zvysuje koncentrace proteind intracelularnich (Hrabak, 2007),

jez vsak nebyly pfedmétem zajmu této prace. Podle Hrabak (2007) dochazi béhem
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kultivace bakterie P. larave (nespecifikovaného genotypu) v médiich s upravenym pH ke
stagnaci zmén v Koncentraci proteind, pfiblizné po jednom dni kultivace. V piipadé médii
bez upravy pH dochazi v ptipad¢ jeho experimentu ke skokovému zvySeni koncentrace
proteintt mezi 40 a 60 hodinou od kultivace, pfi¢emz je tato skutecnost zdivodinovana

prave lyzi bakterialnich bunék (Hrabak, 2007).

p=0,0139
——— p=0,0154
25 p =0,0060 - 00001 E— = M(P)EI
| | =3 M(P)EIl
[ | JI'
20 -} {_ = J(P) El
p=0,0139
A S p=0,0233 {- 1 J(P) Ell
15- B M(NP) El
E b=0.1971 J[ ] Em M(NP)EI
2 |- Il
o 104 _I_ B J(NP) EI
} B J(NP) EI
5_

0 T T T
N ‘v -}

Den kultivace

Obr. 14 Koncentrace sekretovanych proteintt v médiich béhem kultivace P. larvae. genotyp
ERIC 1 (El) a ERIC Il (EIl) v MYPGP (M) a J médiu (J) s upravenym pH (P) a
neupravenym pH (NP), n = 3.

4.4 Separace proteini pomoci SDS-PAGE a jejich vizualizace

4.4.1 Porovnani jednotlivych barveni pro vizualizaci separovanych
proteinii
Proteiny izolované z ristovych médii byly lyofilizovany a nasledné rozpustény v 500 pl
0,2 mol-I™ Tris-HCl (pH 8,2), anebo piipadné piimo ve 200 ul vzorkovaciho pufru. Takto
zpracované vzorky byly nanaSeny do jamek polyakrylamidového gelu a po
elektroforetické separaci byly porovnany tfi techniky vizualizace separovanych
proteinovych pasi na gelech. Standardni protokol barveni pomoci CBB R-250
vychazejici z protokolu dle Schiagger (2006) se ukazal jako dostate¢ny, jelikoz byly
vizualizovany jednotlivé pasy proteint (viz Obr. 15). Barveni pomoci koloidniho barveni

CBB G-250 (viz Obr. 16) vedlo k obarveni vétsiho mnozstvi proteint, nez pii barveni
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CBB R-250. Posledni porovnavanou technikou bylo barveni stiibrem (Obr. 17), které by
mélo dosahovat nejvyssi citlivosti, ktera vSak zavisi na obsahu redukujicich aminokyselin
v proteinech (Schagger, 2006). Vzhledem k mnozstvi vizualizovanych proteinovych past
a také s ptihlédnutim k ¢asové ndro€nosti postupu byla pro naslednou vizualizaci vzorkl
zvolena technika barveni koloidnim CBB G-250, kterou bylo mozno identifikovat
nejvetsi mnozstvi proteinovych past. Jako reprezentativni vzorky pro porovndni
barvicich technik byly vybrany vzorky proteinli izolované ze tfidennich kultur obou

genotypu P. larvae, kultivovanych v MYPGP a J médiu s upravenym pH (Obr. 15-17).

1 2 4 5 ——

Obr. 15 Barveni CBB-R250. Vzorky proteint z tfidennich kultur v médiich s upravenym pH:
genotyp ERIC | v MYPGP médiu (2), genotyp ERIC | v J médiu (3), genotyp ERIC Il
v MYPGP médiu (4) genotyp ERICII v J médiu (5).
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Obr. 16 Barveni koloidnim CBB. Vzorky proteint z tféidennich kultur v médiich s upravenym pH:

genotyp ERIC | v MYPGP médiu (2), genotyp ERIC | v J médiu (3), genotyp ERIC 1I
Vv MYPGP médiu (4) genotyp ERIC Il v J médiu (5).

250 kDa

150 kDa
100 kDa

75 kDa

50 kDa

37 kDa

Obr. 17 Barveni stfibrem. Vzorky proteinti z téidennich kultur v médiich s upravenym pH:
genotyp ERIC | v MYPGP médiu (2), genotyp ERIC | v J médiu (3), genotyp ERIC Il

v MYPGP médiu (4) genotyp ERIC Il vJ médiu (5). Izolované proteiny z Cistého
MYPGP média (6) a J média (7).
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4.4.2 Porovnani sekrece proteinii obou genotypi P. larve do ristovych
médii

Porovnani sekrece proteini obéma genotypy P. larvae do MYPGP a J média s upravenym
¢1 neupravenym pH spocivalo ve srovnani poctu a intenzity jednotlivych vizualizovanych
proteinovych past, ale také ve sledovani, v jakém case kultivace je mozné je detekovat.
Na nasledujicich elektroferogramech je vidét porovnani proteini izolovanych v prvnim,
druhém a tfetim dni kultivace z média J (Obr. 19) a MYPGP (Obr. 20). Z téchto dvou
elektroferogramt jasné vyplyva, Ze vétsi mnozstvi proteinovych pasi (a také o vyssi
intenzit€) 1ze identifikovat na médiich s upravenym pH a to jak u MYPGP tak u J média.
Z tohoto diivodu byl podrobngj$i popis proteinovych past proveden na shrnujicim
elektroferogramu (Obr. 21), na némz byly vizualizovany proteiny izolované z médii
s upravenym pH. Pfibliznd molekulovd hmotnost byla urcena vyhodnocenim relativni
mobility proteinovych pasii standardu a vzorkli programem Image Lab 6 a byla vynesena
zavislost (Obr. 18) relativni mobility na molekulové hmotnosti, ktera byla spoc¢tena
pomoci rovnice kiivky y = 37,505x 1% a R? = 0,9972. Tato kiivka odpovida podminkam
pro jeden elektroferogram (Obr. 21) a z divodu rozdilnych podminek separace je nutné
tuto kalibra¢ni kiivku stanovit pro kazdy gel zv1ast.

1
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0,4

Relativni mobilita

0,3

0,2 e,

0,1 .

0
0 50 100 150 200 250 300
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Obr. 18 Kalibra¢ni kiivka zavislosti relativni mobility proteini na molekulové hmotnosti.
Rovnice piimky y = 37,505x 115 a R? = 0,9972. Vyhodnoceni pro elektroferogram na
Obr. 21.
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Obr. 19 Elektroferogram s proteiny sekretovanymi P. larvae genotypy ERIC | (El) a ERIC II
(EIN) izolovanymi z J média s upravenym pH (P) a neupravenym pH (NP): standard (1);
kontrola J médium (2); jednodenni kultivace genotypu EI (3) a EII (4); dvoudenni
kultivace EI-P (5), EI-NP (6), EII-P (7) a EII-NP (8); tfidenni kultivace EI-P (9), EI-NP
(10), ENI-P (11) a EII-NP (12).

1d kijltivace 2d kultivace 3d kultivace

Obr. 20 Elektroferogram s proteiny sekretovanymi P. larvae genotypy ERIC | (El) a ERIC II
(Ell) izolovanymi z MYPGP média s upravenym pH (P) a neupravenym pH (NP):
standard (1); kontrola MYPGP médium (2); jednodenni kultivace genotypu EI (3) a EII
(4); dvoudenni kultivace EI-P (5), EI-NP (6), EII-P (7) a EII-NP (8); tfidenni kultivace
EI-P (9), EI-NP (10), ElI-P (11) a EII-NP (12).
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Obr. 21 Elektroferogram s proteiny sekretovanymi P. larvae genotypy ERIC I (El) a ERIC II
(EIT) izolovanymi z MYPGP (M) a J média (J) s upravenym pH v prabéhu kultivace:
standard (1), jednodenni kultivace v MYPGP EI (2), EIl (3) a v J EI (4) a EII (5);
dvoudenni kultivace v MYPGP EI (6), EIl (7) a v J EI (8) a EII (9); tfidenni kultivace v
MYPGP EI (10), Ell (11) av J EI (12) a Ell (13).

Z elektroferogramu (Obr. 21) vyplyva, Ze prvni proteinové pasy lze identifikovat jiz po
jednom dni kultivace, ato v pouze v ptipadé genotypu ERIC I. V MYPGP médiu se jedna
o proteinovy pas s piibliznou molekulovou hmotnosti 132 kDa a déle intenzivnéjsi pas
s pfibliznou molekulovou hmotnosti 92 kDa (a dale pak nékolik past v oblasti 75—
50 kDa). V J médiu lze také pozorovat u genotypu EI viditelné proteinové pasy jiz pti
kultivace se intenzita a pocet proteinovych pasi zvysuje V piipadé obou kultivacnich
médii a u genotypu ERIC Il v MYPGP médiu Ize detekovat prvnich 14 proteinovych
past. Lze pozorovat rozdily mezi genotypy EI a EIl, naptiklad intenzita pasti s ptibliznou
molekulovou hmotnosti 74, 56 a 41 kDa je vyrazné vyssi u genotypu ERIC I nez u
ERIC IT a jest€¢ s mensi intenzitou lze tyto pasy najit i u genotypu ERIC | v J médiu.
Hrabak (2007) nalezl pomoci zymografické analyzy sekre¢nich produktd P. larvae na
gelu proteiny s proteasovou aktivitou (hydrolyza Zelatiny) o zminénych molekulovych
hmotnostech, pfi¢emz také pozoroval zvySujici se intenzitu téchto past v prubéhu

kultivace. Dale byl identifikovan proteinovy pas s pfibliznou molekulovou hmotnosti
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49 kDa detekovany u genotypu ERIC | i ERICII, ktery by mohl obsahovat chitin
degradujici protein PICBP49, jenz byl popsan a identifikovan v okoli 49 kDa (Garcia-
Gonzalez et al., 2014b). Podle znalosti sekvence genu (Djukic et al., 2014; Garcia-
Gonzalez et al., 2014b), jenz koduje cytotoxin PIx1 u genotypu ERIC I, byla uréena
hodnota molekulové hmotnosti (pomoci online prekladace genu:
https://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html) na 111 kDa. Genem kodujicim tento
cytotoxin disponuje pouze genotyp ERIC I (Djukic et al., 2014) a proteinovy pas v okoli
110 kDa byl detekovan pouze u genotypu ERIC | v MYPGP médiu od druhého dne
kultivace.

Vzhledem k tomu, Ze nebyla lyze bunék béhem kultivace ovétena, nelze pficitat
proteinim vizualizovanym na gelech pouze extracelularni charakter. Nicméné zde je
korelace mezi proteiny identifikovanymi v této praci a v dalSich védeckych publikacich
ve smyslu molekulové hmotnosti (jenz je vzhledem k metod¢ jejiho uréeni pouze
piibliznd) a také s ohledem na produkci riznych proteini obéma genotypy P. larvae. Pro
verifikaci konkrétniho proteinu na gelu by bylo nutné provést detekci s ptislusnou
protilatkou, ptfipadné ovéfit aktivitu téchto proteind (proteolyticka ¢i chitin degradujici)
pomoci zymografick¢é analyzy, nebo proteiny identifikovat pomoci hmotnostni
spektrometrie.

Vzhledem ke koncentraci celkovych proteinii v médiich (viz kapitola 4.3.1) by se
zdalo, Ze by méla byt intenzita proteinovych past v piipadé proteinil izolovanych z médii
s upravenym a neupravenym pH podobna, jelikoz se v nich koncentrace proteint prilis
nelisi. Avsak jiz na prvni pohled je mezi nimi velky rozdil a vice proteinovych past o
vétsi intenzité 1ze detekovat vzdy vyhradné v pfipad€ médii s ipravou pH. Nabizi se tedy
vysvétleni v podobé zvysené aktivity proteas, jejichz pH optimum lezi v kyselé oblasti
(Dancer a Chantawannakul, 1997), ktera pftislusi pravé médiim bez tpravy pH a po
proteolytické aktivité (Dancer a Chantawannakul, 1997; Rao et al., 1998) nejsou
naStipané proteiny a peptidy zachycené na gelu, zatimco metodou Bradforda je jejich

koncentrace spektrofotometricky stanovitelna (Congdon et al., 1993).

4.5 ldentifikace bakterie Paenibacillus larvae metodou PCR

Na identifikaci bakterie P. larvae pomoci PCR byla pouzita metodika podle (Dobbelaere
et al., 2001). Identifikace byla provadéna za tcéelem verifikace pfitomnosti bakterie
P. larvae na kultiva¢nich miskach v prabéhu piechovavani této bakterie, ale také béhem

kultivace. Podezieni na potencidlni kontaminaci souviselo obvykle s rozdilnym vzhledem
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kolonii pfechovavané bakterie, absenci specifického zapachu, ktery je pro rist bakterie
P. larvae typicky (Bailey, 1963; Hansen a Brodsgaard, 1999; de Graaf et al., 2006), ale
také byla identifikace provadéna jako rutinni ovéfeni pfitomnosti bakterie P. larvae.
Dobbelaere (2001) specifikuje vysledny produkt PCR reakce jako amplikon o velikosti
1106 bp. Vzorky DNA byly pfed smisenim s reakéni smési nafedény z pivodni
koncentrace na koncentraci 100 ng-ml. Ze zdznamu z agarosové elektroforézy (Obr. 22)
je patrné, Ze je vysledny amplikon totozny u kontroly (referenéni DNA bakterie P. larvae
genotypu ERIC II) a u vzorku 3 (kultura P. larvae ERIC I) a 4 (kultura P. larvae ERIC I1),
které pochazely z kultivaénich misek. Vzorek 2 obsahoval DNA neznamé bakterie,
k jejimuz rastu doslo na miskach, které byly kultivovany déle neZ 5 dni, a proto zde bylo
zvySené riziko kontaminace, pficemz z obr. vyplyva, Zze neSlo o bakterii P. larvae,
z diivodi absence specifického amplikonu (1106 bp). Kultivaéni média 1 misky
obsahovaly kyselinu nalidixovou v koncentraci 20 ug-ml™, kterou je médium obohaceno
pravé z divodu potlaceni potencialni mikrobialni kontaminace (de Graaf et al., 2013).
Kyselina nalidixova je uc¢inna ptedevs$im proti gram-negativnim bakteriim, zatimco rtst
bakterii gram-pozitivnich je potlaovan méné ¢i viubec, a proto mohla byt kontaminace

prave tohoto ptivodu (Emmerson a Jones, 2003).

1000 bp
500 bp

i

- -

Obr. 22 Elektroferogram s amplikony jednotlivych PCR reakci. Pozitivni kontrola jako referenéni
vzorek P. larvae genotyp ERIC Il (1), neznama bakterie (2), P. larvae ERIC I z kultiva¢ni
misky (3), P. larvae ERIC 11 z kultiva¢ni misky (4), negativni kontrola (5), DNA marker

(6).

59



5 ZAVER

V této bakalaiské praci zaméfené na studium extracelularné sekretovanych proteinu a

peptidt bakterie P. larvae bylo dosazeno nasledujicich vysledki:

V teoretické Casti prace byla vypracovana reserSe se zaméfenim na bakterialni
onemocnéni véely medonosné (Apis mellifera). Hlavnim pfedmétem zajmu byla
bakterie P. larvae, ktera je pfimym ptivodcem onemocnéni moru vcéeliho plodu.
Sekreéni proteiny a peptidy pfisluSnych genotypd bakterie P. larvae byly blize
popsany, byla specifikovana jejich role v mechanismu patogeneze a dale byly
shrnuty metody studia proteind.

V praktické casti byly optimalizovany parametry kultivace obou studovanych
genotypt (ERIC I a ERIC II) P. larvae se zamétenim na sekrecni proteiny,
pfic¢emz se jako idedlni jevi kultivace této bakterie v MYPGP médiu s upravenym
pH na hodnotu 7,3 pomoci KOH. Za téchto podminek bylo nejdiive dosazeno
logaritmické a stacionarni faze bakteridlniho ristu.

Byly porovnany rtizné techniky srazeni proteint z ristovych médii a na zakladé
zjisténych hodnot navratnosti byla jako optimalni vybrana technika srdzeni Cistym
vymrazenym methanolem.

Sekre¢ni proteiny bylo mozné nejlépe vizualizovat na 12% polyakrylamidovém
gelu koloidnim barvenim CBB G-250 jiz po jednom dni od poc¢atku kultivace.
Porovnanim relativni mobility standardi a vzorki na gelech byly u obou genotypt
bakterie P. larvae identifikovany proteinové pasy o molekulovych hmotnostech
74, 56 a 42 kDa odpovidajici molekulovym hmotnostem proteas dfive
identifikovanych u P. larvae. Spole¢ny proteinovy pas pro oba genotypy v oblasti
49 kDa odpovida chitin degradujicimu enzymu PICBP49. Dale byl, pouze u
genotypu ERIC 1, identifikovan proteinovy pés s piibliznou molekulovou

hmotnosti 110 kDa, ktery odpovida cytotoxinu Plx1 specifickému prave pro tento

genotyp.

Molekulové hmotnosti proteinovych past identifikované Vvtéto praci byly

s molekulovymi hmotnostmi diive popsanych proteinti sekretovanych bakterii P. larvae

pouze porovndny a pro presnéjsi ovéteni vysledkid je v budoucnu mozné identifikovat

bakteridlni proteiny pomoci hmotnostni spektrometrie.
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7 Seznam pouZitych zkratek

AA
AFB
AmP
APS
BIS
BME
CAZy

CBB
Cw
EDTA
EFB
ERIC

GH
HR-ESI-MS
LAB

LC

LiDS
LPMO

LT
MYPGP
NCBI
NRPS
NRPS-PKS
oD

akrylamid

american foulbrood (anglicky pieklad moru véeliho plodu)
antimikrobidlni peptidy

persiran sodny

methylenbisakrylamid

betamerkaptoethanol

databaze enzymu degradujicich, tvoficich a modifikujicich glykosidické
vazby

barvivo Coomasie Brilliant Blue

chitin detekujici barvivo Calcofluor White

kyselina ethylendiamintetraoctova

europian foulbrood (anglicky pieklad hniloby v¢eliho plodu)
enterobacterial repetitive intergenic consensus — repetitivni sekvence v
genomu nékterych bakterii slouzici pro genotypizaci
glykosylhydrolasa

vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
lactic acid bacteria (anglicky pteklad bakterii mlécného kvaseni)
letalni koncentrace

dodecylsiran lithny

lytickd polysacharidovy monooxygenasa

letalni Cas

kultivaéni médium

genova databaze National Center for Biotechnology Information
neribosomalni peptidové synthetasy

neribosomalni polyketidové peptidové synthetasy

optical density (optickd hustota)

OmpF/OmpC porinové kanaly

PCP
pl
PKS
PM
SDS

thiola¢ni doména neribosomalnich peptidovych synthetas
isoelektricky bod

polyketidové synthasy

peritrofickd membrana

dodecylsiran sodny
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TE thioesterasova doména neribosomalnich peptidovch synthetas

TEMED Tetramethylethylendiamin
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