UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Mechanismy virulence houby Pseudogymnoascus destructans

— puvodce syndromu bilého nosu netopyri

RIGOROZNI PRACE
Autor: Mgr. Lucia Hronkova
Studijni obor: Biochemie
Forma studia: Kombinovana
Vedouci prace: Mgr. Miroslav Kolarik, Ph.D.

Rok: 2022



Bibliograficka identifikace

Jméno a pifijmeni autora Mgr. Lucia Hronkova
Nazev prace Mechanismy virulence houby P. destructans

-puvodce syndromu bilého nosu netopyru

Typ prace Rigordzni

Pracovisté Laborator genetiky a metabolismu hub,
Mikrobiologicky ustav AV CR

Vedouci prace Mgr. Miroslav Kolafik, Ph.D.

Rok obhajoby prace 2022

Abstrakt

Syndrom bilého nosu (white-nose syndrom, WNS) je plisnové infekéni onemocnéni
hibernujicich netopyrti zpusobené houbou Pseudogymnoascus destructans, ktera je
odpovédna za devastujici pokles populace netopyrt v Severni Americe. Piedlozena
rigorozni prace se soustiedi v teoretické Casti na shrnuti dosavadnich poznatkii o WNS,
plisni P. destructans, principech autofluorescence a principu pouzitych metod.
V experimentalni cCasti se tato prace zabyva identifikaci fluorescenénich proteint
spojenych s WNS pomoci konfokalni mikroskopie, chromatografie na tenké vrstve,
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-
PAGE) a kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS). Pomoci konfokalni
mikroskopie byla zji§téna emisni maxima zdravé a postizené tkan€. Jedno z emisnich
maxim odpovidalo svou vinovou délkou riboflavinu, ktery vSak ve vzorku ktidla netopyra
pozitivniho na WNS u tenkovrstvé chromatografie detekovan nebyl. SDS-PAGE byla
vybrana pro detekci fluorescencnich vysokomolekularnich latek, které se ve vzorku bud’
nevyskytovaly nebo byl jejich signal prekryt nadbytkem kolagent a kerating, jejichz
pfitomnost byla potvrzena pomoci LC-MS.
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Abstract

White-nose syndrome (WNS) is a fungal infectious disease of hibernating bats caused by
the fungus Pseudogymnoascus destructans, which is responsible for a devastating decline
in bat populations in North America. The presented rigorous work focuses in the
theoretical part on summarizing the current knowledge about WNS, the fungus P.
destructans, the principles of autofluorescence and the principles of the methods used. In
the experimental part, this work deals with the identification of fluorescent proteins
associated with WNS wusing confocal microscopy, thin layer chromatography,
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was not detected in the WNS-positive bat wing sample by thin-layer chromatography.
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CiLE PRACE

Cilem teoretické Casti této rigordzni prace bylo shrnout poznatky o syndromu bilého
nosu, o puvodu onemocnéni spocivajiciho v infekci psychrofilni houbou P. destructans
a o etiologii a patogenezi choroby, kterd napada netopyry béhem obdobi hibernace.
Syndrom bilého nosu je povazovan za jednu z nejhorSich chorob divoké zvére, ktera
zabila a v souCasnosti stale decimuje miliony netopyri v celé Severni Americe, jejiz
efektivni 1écba neni dosud znama. Posledni Cast teoretického Uvodu je vénovana

pouzitym metodam a jejich charakteristice.

Cilem experimentalni Casti rigordzni prace bylo identifikovat fluorescencni proteiny
spojené s WNS, v ramci autofluorescence lokalizovat a separovat fluorescencni
sloueniny a urcit jejich spektra. SoucCasné s tim se pokusit objasnit jejich

patofyziologické funkce.



1 UvVOoD

White-nose syndrom neboli WNS je onemocnéni zpusobené plisni P. destructans,
které jen na vychodé Spojenych statli americkych do dnesniho dne zabilo stovky tisic
netopyrt. Dosavadni studie naznacuji, ze WNS zpusobil nejdramatictéjsi pokles celkové
populace volné zijicich zivocicht v Severni Americe za poslednich 100 let, coz mize mit
hrozivé dusledky pro zivotni prostiedi. WNS byl nalezen u netopyrt v Evropé, Americe
i Asii. Vzhledem ktomu, Zze netopyii nemigruji mezi svétadily, je vice nez
pravdépodobné, ze byla plisei do Severni Ameriky zavleCena lidmi, pravdépodobné
navstévniky jeskyni. Tento model pfipomina styl Sifeni nemoci, ktery byl pozorovan pfi
kolonizaci Ameriky obyvateli Evropy, jejichz pfichod negativné ovlivnil dosavadni

mortalitu indianského obyvatelstva.

Netopyfi predstavuji asi pétinu v§ech savct na Zemi a jsou duleziti pro ekosystém. Jsou
to predatofi no¢niho hmyzu, véetné mnoha skadct plodin a lest. Hraji kliCovou roli pfi
opylovani rostlin, diseminaci semen a v jeskynnich ekosystémech. Trus netopyrd
poskytuje zivotné dualezité ziviny a je Casto zakladem potravniho fetézce jeskyne.
Netopyii exkrementy jsou pouzivany mikroorganismy a bezobratlymi, ktefi se zase
stavaji potravou pro ryby, mloky, zaby a dalsi vétsi zvitata. Netopyfi jsou rovnéz potravou
pro jina zvirata, vCetné jestiabu, myvalt, skunkd a sov. Verejnost a néktefi politici vSak
stale povazuji prudky pokles po¢tu netopyra pouze za zajem akademické obce. Analyzy
naznacuji, ze vzhledem k masovému vymirani netopyrt v Severni Americe by mohly byt
zemedelské ztraty odhadované na vysi 3,7 az 53 miliard dolart rocné. Dle odhadi jedina
kolonie 150 netopyrd hnédych (Eptesicus fuscus) zkonzumuje téméf 1,3 milionu hmyzu
za rok. Vzhledem k tomu, Ze mizi pfirozeny nepiitel hmyzu, mizeme ocekavat,
ze v zemedélstvi bude nutné tyto ztraty kompenzovat pouzivanim drazSich
a nebezpecnéjsich insekticidi. Netopyfi také hraji vyznamnou roli nejen v zemeéd€lstvi,
ale i ve védé avmediciné. Vyzkum provadény na netopyrech vedl k pokrokim

ve vyzkumu sonaru, vyvoji vakcin, antikoagulaci krve a dal§ich.

Netopyfi jsou ale také rezervoarem pro mnoho infekcnich agens, vCetné parazitt, bakterii,
vir a hub. Primarnimi zoonotickymi chorobami spojenymi se severoamerickymi
netopyry jsou vzteklina, histoplasmoza, salmoneldza a yersinidza. Importovani netopyfi
mohou nést i fadu zoonotickych virti véetné viru Nipah, Hendra, Ebola, koronaviru SARS

a dalsich, které mohou zpiisobit zavazné a fatalni onemocnéni u jinych zvirat a lidi.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Syndrom bilého nosu

Plistiové choroby voln¢ zijicich zivo€ichu jsou celosvétove ¢im dal vice rozsifené.
Narozdil od virovych a bakterialnich patogenu, které Casto vedou k systémovym
infekcim, se fungalni patogeny u zivo€icht Casto projevuji jako povrchové kozni infekce.
Je tomu tak zejména u poikilotermickych druht, jejichz télesna teplota se méni s teplotou
prostiedi. Syndrom bilého nosu je patogenni kozni onemocnéni hibernujicich netopyrt
zpusobené plisni P. destructans. Tato nemoc je odpovédna za devastujici pokles populace
netopyru v Severni Americe. Minnis & Lindner (2013) navrhli zménu jeji taxonomické
klasifikace Geomyces na Pseudogymnoascus destructans na zakladé fylogenetické

analyzy vychodoamerickych izolati Geomyces (Warnecke et al., 2012; Silvani et al.,
2018).

Plisen decimuje populace nearktickych netopyru vyskytujicich se v Severni Americe, ale
u palearktickych druhti vyskytujicich se Evropé, na severu Asie a v severni Africe se tento
mikroorganismus neprojevuje tak vysokou letalitou (Frick et al., 2016; Reeder et al.,
2012; Martinkova et al., 2018). WNS byl poprvé zdokumentovan na fotografii potizené
16. inora 2006 v Howeove jeskyni, 52 km zapadné od Albany v USA ve staté¢ New Y ork
(Blehert et al., 2009; Stoyneva et al., 2016). Od dubna 2012 se WNS rozsifil na vice nez
200 zimovist v 19 americkych statech a 4 kanadskych provinciich. Nemocni jedinci
vykazuji aberantni chovani a v mnoha pfipadech maji vycCerpané tukové zasoby.
Nejnapadnéjsim znakem je viditelné bilé mycelium P. destructans (Obr. 1) patrné na
cenichu, kiidlech a uSich, které zacina byt makroskopicky patrné obvykle na pielomu

ledna a unora (Reeder et al., 2012).

Nedavné laboratorni experimenty sice prokazaly, ze kozni infekce touto plisni je pfi¢inou
WNS, neni ale zcela jasné, jak tato infekce zpusobuje umrti b€hem hibernace. Infekce
P. destructans naruSuje normalni fyziologické procesy. Postizeni netopyii jsou
podvyziveni a ptedpoklada se, ze béhem hibernace neptechazeji do stavu torporu. Torpor
je stav strnulosti u hibernujicich zivocichd, pfi némz jsou utlumené fyziologické funkce,
jedinci maji snizeny metabolismus, srdecni frekvenci, dychani i télesnou teplotu. Jedna
se o adaptaci endotermnich obratlovct, ktera jim umoziuje prezit energetické naroky

nehostinnych prostredi.



Obr. 1: Syndrom bilého nosu u netopyra hnédavého (M. lucifugus). Na obrazku je mozné
pozorovat nahrazeni chlupovych folikulli a souvisejicich mazovych a potnich zlaz plisiovymi
hyfami, poruseni bazalni membrany a napadeni okolni tkan€. Fotograf: Ryan von Linden/ New
York Department of Environmental Conservation. Pfevzato z U.S. Fish & Wildlife Service.
https://www.fws.gov/media/little-brown-bat-white-nose-syndrome

Termin torpor se vztahuje i na ¢as, ktery zivocich stravi v hibernaci. Klasicky torpor maze
trvat dny az tydny. Pokud stav trvd méné nez 24 hodin, hovofime o dennim torporu

(Warnecke et al., 2012; Silvani et al., 2018; Reeder et al., 2012; Wilsterman et al., 2019).

Ackoliv uz bylo publikovano mnoho informaci o této nemoci, neni dosud znam zpiisob,
jak omezit §ifeni nemoci. Rovnéz neni znama ucinna lécba. V Severni Americe existuje
nékolik druhi netopyra ohroZenych vyhynutim pravé kvuli WNS. Ochrana netopyra
se tak pro védce stala zavodem s Casem o nalezeni a implementaci tvarcich feseni v boji

proti ni¢ivym dopadim této choroby (Frick et al., 2016).

2.2 Puvod onemocnéni

vees

hibernace, pfi niz snizi aktivitu svého metabolismu a télesnou teplotu, dokud se nepfiblizi
k okolni teploté hibernakula. B&éhem tohoto stavu jsou netopyfi nachylni k infekci
psychrofilni houbou P. destructans (Zukal et al., 2016). Druhem, ktery je nejvice ohrozen
WNS je netopyr hnédavy (Myotis lucifugus). Pocty populaci se jiz v péti statech USA
snizily az 0 91 %. Situace je v tomto piipad€ natolik kriticka, Ze hrozi lokalni vymirani
tohoto druhu. V celosvétovém mefitku Celi velkému riziku 1 netopyr severni (Myotis
septentrionalis), jenz byl v roce 2015 zafazen mezi druhy, kterym hrozi vyhynuti. Kromé
téchto dvou druht, je ohrozeno dalsich pét druhi jeskynnich netopyri, a to netopyr hnédy

(Eptesicus fuscus), netopyr Sidlovity (Myotis leibii), netopyr hnédoSedy (Myotis


https://www.fws.gov/media/little-brown-bat-white-nose-syndrome

grisescens), netopyr spoleCensky (Myotis sodalis) a netopyr zlutavy (Perimyotis

subflavus) (Alves et al., 2014).

Ne vzdy vsak epidermalni infekce P. destructans koreluje s letalitou netopyra. Ta se spise
vztahuje ke konkrétnim druhiim. U nékterych netopyra byla dokonce pfitomnost plisné
potvrzena, zatimco rozvoj syndromit WNS nikoli. V tomto pifipadé se jednalo napf. o
netopyra stiibfitého (Lasionycteris noctivagans) nebo netopyra rudohnédého (Lasiurus
borealis). Na jate roku 2010 byla detekovana P. destructans u netopyra vyskytujicich se
zapadné od Apalacéské ploSiny. Jednalo se o netopyra jihovychodniho (Myotis
austroriparius), netopyra hnédoSedého (M. grisescens) a netopyra jeskynniho
(M. velifer), ale umrtnost nebyla zaznamenana. Neletalni WNS byla hlavné
zdokumentovana u evropskych zastupct jako jsou netopyr vychodni (Myotis blythii),
netopyr velky (Myotis myotis), netopyr vodni (Myotis daubentonii) a nedavno dokonce 1

u dalsich Sesti druht v severovychodni Cing (Zukal et al., 2014).

Dle Zukala et al. (2014) byl WNS do USA importovan z Evropy. Tento predpoklad
potvrzuji 1 predchozi studie, jez prokazaly klonalni rozsifeni jediného genotypu
P. destructans mezi netopyry infikovanymi WNS v USA. V Severni Americe se od
prvniho vyskytu toto onemocnéni dale rozsifuje s riznou mortalitou jedinct. Pritomnost
této psychrofilni houby byla navic zjisténa i v mnoha evropskych zemich. Dale bylo
potvrzeno, ze evropské izolaty P. destructans vyvolavaji virulentni infekce a fokalné
zavazné léze (Obr. 2). V evropskych podminkach dokonce vedle sebe existuji dva typy
plisni, zatim co v severoamerickych populacich byl zaznamenan pouze jeden

heterothalicky druh plisné.

Citlivost jednotlivych druh@i netopyrt vici P. destructans by do urCité miry mohla
souviset s odliSnostmi fyziologickych rytm. Hayman et al. (2016) porovnali dva
severoamerické druhy netopyra se dvéma evropskymi druhy. Zjistili, ze M. lucifugus,
jehoZ populace na severovychodé USA byla kvili WNS znac¢né zdecimovana, hibernuje
za jinych podminek nez vétsi druhy netopyru, které nebyly nemoci tolik ovlivnény.
Bylo hodnoceno vse, od télesné velikosti a metabolismu netopyri samotnych az po
vlhkost a teplotu jeskyni ¢i délku zimnich obdobi v oblastech, kde hibernuji. Dle zjisténi
studie vétsi druhy, jako je netopyr velky (Myotis myotis) v Evropé€ netrpi WNS v takové
mife. Divody tak mohou spocCivat v kombinaci hmotnosti netopyra s raznymi

povétrnostnimi a environmentalnimi podminkami.



Obr. 2: (A) Svétlé oblasti na kiidlovych membranach, které jsou typické u netopyrii s WNS. (B)
Ultrafialové osvétleni odhaluje oranzovou fluorescenci charakteristickou pro infekei

P. destructans. Pfevzato z Farina & Lankton (2018).

V USA, zeyjména ve vlhkych jeskynich, jez dfive poskytovaly idealni prostfedi pro
nékteré druhy netopyrt, ma houba patrn€ vhodnéjsi podminky pro rist a Sifeni. V Severni
Americe dokonce modely ukazaly, ze vé&tSi netopyii, ktefi zimovali v susSich,

chladngjsich jeskynich, méli vy$§i miru preziti (Hayman et al., 2016).

Leopardi et al. (2015) ziskali 28 izolatl P. destructans z infikovanych jedinci béhem péti
let z oblasti v Evropé€, kde byl hlasen nejvétsi poCet pripadd WNS. Ze vzorki bylo
sekvenovano osm genomickych lokusi a porovnano s publikovanymi udaji ze 71
severoamerickych izolatd ziskanych z postizenych oblasti ve stejném Casovém ramci.
Z evropskych izolatdh bylo sedm 2z osmi sekvenovanych gend polymorfnich,
coz kontrastuje s absenci variace v severoamerickych izolatech. Ziskana data potvrzuji,
ze evropské izolaty P. destructans se v populaci netopyra vyskytuji déle nez v populaci
severoamerické. PoCet sekvenovanych izolat byl v Severni Americe vétsi (n = 71) nez
v Evropé (n = 28), coz pravdépodobné vedlo k podhodnoceni odhadu poctu haplotypt

pritomnych v Evropé. Fotografické dikazy naznacuji pritomnost P. destructans v Evropé
5



po cela desetileti bez jakékoli souvislosti s masovou umrtnosti, coz je v souladu
s endemickym rozsifenim v Evropé a koevoluci hostitel-patogen. Kombinace genovych
fragmentt pro kazdy izolat umoznila detekci osmi haplotypt genu P. destructans v celé
Evropé. Nejbézn€jsi Hap_1 se vyskytuje i v severoamerickych izolatech. Hap_1I byl
nalezen v zapadni, ale nikoli ve vychodni Evropé. Fylogenetickd rekonstrukce
identifikovala vzorky z Francie, Némecka a Belgie jako primarni. Nepfitomnost
genetické variability v téchto osmi lokusech v severoamerickych izolatech naznacuje bud’
novy vyskyt v oblasti, nebo nedavny vyskyt virulentniho kmene dfive benigni houby,
kterd nemusi byt na netopyrech nutné pfitomna. SkuteCnost, Ze nejbéznéjsi evropsky
haplotyp je 100% identicky ve vzorkovych lokusech s klonalnim haplotypem ze Severni
Ameriky, naznacuje nedavny mezikontinentalni prenos hub z Evropy do Severni

Ameriky, spiSe nez vznik virulentniho kmene v Severni Americe (Leopardi et al., 2015).

2.3 Patogeneze onemocnéni

WNS kombinuje nékteré z nejhorSich moznych epidemiologickych charakteristik,
vCetné vysoce virulentniho patogenu s prenosem zavislym na hustoté a Cetnosti
environmentalniho rezervoaru, dlouhodobou perzistenci v hibernakulu a nachylnosti vice
hostiteld. Vyznacuje se ptitomnosti ,,bafikovych™ erozi na kizi, nahrazenim chlupovych
folikuld a souvisejicich mazovych a potnich zlaz plisnovymi hyfami, porusenim bazalni
membrany a napadenim okolni tkan¢€. Mezi typické projevy na infikovanych jedincich
patfi viditelny rust plisné na povrchu kiize, vyCerpani tukovych rezerv a aberantni zimni
chovani. V porovnani s poskozenim létaciho ustroji se ostatni projevy onemocnéni na
cumaku a hlave jevi jako méné zavazné (Blehert et al., 2009; Stoyneva et al., 2016; Zukal

et al., 2016).

Dle Storm & Boyles (2011) existuje nékolik hypotéz, jak zmény v hibernaci souvisi
s umrtnosti. Netopyti ovlivnéni WNS se ¢ast&ji probouzi z torporu, nejsou schopni udrzet
vodni bilanci, do hibernace vstupuji s nizsi hmotnosti a zvysuje se jim primérna té€lesna
teplota. To bylo prokazano na vyzkumu netopyra hnédavych (M. lucifugus) z New Yorku
a netopyru spolecenskych (M. sodalis) z Indiany (Storm & Boyles, 2011). Béhem studii
jak volné zijicich netopyrd, tak i jedinci chovanych v zajeti, bylo identifikovano

mnozstvi domnélych virulentnich faktortt (McGuire et al., 2017).



Dle McGuire et al. (2017) existuji dva komplementarni modely patofyziologie WNS,
pfi¢emz oba hovofti o tom, zZe infikovani netopyfi trpi rychlejsi ztratou vody odpafovanim
(evaporative water loss, EWL) a zvySenou metabolickou aktivitou béhem torporu (torpid

metabolic rate, TMR).

Patofyziologicky model dle Warnecke et al. (2013) popisuje to, ze se symptomy WNS
vyvijeji progresivng, pricemz ty nejvyraznéjsi jsou patrné az ve fazi hibernace. ZvySena
frekvence probouzeni se z torporu vede k nartstu energetického vydeje a je povazovana
za primarni pficinu emaciace. Tento model pfedpoklada, ze 1éze v tkani kiidla, které
se objevuji az v pozdejsich stadiich plisfiové infekce, vedou ke zméné krevniho obrazu

a zvySené ztrat€ vody, rychlosti dychani a spotfeby energie (McGuire et al., 2017).

Dle modelu Veranta et al. (2014) byly nalezeny dikazy o zvySeném energetickém obratu
jiz v diivéj§im stadiu nemoci, a to jesté dfive, nez je mozné pozorovat Castéjsi probouzeni
se z torporu. Tento model naznacuje, ze zvySena rychlost metabolismu po pocatecni
invazi patogenu do tkané€ v kombinaci se snizenym vylucovanim CO: iniciuje kaskadu
patofyziologickych odpovédi pozorovanych v zavérecnych fazich WNS (McGuire et al.,
2017).

Za nejdulezitéjsi faktory patogeneze obou modell jsou povazovany zvySeny energeticky
vydej a naruSeni osmotické homeostazy. Ackoli pfi¢ina zvySené frekvence probouzeni
se z torporu neni znama, vycerpani elektrolytt a tekutin vedlo k hypotéze dehydratace.
Dle této teorie plisnové 1éze na kazi zvySuji rychlost ztrat vody, coz by samo o sobé mohlo
zvySovat frekvenci probouzeni a vycCerpavat zasobni latky. U zdravych hibernujicich
netopyrti ma na trvani stavu torporu vliv zejména vlhkost okoli a EWL. Tuto hypotézu
testoval McGuire et al. (2017) ve studii, v niz byla skupina jedinct infikovana
P. destructans a srovnavana s kontrolni neinfikovanou skupinou. U infikovanych
netopyru bylo vyssi jak TMR, tak EWL. Zvysené EWL je tedy piimy duasledek infekce,
a nikoliv nepiimy nasledek zvysené TMR. Pfi¢inou dehydratace je poskozeni kiidla. Jak
infekce postupuje a 1éze na kidlech nabyvaji na velikosti, rychlost EWL se dale zvysuje,
coz ma za nasledek cCastejsi probouzeni se z torporu. Netopyfi sice mohou béhem
probuzeni piijimat tekutiny, které jsou dostupné v daném zimovisti, aby kompenzovali
ztratu vody, ale ty ne vzdy obsahuji potiebné mnozstvi elektrolyti nutnych pro spravnou
funkci metabolismu (McGuire et al., 2017). I kdyz si pfislusnici podifadu Microchiroptera

osvojili nékteré behavioralni a fyziologické adaptace, jako je olizovani kondenzované



vody z kozichli, nebo metabolické oteplovani té€l na euthermickou teplotu, nejsou tak

schopni tuto dehydrataci pln€¢ kompenzovat (Zukal et al., 2016).

2.4 Hibernace

Dle Meyera et al. (2016) mohou netopyii v severnich zemépisnych S§itkach
hibernovat az 8 mésict. Dle Reeder et al. (2012) maji netopyii primérnou hodnotu délky
setrvani ve stavu torporu (torpor bout length, TBL) 16,3 dni, zatimco u netopyrd
infikovanych WNS se hodnota TBL snizuje na 14 dnti. Ackoliv laboratorni experimenty
prokazaly, ze puavodcem WNS je houba P. destructans, presné mechanismy, proc
netopyii umiraji béhem zimniho spanku, nejsou zcela objasnény. Stile se vSak
predpoklada, ze selhani organismu netopyra nastava napi. v dusledku infekce, vedouci
k naruseni normalnich fyziologickych funkci, vodni bilance, metabolismu pifi stavu

hibernace a samotnému navozovani torporu (Reeder et al., 2012).

vees

primarné k dispozici od konce jara do zacatku podzimu, ale v zimé& chybi. Netopyfti
prekonavaji tento zimni energeticky deficit pomoci zasob télesného (depotniho) tuku,
ktery ziskaji na konci 1éta a zaCatkem podzimu, a také Setfenim metabolické energie
hibernaci. Béhem hibernace pomaha netopyrim udrzet stalou télesnou teplotu pii
podchlazeni hnéda tukova tkan, jejiz hlavni funkci je produkce tepla bez fyzického tresu.
U M. lucifugus se télesny tuk zvySuje z priblizné 7 % celkové hmotnosti v 1été na 27 %
celkové hmotnosti pfed hibernaci. Tento depotni tuk je jedinym zdrojem energie béhem
hiberna¢niho obdobi, kdy je vyrazné€ snizena télesna teplota 1 rychlost metabolismu

(Reeder et al., 2012).

Neékolikrat za zimu se musi netopyii probrat z hibernace, aby obnovili homeostatickou
rovnovahu (napf. musi se napit, vymocit, pfemistit). Toto periodické probouzeni béhem
zimy nejvice spotifebovava zasoby ulozeného télesného tuku. Netopyii s WNS
se z hibernace probouzi Castéji a na delsi dobu, nez je pramér, a tim predCasné

spotfebovavaji tukové rezervy (Foley et al., 2011).

Ackoli eutermicka obdobi v zimé predstavuji pfiblizné 1 % celkového casového intervalu,
behem teéchto periodickych probouzeni ze stavu torporu se spotiebuje priblizné 80—90 %
energetickych zasob (resp. depotniho tuku). Mnozstvi depotniho tuku metabolizovaného

behem kazdého probuzeni (bez letu) z hibernace M. lucifugus se odhaduje na cca 108 mg
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(Reeder et al., 2012). Reeder et al. (2012) hodnotili zkraceni délky torporu u volné zijicich
infikovanych M. lucifugus v pozdni hibernaci. Prace Warnecky et al. (2012) totéz

potvrdila u skupiny experimentalné infikovanych jedinct v zajeti.

2.5 Charakteristika P. destructans

P. destructans je oportunisticky patogen podiadu Microchiroptera. Vyskyt tohoto
mikroorganismu je zaznamenan jak na severoamerickém, tak 1 na evropském kontinentu.
Zdokumentované piipady onemocnéni WNS v Evropé, které tato pliseri zpusobuje,
pochazi napt. z Velké Britanie, Francie, Belgie, Némecka, Rakouska, Mad’arska a Ceské
republiky. Na evropském kontinentu v§ak nedochazi k tak masivnimu vymirani netopyru
jako v USA aKanadeé. Jednim z divodd, pro¢ tomu tak je, mtze byt i fakt, ze v evropském
prostiedi si mistni zastupci jednotlivych druht po mnoho generaci vyvinuli vétsi odolnost

vuc¢i nemoci (Zukal et al., 2014; Puechmaille et al., 2010).

P. destructans muze pietrvavat v jeskynnim prostiedi jako saprotrof. Patogenni
mechanismy P. destructans zustavaji neznamé zejména proto, ze zadna jina patogenni
plisen, at’ jiz humanni nebo sav¢i nevykazuje virulentni atributy pii tak nizkych teplotach.
Jedna se o psychrofilni houbu, ktera mtize rist od 4 do 20 °C. P. destructans vylucuje
proteolytické a lipolytické exoenzymy. Tato houba produkuje hnédo-Sedé kolonie,
vyluuje nahnédly pigment (Obr. 3) a asexudlné¢ se reprodukuje prostiednictvim
charakteristicky zakfivenych konidii. P. destructans toleruje zvySené hladiny sloucenin
siry (cystein, sifiitany a sulfidy) a roste v Sirokém rozmezi pH 5—-11 (Chaturvedi, 2018;

Gargas et al., 2009; Raudabaugh & Miller, 2013).

Obr. 3: P. destructans na sladinovém agaru. Houba je typicka ristem hnédo-Sedych kolonii
a vylucovanim nahnédlého pigmentu. Fotografie z Laboratote genetiky a metabolismu hub.



P. destructans se primarné reprodukuje asexualné a vytvari hojné haploidni konidie.
Prestoze je pro P. destructans teoreticky mozné pohlavné se rozmnozovat
prostfednictvim heterothalického reprodukéniho systému, nebylo to dosud pozorovano.
Predchozi studie o puvodu a Sifeni WNS odhalily malou nebo prakticky zadnou

genetickou rozmanitost v severoamerickych izolatech (Drees et al., 2017).

2.6 Biochemické a imunologické ukazatele WNS

Flieger et al. (2016), zjistili, ze nadprodukce riboflavinu fungalnim patogenem a

jeho nadmérna kumulace v postizené hostitelské tkani zptsobuje nekrozu kize.

2.6.1 Riboflavin

Riboflavin je vitamin (vitamin By), ktery savci nejsou schopni syntetizovat. Je vSak
nutny pro oxidoredukcni metabolické déje. Na druhou stranu jeho pfitomnost v buiice
muize podporovat preziti intracelularnich mikrobialnich parazitt a jejich virulenci. Zdravi
savci vSak dokdzi omezit jeho nepiiznivé ucinky vyluCovanim jeho nadbytku moci

(Flieger et al., 2016).

Vysoké koncentrace riboflavinu jsou za podminek specifickych pro hibernaci
cytotoxické. Maji napt. negativni vliv na primarni fibroblasty, u kterych vyvolavaji ztratu
mitochondridlniho membranového potencidlu, polymerizaci kortikalniho aktinu
a nekrézu. Vlivem nadmeérného hromadéni riboflavinu s pfispénim snizené aktivity
metabolismu béhem hibernace a nizké saturace tkani kyslikem, se tak pfebyte¢ny vitamin
u infikovanych netopyrii neodbourava. Rozsahlé odumirani koznich bunék, navozené
zvySenym  mnozstvim  riboflavinu  ve  tkanich  pravdépodobné  pfispiva

k patofyziologickym procesim WNS (Flieger et al., 2016).

Akumulaci vitaminu riboflavinu Ize tak povazovat za virulen¢ni faktor P. destructans pii
WNS. Rozsah poskozeni kiize v disledku invazivniho ristu P. destructans je viditelny
pfi transiluminaci ultrafialovym (UV) zafenim. Tato zasazena mista membrany kiidel
oznacujeme jako léze, které po osvétleni UV zatfenim pii 360 nm UV fluoreskuji jako

zlutooranzové skvrny (Flieger et al., 2016).
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2.6.2 Oxid uhlicity

U nehibernujicich savct rostouci koncentrace CO» v krvi stimuluje zvysené
dychani vedouci k uvolnéni prebytec¢ného CO». Jedine¢na fyziologie hibernujicich savca
vSak umoziuje aktivni potlaeni dychéani béhem torporu. Hladina parcialniho tlaku CO2
(pCO») tak dosahuje vysSich hodnot nez u metabolicky aktivnich savcd. Tento jev je
nedilnou soucasti fyziologie hibernace, nebot indukce acidotického stavu slouzi
ke snizeni metabolické rychlosti a termogeneze. Vysledny vysoky gradient pCO2 navic
zlepSuje ventilaéni uCinnost, ¢imz minimalizuje vydaje energie na dychani béhem
torporu. Pres tuto toleranci vuéi respiracni acidéoze musi byt hibernujici savec stale
schopen regulovat pCO> pro spravnou fyziologickou funkci. Pokud by cesty eliminace
COa, jako je pasivni difuze CO> napfic epitelem ktidla, byly chorobou ohrozeny, trvale
rostouci hladina pCO- v krvi tak zptisobuje zavaznou chronickou acidozu (Verant et al.,
2014). Dle Veranta et al. (2014) jsou Casna stadia WNS, zahrnujici plisinovou kolonizaci
kiidlové membrany s progresi do eroze a ulceraci epidermis, navic charakterizovana

acidémii a hyperkalémii (Obr. 4).

Akumulace CO; muiize byt také souviset s kompenzacni reakci hostitele, jehoz organismus
snizil rychlost metabolismu béhem torporu indukci hyperkapnické acidézy. Tato acidéza
potom muze piispét k pozorované hyperkalémii transportem drasliku z intracelularniho
prostfedi. Intracelularni draselné ionty mohou také pronikat do krve poskozenymi
a nekrotickymi bunéfnymi membranami, které jsou zpusobeny invazi patogenu do

epidermis (Verant et al., 2014).

Z celkového patofyziologického hlediska maji tyto déje za nasledek nejen acidozu
a hyperkalémii, ale také snizeni tukovych zasob netopyria. V souladu s vysledky
pozorovanymi u netopyra v pozdgjsich a zavaznéjsich stadiich WNS lze predpokladat, ze
jakmile parcialni tlak CO> stoupne nad mez tolerance, chemoreceptory stimulyji
hyperventilaci. V dasledku toho se jedinec cCastéji probouzi ztorporu, coz vede
k vylou€eni prebyte€ného CO2 a navraceni pH krve na normélni hodnoty. Na druhou
stranu ale vysoka energeticka naro¢nost procesu probouzeni vede ke zrychlené spotiebé
tukovych zasob. Kromé toho, hyperventilace a vétsi rozdil parcialniho tlaku pfi zvySené
télesné teploté¢ béhem probouzeni prispivaji k vétsi ztraté vody odparovanim a nasledné

dehydrataci (Verant et al., 2014).
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Syndrom bilého nosu
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Obr. 4: Model vicestupniové progrese WNS u hibernujicich netopyru, ktery zahrnuje soucasné
znalosti o progresi plisfiové patologie a patofyziologickych nasledcich vedoucich k umrti na toto

onemocnéni. Pievzato z Verant et al. (2014).

Jak WNS postupuje a utvari rozsahlejsi a tézsi 1éze kridla, dehydratace progreduje, coz
opét stimuluje probouzeni z hibernace. Nasledn€ se vytvofi pozitivni zpétnovazebné
smycky, které spojuji zhorSujici se patologii kfidla vyvolanou onemocnénim s dalSim
zvySenim frekvence probouzeni se, ztratou vody a spotfebou energie. To ma za nasledek
pozorované akutni patofyziologické zmeény — hyperkapnii, hypoglykémii, hyponatrémii,
hypochlorémii a emaciaci. Jakmile jsou kompenza¢ni mechanismy, jako je schopnost
bunék udrzovat elektrolytickou rovnovdhu a respiratni a metabolicka regulace
vycCerpany, nastava metabolicky rozvrat a umrti jedince. V pfipadé, ze ma infikovany
netopyr dostatecné energetické rezervy, aby setrval az do jara, mize infekci prekonat po
navratu do metabolicky aktivnéjsiho stavu. K thynu proto nemusi dojit (Verant et al.,

2014).

2.6.3 Imunologické ukazatele

Dle Casadevalla (2005) vytvari vysoka télesna teplota savci nevhodné prostiedi
pro vétsinu plisnovych patogend. U savcu, ktefi maji schopnost hibernace, jsou urcité
imunologické mechanismy béhem tohoto obdobi regulovany, zatimco jiné zistavaji beze

zmény. Snizuje se t€lesna teplota a téz aktivita metabolismu 1 imunitniho systému. Klesa
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pocet cirkulujicich leukocytt, véetné T a B lymfocyti a snizuje se aktivita proteinu

komplementu (Lilley et al., 2017).

Field et al. (2015) zjistili, ze P. destructans zpisobuje vyznamné zmény v genove expresi
u celé fady bunék hibernujicich netopyri. Tim dochazi k aktivaci metabolickych drah, ke
které za normalnich okolnosti dochéazi ptfi zdnétu nebo hojeni ran. Nevyhody potlaceni
imunity béhem hibernace a torporu jsou pravdépodobné vyvazeny usporou energie.
Periodické probouzeni z hibernace naopak funkci imunitniho systému obnovuje a zvysuje
pocet cirkulujicich leukocytt na eutermni uroven (Anderson, 2018; Bouma et al. 2010;

Bieganska 2014, Field et al., 2015).

Psychrofilni povaha P. destructans umoziuje proliferaci a invazi do koznich tkani
netopyri béhem hibernace v zimovistich. Pfi invazi jsou ale molekularni struktury
asociované s patogeny (PAMP) pfitomné v bunéné sténé P. destructans rozeznany
receptory rozeznavajici molekulové vzory (PRR receptory) na hostitelskych epitelialnich
burikach. Mezi PRR patii napftiklad toll-like receptory, C-lektinové receptory (CLRs)
a receptory vazajici nukleotidy vazajici oligomerujici receptory nukleotidové vazané
receptory oligomerizaéné¢ doménoveé podobni receptory (NOD-like receptory). Aktivace
téchto receptort vede k produkci prozanétlivych cytokini (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12).
Tyto cytokiny nasledné stimuluji aktivitu mnoha riznych imunokompetentnich bunék
a tvorbu zanétu, a tedy formu imunitni odpovédi na infekci P. destructans (Anderson,

2018; Bieganska, 2014).

Vzhledem k tomu, ze se zvySena frekvence probouzeni z torporu jevi jako primarni
pfi¢ina umrtnosti pfi WNS, Field et al. (2015) zvazovali mozné mechanismy, které by
mohly probouzeni ztorporu vysvétlit. Zvysend produkce IL-1, IL-6 a dalSich
prozanétlivych cytokini indukuje lokalni akutni zanétlivou odpovéd na infekci
P. destructans. Tyto cytokiny maji taktéz i systémové ucinky. Kromé jiného mohou
ovlivilovat 1 termoregulaci. Spolecné se zvySenim transkripce genu pro nékteré cytokiny
a chemokiny byla zaznamenana i zvySena transkripce geni pro cyklooxygenazu-2
a fosfolipdzu Az. Tyto enzymy katalyzuji kritické kroky pifi syntéze zanétlivych
lipidovych mediatort, jako je prostaglandin H>. Autofi predpokladali, ze eikosanoidy
syntetizované témito enzymy vyvolavaji bolest a svédéni, nebot lokalné aktivuji
neuronalni nociceptory. To by mohlo ovlivnit opakované probouzeni se z torporu, délku

jeho trvani anebo chovani béhem periodického stavu bdélosti (Field et al., 2015).
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2.7 Vyuziti autofluorescence pri studiu fyziologie zivocichu

Pii studiu biochemickych zmén vyvolanych patogeny v burikach a tkanich
zivocichll je mozno vyuzit fluorescenci nizko- i vysokomolekularnich latek. Dle Fisara
(2009) je fluorescence druhem fotoluminiscence. ,,Principem fluorescence je prijmuti
energie ve formé zdreni atomem, presnéji elektrony, které se excituji do vyssiho,
nestabilniho stavu. Poté se vraci do puvodniho stavu, energeticky stabilnéjsiho, pricemz
emituji do okoli zareni s del§i vinovou délkou, nez je zareni, jez bylo pitvodné pohlceno.
Fluorescenci rozliSujeme na primarni (pfimou), kdy je latka sama schopna fluorescence
a sekundarni (nepfimou), pfi niz je fluorescence vyvolana navazanim fluorescenc¢niho
barviva ¢i sondy. Jako primarni lze oznacit pfimo samotnou autofluorescenci neboli
tkanioveé endogenni fluorescenci. Jedna se o emisi svétla v UV-viditelném nebo blizkém
infraCerveném spektralnim rozsahu biologickymi strukturami (Hegyi et al., 2011; Fisar,

2009; Croce & Bottiroli, 2014).

Fluorescence byla popsana roku 1565 Spanélskym botanikem Nicolasem Monardesem.
Prvni védecké zpravy jsou z r. 1819, kdy Edward Clarke zkoumal emisi svételného zareni
u fluoridu véapenatého ve slouceninach chininu a chlorofylu. V tomto pfipadé ovsem
nefluoreskovaly samotné krystaly fluoridu vapenatého ale primési. Tento d&j pak vzapéti
George Stokes oznacil jako fluorescenci. S rostoucim ziamem o fluorescencni
pozorovani biologickych struktur se samoziejmé vyvijelo 1 pfistrojové vybaveni,
coz vedlo k sestaveni prvnich fluorescencnich mikroskopii. V roce 1911 pozoroval
autofluorescenci pod mikroskopem fyziolog Hans Stiibel z Jenské university,
ktery zkoumal autofluorescenci bakterii a prvokd, zvitfecich tkani (napf. zubu) a riiznych
biologickych latek. Ve srovnani s zivo€iSnymi substraty zjistil, ze rostlinné endogenni
fluorofory davaji mnohem vyraznéjsi emisni signaly, a to diky vhodné&jSim spektralnim
vlastnostem. V disledku toho byla autofluorescence povazovana za mocny nastroj pro

studium morfologie a fyziologie rostlin (Croce & Bottiroli, 2014).
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Obr. 5: Typicke spektralni profily emise autofluorescence z jednotlivych endogennich fluorofori.
Prevzato z Croce & Bottiroli (2014).

Dale se pro tento typ pozorovani zacalo pouzivat velké mnozstvi fluorochromu jako
endogenni ukazatele. Zejména ty, které se piirozené vyskytuji v rostlinach, jako jsou
chinony, kumariny, kyaniny, tetrapyroly a alkaloidy (Croce & Bottiroli, 2014). Na konci
poloviny 20. stoleti byla zvlastni pozornost vénovana koenzymim NAD(P)H a flavinim.
Sledovala se jejich redoxni rovnovéha v izolovanych mitochondriich, jednotlivych
kultivovanych burikach i v intaktnich tkanich za riznych metabolickych podminek.
Dle Kolenc & Quinn (2019) tato prukopnicka zkoumani Brittona Chancea a jeho
spolupracovnik rozdélila obdobi charakterizované sporadickym autofluorescenénim
pozorovanim od systematického vySetfovani autofluorescence v biomedicing,
zaméfeného na specifické cile a funkce. Dle Croce & Bottiroli (2014) obecné plati,
ze NAD(P)H a flaviny jsou témér jedinecné zodpovédné za autofluorescencni signaly
z bunécné cytoplazmy, coz velmi dobfe umoziuje provadét vyzkumy bunécného
redoxniho metabolismu, a to, aniz by bylo tfeba odliseni ostatnich fluorofora. Spektralni
profily endogennich fluoroforti, které jsou casto uzivany v biomedicinskych studiich

zalozenych na autofluorescenci, jsou uvedeny na Obr. 5.
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2.8 Pouzité metody a jejich charakteristika

2.8.1 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescenc¢ni mikroskopie je jednou z nejvSestrannéjSich optickych zobrazovacich
metod. Pfi fluorescenénim zobrazovani jsou fluorofory excitovany externim zdrojem
zafeni. Nasledné pak emituji zafeni o delsi vinové délce, ktera je nasledné detekovana.
Vystupni opticky signal se poté odviji od vlastnosti zvoleného fluorforu (Atabaev &

Hong, 2019).

Zakladni proces fluorescence zacina absorpci svételné energie (neboli fotonu)
indikatorem, kterym je dany fluorofor. Se zpozdénim né€kolika nanosekund nasleduje
emise Casti této svetelné energie ve forme jiného fotonu. Protoze pfi tomto dé&ji dochazi
ke ztrat€ jistého podilu energie, emitovany foton ma niz§i energii nez foton absorbovany.
Svétlo vyzatené fluoroforem mé proto delsi vinovou délku nez absorbované zafeni. Tato

zména se nazyva Stokestuv posun (Sanderson et al., 2014).

2.8.1.1 Limity fluorescen¢ni mikroskopie

Jednim z omezeni fluorescenéni mikroskopie je to, ze fluorofory nemaji
dlouhodobou zivotnost. Kdyz jsou osvétleny, ztraceji schopnost fluorescence, protoze
dojde k jejich tzv. vysviceni. Vysviceni je fotochemicka zména barviva nebo molekuly
fluoroforu tak, ze trvale neni schopna fluorescence. To je zpusobeno Stépenim
kovalentnich vazeb nebo nespecifickymi reakcemi mezi fluoroforem a okolnimi
molekulami. Takové nevratné modifikace kovalentnich vazeb jsou zptsobeny prechodem
ze singletového stavu do tripletového stavu fluorofort. Pocet excitacnich cykla
k dosazeni uplného vysviceni se lisi. V mikroskopii mize fotobéleni komplikovat
pozorovani fluorescencnich molekul, protoze budou nakonec zniceny svételnou expozici

nezbytnou pro jejich stimulaci do fluorescence (Ghauharali & Brakenhoff, 2000).

Nékteré butiky jsou rovnéz nachylné k fototoxicite, zeyména pii pouziti krat§ich vinovych
délek. Fototoxicita se Casto vyskytuje u fluorescencni mikroskopie zivych bunek a jeji
dusledky jsou Casto podceniovany. Poskozeni bunéénych makromolekul pfi osvétleni
excitaCnim své€tlem muze naruSit fyziologii vzorku. Fototoxicita ve fluorescencni
mikroskopii mize pochazet z riznych zdroji. Poskozeni bunéénych makromolekul pii

osvétleni excitanim svétlem muze narusit fyziologii vzorku, a dokonce vést k jeho
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nevratnému poskozeni. Organické molekuly, jako jsou flaviny a porfyriny pfirozené
se vyskytujici v bunkach, absorbuji svétlo ve viditelnych vinovych délkach a mohou
predavat energii nebo elektrony pres molekularni kyslik za vzniku reaktivnich forem
kysliku (ROS). Tento proces produkuje ROS, vcetné superoxidovych radikald,
hydroxylovych radikalt a peroxidu vodiku, mize poskodit buriky rGznymi zpusoby.
Mohou piimo oxidovat DNA a potencialné zpusobit mutace, nebo oxidovat proteiny
a nenasycené¢ mastné kyseliny v lipidech, coz je €ini nefunk¢ni. Kromé toho muze
prebytek ROS oxidovat kofaktory enzymt nebo globalné€ zménit redoxni stav bunécné

cytoplazmy a mitochondrie (Jensen, 2012; Icha et al., 2017).

2.8.1.2 Fluorescencni konfokalni mikroskopie

Specializovanou formou standardni fluorescenéni mikroskopie je fluorescencni
konfokalni mikroskopie. Konfokalni mikroskopie pouziva konkrétni optické komponenty
k vytvoreni snimku s vysokym rozliSenim materialu znaceného fluorescencnimi sondami.
Ackoliv bylo v poloviné dvacatého stoleti ucinéno mnoho pokust k dosazeni lepsiho
rozliSeni obrazu pro fluorescen¢ni mikroskopii pomoci riznych otvora ¢i §térbin, byla to
az dostupnost lasert s vysokou intenzitou a citlivych elektronickych detektora,
ktera vedla na pocatku 90. let k produkci komercnich konfokalnich mikroskopt

(Sanderson et al., 2014).

Konfokalni mikroskopie se li§i od konven¢ni Sirokouhlé fluorescencni mikroskopie
v tom, Ze opticka cesta je navrzena tak, ze je pred detektor obrazu (fotonasobi¢) umisténa
Stérbina, a to v bod¢, kde je obraz zaostfen ve spojeni s ohniskovou rovinou obrazu.
Spravnym umisténim tohoto otvoru do stejné ohniskové polohy jako obraz a upravou
velikosti clony, je mozné nevpustit svétlo z vné skute¢né ohniskové roviny objektivu.
Termin konfokalni je odvozen od shody dvou ohniskovych rovin (zaostfovaci bod
objektivu a zaostfovaci bod, ve kterém je umisténa Stérbina). Vysledkem je eliminace
svétla mimo zaostfeni, ¢imz se ziska ostry obraz s maximalnim moznym rozliSenim pro

pouzity objektiv (Peterson, 2010).

2.8.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prritomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)

SDS-PAGE neboli elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti

dodecylsiranu sodného je technika pouzivana v biochemii, forenzni chemii a genetice
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k oddéleni biologickych makromolekul, obvykle proteint, podle jejich elektroforetické
mobility. Tato schopnost pohybovat se ve stejnosmérném elektrickém poli se odviji od

velikosti, konformace a naboje dané molekuly (Petrov et al., 2013).

Systém SDS-PAGE se sklada ze dvou gelti — zaostfovaciho gelu, ve kterém jsou proteiny
koncentrovany pied vstupem do separac¢niho gelu a ze separac¢niho gelu, ve kterém jsou
proteiny déleny na zaklade jejich molekulovych hmotnosti. Rozdily ve slozeni obou gelt
a elektroforetického pufru vytvari systém, ktery je schopen separovat proteiny podle
jejich molekulovych hmotnosti. Po aplikaci konstantniho elektrického pole protein
migruje smérem k anod€, kazdy s jinou rychlosti, pfimo umérné dekadickému logaritmu
hmotnosti proteinu. Tento jednoduchy postup umoziiuje hmotnostni separaci proteint.
Malé proteiny se budou pohybovat separa¢nim gelem rychleji nez velké proteiny. SDS je
detergent, ktery je pfitomen ve vzorkovém pufru SDS-PAGE, kde spolu s reduk¢nim
¢inidlem narusuje terciarni strukturu proteint. Obvykle je pouzivan dithiotreitol (DTT),
které slouzi k odbouravani proteinovych disulfidickych mustka. Tim se slozené proteiny
stavaji linearnimi molekulami. Elektroforéza muze probihat az po nékolik hodin. Zalezi
na tom, jak dlouho bude stejnosmérné napéti pusobit na separacni gel. Pokud se SDS-
PAGE provadi pfi vys§im napéti/proudu poskytuje lepsi rozliSeni pro peptidy mensi
velikosti. Existuji tfi divody: mensi molekuly podléhaji béhem béhu difuzi, lateralni
i vertikalni, proto budou ve vysSich proudech pasy kompaktnéj§i a ostiejsi a zvySuji
rozliSeni. Je zde ale dalsi faktor ovliviiujici béh polyakrylamidovou siti, a to konformace
proteinu. Neni absolutni pravdou, ze v zavadécim pufru SDS jsou proteiny uplné
denaturovany. Mens$i proteiny maji méné¢ moznych konformaci nez ty velké. Za tfeti,
obvykle jsou mensi proteiny separovany na koncentrovanéjSich polyakrylamidovych
gelech. Odpor pohybu nabytych molekul tak piispiva k tvorbé tepla, coz pomaha udrzovat
protein v denaturovaném stavu, a snizuje tak mozné strukturalni konformace, které
fyzicky/stericky ovliviiuji béh polyakrylamidovou siti. U vétSich bilkovin, zpravidla od
70-80 kDa, by mely SDS-PAGE probihat pfi niz§im proudu/napéti, protoze dochazi
k mensi difuzi a velké proteiny budou mit rovnomérnéj§i konformaci. Po uplynuti
stanoveného Casu ziistanou molekuly, které migrovaly v elektrickém poli v riznych
vzdalenostech od vychoziho bodu. (Steinberg, 2009; Brunelle & Green, 2014; Ninfa et
al., 2010). Priprava polyakrylamidovych gelti pouzivanych k separaci biomakromolekul
se zaklada na chemické polymerizaci akrylamidu s N,N'-methylenbisakrylamidem, cozje

Cinidlo vytvarejici 3D strukturu gelu. Velikosti pora v gelu se upravuje zvolenou
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koncentraci akrylamidu. Samotné polymerizace je dosazeno, diky pfitomnosti volnych
kyslikovych radikald, které reaguji s vinylovymi skupinami v akrylamidu a bis-
akrylamidu. Kyslikové radikaly jsou generovany reakci persiranu amonného (APS)

s N,N,N',N'-tetramethylethylendiaminem (TEMED) (Steinberg, 2009).

2.8.3 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Chromatografie na tenké vrstvé, z anglického Thin Layer Chromatography (TLC),
se pouziva k oddéleni neteékavych smési. TLC je jednou z analytickych kapalinovych
chromatografickych metod v planarnim provedeni. Jejim predchiidcem byla papirova
chromatografie (PC), jez je zaloZena na stejném separanim principu. Stejné funguje
i vysokoucinna tenkovrstvda chromatografie (High Performace Thin Layer
Chromatography, HPTLC). U ni separace probiha za pouziti stacionarni faze s malou
a jednotnou velikosti Castic a automatického davkovace vzorku (Cai, 2014; Lewis &

Moody, 1989).

Princip déleni analyti pomoci TLC spoCiva v naneseni malého mnozstvi vzorku
v roztoku na chromatografickou desticku se stacionarni fazi, kterd je nasledn€ umisténa
do vyvijeci komory s mobilni fazi, kde se nechd po urcitou dobu. Vzorek je unasen
mobilni fazi diky kapilarnimu pasobeni. Jednotlivé slozky aplikovaného vzorku pak
putuji riznymi rychlostmi a dochazi tak k jejich vzajemné separaci. Po ukonceni
chromatografie se desticka vyjme a odeCte se chromatograficky zaznam neboli
chromatogram. Detekce se zpravidla provadi bud’ ponofenim do vhodného c¢inidla,
kterym muze byt naptiklad H2SO4, KMnOs4 ¢i 2, nebo je detekovana fluorescence
luminofori po nasviceni UV zafenim, ¢i lze detekovat samotné zhaseni fluorescence
chromatografické desky obohacené fluorescencnim indikatorem. Slozky daného analytu
jsou identifikovany zmétenim drahy, jez jednotlivé slozky vzorku urazily za danou dobu

od mista naneseni, podle jejich zbarveni a intenzity (Cai, 2014; Lewis & Moody, 1989).

Mobilni a stacionarni faze se od sebe 1isi svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.
Stacionarni faze byva obvykle zvolena polarnéjsi nez mobilni. U stacionarni faze existuji
dvé moznosti. Bud’ je vybrana kapalina, coz jiz neni v dnesSni dobé prili§ bézné, nebo se
Castéji jedna o tenkou vrstvu adsorpéniho materialu, obvykle silikagelu, oxidu hlinitého
nebo celuldzy, ktera je ukotvena na folii. Jako mobilni faze se pouziva rozpoustédlo, nebo
1 smes rozpoustédel pro dosazenych presnych elucnich vlastnosti (Vogel et al., 1989; Cai,

2014; Lewis & Moody, 1989).
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Konkrétni rozpoustédlo je voleno dle vlastnosti slozek analyzované smési. Na zakladé
samotného principu TLC je pak vzorek distribuovan mezi pevnou stacionarni a tekutou
mobilni fazi, ktera se kapilarné pohybuje pres sorbent. Diky tomu se slozky oddéluji
a pohybuji od mista naneseni. Do jaké vzdalenosti analyt doputuje, zalezi na jeho
vlastnich funk¢nich skupinach, molekularni struktufe a hmotnosti a fyzikalnich
a chemickych vlastnostech. Cim mén& dané analyty interaguji se stacionarni fazi, tim dale
putuji s mobilni fazi od startu. Rovnéz také, ¢im vice se jeho vlastnosti podobaji mobilni
fazi, tedy ¢im vice je ve zvoleném rozpoustédle rozpustné€jsi, tim delsi bude retencni
vzdalenost. Naopak slouCeniny, které jsou méné rozpustné v mobilni fazi a maji vyssi
afinitu k Casticim na chromatografické desticce, urazi od startu krat§i vzdalenost (Kumar

et al., 2013).

Vyhodou chromatografie na tenké vrstvé je moznost pracovat i s velmi zneciSténymi
vzorky. Chromatogram lze vyhodnotit a tim 1ze usSetfit Cas a naklady potiebné k precisténi
a pripravé vzorku. Detekce je jednodussi, pokud jsou stanovované slouCeniny jiz
pfirozené zbarvené, fluoreskuji nebo absorbuji UV zétfeni. Pro docileni fluorescence je u
vétSiny latek nutné pouzit detekéni cinidlo. UV zareni pak absorbuje vétSina
aromatickych a konjugovanych slouc¢enin a nékteré nenasycené sloucCeniny. Tyto
slou¢eniny mohou byt detekovany jednoduse UV zafenim o vlnové délce 254 nm na

vrstvach impregnovanych fluorescenénim indikatorem (Sherma & Fried, 2003).

2.8.4 Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC/MS)

Pro uspésnou identifikaci a charakterizaci proteind je nezbytna vhodna metoda
Stépeni. Obecné se k identifikaci proteinu pouziva enzym nebo chemicka latka ke
specifickému §tépeni aminokyselinové sekvence na smés peptidd riznych délek.
Hmotnostni spektrometrie je analyticka technika pouzivana k identifikaci a kvantifikaci
analytl pomoci poméru hmotnost/naboj (m/z) iontl uvolnénych ze vzorku. Tato metoda
je uziteCna pro analyzu Siroké Skaly analytd, vCetné malych molekul, ale i proteint

a peptida (Rockwood et al., 2018).

Prvni hmotnostni spektrometr byl vyvinut v roce 1912. V soucasné dobé maji pfistroje
Sirokou Skalu aplikaci v mnoha odvétvich. Napiiklad ve farmaceutickém priumyslu (nova
1é¢iva, farmakokinetika, metabolismus 1é¢iv), klinické biochemii (neonatalni screening,
analyza hemoglobinu, testovani 1éCiv), v oblasti ochrany Zzivotniho prostredi (kvalita

vody, kontaminace potravin, stanoveni zneCiStujicich latek), geologickém primyslu
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(slozeni oleje, stanoveni uhlovodikovych frakci v ropném pramyslu), metalurgii, sportu,
forenznim odvétvi (stanoveni jedd a metaboliti 1éCiv) a biotechnologii (proteiny, peptidy)

(Baghel et al., 2017).

Hmotnostni spektrometry pracuji tak, ze prevadeéji molekuly analytu do nabitého
(ionizovaného) stavu s naslednou analyzou ionti a vSech fragmentovych iontt, které jsou
produkovany bé&hem ioniza¢niho procesu, na zakladé jejich poméru m/z. Pro ionizaci
i analyzu ionti je k dispozici fada raznych technickych usporadani a riznych typa

hmotnostnich spektrometri a kombinaci téchto dvou procest (Pitt, 2009).

LC-MS je rutinni analyticka tandemova technika, ktera kombinuje separa¢ni schopnosti
kapalinové chromatografie se schopnosti hmotnostni analyzy. Ionizace elektrosprejem
(ESI) je technika pouzivana v hmotnostni spektrometrii k tvorbé iontl za pouziti
elektrospreje, pii kterém je na kapalinu aplikovano vysoké napéti, aby se vytvotil aerosol.
ESI je povazovéana za ,,mékky* ionizacni zdroj, coz znamend, ze analytu je dodavano
relativné malé mnozstvi energie, a proto dochazi k malé fragmentaci. S ESI jsou
kompatibilni typicka rozpoustédla pouzivana v kapalinové chromatografii na reverzni 1
normalni fazi LC, jako jsou voda, acetonitril, methanol, ethanol nebo chloroform (Pitt,

2009).

Analyzator doby letu (time of flight, TOF) pracuje tak, ze zrychluje ionty pomoci
vysokého napéti. Rychlost iontd, a tedy i doba potiebna k tomu, aby se pohybovaly v
letové trubici k dosazeni detektoru, zavisi na jejich hodnotach m/z. Analyzator TOF muze
ziskat spektra extrémné rychle s vysokou citlivosti. Ma také vysokou hmotnostni

presnost, ktera umoziuje stanoveni sumarniho slozeni mensich molekul (Pitt, 2009).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Odbér vzork netopyri ze zimovist v Ceské republice byl proveden v souladu
s Ceskym zakonem €. 114/1992 Sb., O ochrané piirody a krajiny. Sbér byl zalozen na
povolenich 01662/MK/2012S/00775/MK/2012, 866/JS/2012 a 00356/KK/2008/AOPK
vydanych Agenturou ochrany piirody a krajiny Ceské republiky. Schvaleni vsech
experimentalnich postupd bylo poskytnuto Etickou komisi AV CR (&. 169/2011).
K ziskani fibroblastd netopyti kiize byl béhem podzimniho rojeni v Ceské republice

odchycen zdravy netopyr (M. myotis).

3.1.2 Pouzité chemikalie

e 30% Acrylamide/Bis Solution, 29:1 (30% roztok akrylamidu a bis-akrylamidu,
29:1) (BIO-RAD, Hercules, Kalifornie, USA)

e (Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution (0,25% roztok) (BIO-RAD)

e CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat)
(SIGMA-ALDRICH, St. Louis, Missouri, USA)

e Aceton; (LACH-NER, Neratovice, CR)

e Acetonitril p.a. (LACH-NER)

e Benzen (SIGMA-ALDRICH)

e 40% Bio-Lyte® 3/10 Ampholyte (BIO-RAD)

e Bromfenolova modi (BIO-RAD)

e [ 4-dithiothreitol — DTT (SIGMA-ALDRICH)

e Dodecylsulfat sodny — SDS (MERCK, Darmstadt, Némecko)

e Ethanol (VWR, Radnor, Pensylvanie, USA)

e Glycerol (SIGMA-ALDRICH)

e Glycin (LACH-NER)

e Hydrogenuhli¢itan amonny (VWR)

e Jodoacetamid (SIGMA-ALDRICH)

e Kyselina chlorovodikova (SIGMA-ALDRICH)
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Kyselina mravenci (SIGMA-ALDRICH)

Kyselina octova (SIGMA-ALDRICH)

2 -merkaptoethanol (MERCK)

Methanol bezvody, 99,8 % (SIGMA-ALDRICH)

Milli-Q® 1Q (MERCK)

Pepsin (MERCK, Darmstadt)

Peroxodisiran amonny— APS, karbamid (SIGMA-ALDRICH)
Proteinové markery molekulové hmotnosti (BIO-RAD)
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin - TEMED (SIGMA-ALDRICH)
Thiourea (thiomocovina) (BIO-RAD)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan /Tris baze (SIGMA-ALDRICH)
Trypsin (SIGMA-ALDRICH)

Urea (moc¢ovina) (BIO-RAD)

Roztoky

10% APS (100 mg APS + 1 ml Milli-Q H20)

Elektrodovy pufr o pH 8,3 10x ziedény (30,3 g Tris baze + 144 g glycinu + 10 g
SDS + 600 ml Milli-Q H20O, po rozpusténi byla smés doplnéna destilovanou vodou
doll)

1.5 M Tris/HCI puftr o pH 8,8 (27,23 g Tris baze + 80 ml Milli-Q H20), pH bylo
upraveno na 8,8 pomoci 6 N HCI a doplnéno Milli-Q H>0 do 150 ml

0.5 M Tris/HCI pufr o pH 6,8 (6 g Tris baze + 60 ml Milli-Q H20), pH bylo
upraveno na 6,8 pomoci 6N HCI a doplnéno Milli-Q H>O do 100 ml
Neredukujici vzorkovy nanaseci puftr (3,55 ml Milli-Q H20 + 1,25 ml 0,5M Tris-
HCl + 2,5 ml glycerolu + 2,0 ml 10 % SDS + 0,001 g bromfenolové modii)
Redukujici vzorkovy nanaseci pufr (25 ul 2-merkaptoethanolu + 475 pl
neredukujiciho vzorkového pufru)

Lyza¢ni pufr (3,55 ml 7M mocoviny + 1,25 ml 4M thiomocoviny + 2,5 ml 4%
CHAPS + 2,0 ml 0,6% BioLyte + 0,001 g 1% DTT)

Odbarvovaci roztok pfi St€peni proteina v gelu (10 ml NH4HCO3 + ACN)
Extrakéni pufr (5 ml HCOOH + 95 ml H20 + 200 ml ACN)

0,1 M NH4HCOj3 (0,7906 g NH4HCO3 + 100 ml dH20)
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3.1.4

Mobilni faze na TLC (3 ml CHsCOOH + 3 ml CH3COCH3 + 12 ml CH30H + 42
ml CgHps)

2% HCOOH (8 ul HCOOH + 3,2 ml dH20)

Ukazatele molekulové hmotnosti proteini (Precision Plus Protein™ All Blue
Prestained Protein Standards, molekulova hmotnost od 10 do 250 kDa)

Extrakeni disk s reverzni fazi C18 (Metadecyl extraction disk)

Pristrojové vybaveni

Analytické vahy ABJ 0715 (KERN & SOHN, NEMECKO)

Bio-Print CX4 Edge (VILBER, FRANCIE)

Centrifuga (EPPENDORF, NEMECKO)

Centrifuga MiniSpin (EPPENDORF)

Desaga Heidelberg 220V 75W MinUVIS Duo-UV-Source for Thin-Layer and
Column-chromatography (DESAGA, NEMECKO)

Elektroforeticka vana Owl™ EasyCast™ Bl1A (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, USA)

Denzitometr GS-800 se softwarem Quantity One® (BIO-RAD)

Kapalinovy chromatogratf HPLC Agilent 1100 LC (AGILENT
TECHNOLOGIES, USA)

Laminarni box FV001 (ESCO, SINGAPUR)

Hmotnostni spektrometr MAXIS Q-TOF (BRUKER DALTONICS, NEMECKO)
Mikroskop Olympus FV-1000 (OLYMPUS, JAPONSKO)

Proxeon Easy-nLC (PROXEON BIOSYSTEMS A/S, DANSKO)

Predvazky PCB (KERN & SOHN)

Koncentrator Savant™ SP0121P SpeedVac (THERMO FISHER SCIENTIFIC)
Trepacka Mini Shaker PSU-2T (BIOSAN, LITVA)

Ultrazvukova lazen (BIO-RAD)

Vana pro TLC desky (DURAN, NEMECKO)

Vortex Fisherbrand CLASSIC AGIT. VORTEX 100-240V (IKA, NEMECKO)
Vortex IKAR MS3 basic (IKA)
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3.1.5

3.2

3.2.1

Material

HPTLC-Fertigplatten, RP-2 Fs4 s (MERCK)
HPTLC-Fertigplatten Kieselgel 60 F2s4 (MERCK)
Jupiter Proteo 90 A, 250%2 mm (PHENOMENEX, Torrance, Kalifornie, USA)

Softwarové vybaveni

DataAnalysis 4.0 (BRUKER DALTONICS)
Fluoview FV 1000 (OLYMPUS)

HyStar 3.2. (BRUKER DALTONICS)
ProteinScape 3.0.0.446 (BRUKER DALTONICS)
Quantity One® (BIO-RAD)

Databaze

Swissprot (EUROPEAN BIOINFORMATICS ORGANISATIONS, USA)
NCBI (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION,
USA)

Pouzité metody

Fluorescencni mikroskopie

Casti infikovanych netopyiich kiidel zvlh&enych destilovanou vodou byly

pozorovany pomoci konfokalniho mikroskopu ve Stiedisku cytometrie a mikroskopie na

Mikrobiologickém ustavu AV CR pomoci konfokalniho mikroskopu Olympus FV-1000

(LSM mod, 10x zvétSeni, excitace 405 nm-UV laser). Ve Stredisku cytometrie

a mikroskopie byla provedena i charakterizace emisniho spektra (tzv. Lambda scan).

Lamb

da skenovani bylo provadéno pomoci 5Snm spektralniho okna, posunovaného

souvisle pres spektrum v rozmezi 415-780 nm, ve 181 krocich, tj. kazdy krok v §ifi 2 nm.

3.2.2

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Jako dalsi metoda byla provedena TLC snormalni (HPTLC — Fertigplatten

Kieselgel 60 Fass) i s obracenou fazi (HPTLC-Fertigplatten, RP-2 Fas4 s). Validace

25



metody byla ovéfena pomoci riboflavinu, jenz byl uzit jako pozitivni kontrola. V 1 ml
mobilni faze bylo rozpustén 1 mg riboflavinu. Pfi TLC s normélni fazi byla pouzita
desticka HPTLC-Fertigplatten Kieselgel 60 F254, 10x10 cm, jako stacionarni faze
slouzila vrstva silikagelu 60 Fas4 v tlouStce 0,20 mm a mobilni fazi tvofila smés
obsahujici kyselinu octovou, aceton, methanol a benzen v poméru 5:5:20:70 (Tab. 1).
Z mobilni faze bylo odebrano 200 ul, ve kterych bylo rozpusténo 5 mg lyofilizovanych

extraktu ktidel.

TLC s obracenou fazi byla provedena na desticce HPTLC-Fetigplatten, RP-2 F254 s,
10x10 cm. Stacionarni fazi zde tvorfil dimethylovany silikagel a mobilni faze sestavala
z vody a methanolu v poméru 1:1 (Tab. 2). Bylo pfipraveno 60 ml mobilni faze, ze které
bylo odebrano 200 ul, ve kterych bylo rozpusténo 5 mg lyofilizovanych extraktu kfidel.

Jako stacionarni faze slouzila vrstva silikagelu RP-2 Fas4 v tloust’ce 0,20 mm.

Na TLC desticky (HPTLC-Fertigplatten, RP-2 Fas4 s, 10x10 cm a HPTLC-Fertigplatten
Kieselgel 60 Fzs4, 10x10 cm) bylo naneseno 50 ul vzorku a desti¢ka byla umisténa do
vyvijeci komory nasycené parami mobilni faze tak, aby linie startu s nadavkovanym
vzorkem byla umisténa nad hladinu mobilni faze. Separace probihala, dokud ¢elo mobilni
faze nedosahlo 1 cm pod vrchni okraj desticky. Byla provedena TLC s norméalni (HPTLC-
Fertigplatten Kieselgel 60 Fas4) i s obracenou fazi (HPTLC-Fertigplatten, RP-2 Fass s).
V ptipadé obou TLC desticek byl pro detekci pouzit pristroj 220V 75W MinUVIS Duo-
UV-Source for Thin-Layer and Column-chromatography (DESAGA, NEMECKO)

s vlnovou délkou UV zafeni 254 nm a 366 nm

Tab. 1: Slozeni mobilni faze TLC o pozadovaném objemu 60 ml, normalni faze.

LATKA Hmotnost/objem jednotlivych slozek
Kys.octova 3 ml

Aceton 3 ml

Methanol 12 ml

Benzen 42 ml

Tab. 2: Slozeni mobilni faze TLC o pozadovaném objemu 60 ml, reverzni faze

LATKA Hmotnost/objem jednotlivych slozek
Methanol 30 ml
Voda 30 ml
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3.2.3 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prritomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)

Tab. 3: Slozeni lyzaéniho pufru

LATKA Hmotnost/objem jednotlivych slozek
7M mocovina 3,55 ml

4M thiomocovina 1,25 ml

4% CHAPS 2,5 ml

0,6% BioLyte 2,0 ml

1% DTT 0,001g

Vzorky na SDS-PAGE elektroforézu byly pfipravovany dvéma zpusoby. Prvni
zpusob pripravy vzorku probihal varem s SDS redukujicim vzorkovym pufrem. Nejprve
byl pfipraven neredukujici SDS vzorkovy pufr z 0,5M Tris-HCI, glycerolu, 10% SDS,
bromfenolové modfi a redestilované vody. Dale bylo z neredukujiciho SDS vzorkového
pufru odebrano 0,5 ml, k némuz bylo pfidano 25 pl 2-merkaptoethanolu, ¢imz byl
pfipraven roztok redukujiciho vzorkového pufru. Casti netopyfich kiidel byly nejprve na
30 minut zamrazeny pii -80 °C a nasledné lyofilizovany v lyofilizatoru Alpha 1-2 LD
plus. Ke 2 mg lyofilizovaného vzorku (kiidlo s 1ézemi; kiidlo bez 1ézi) bylo pfidano 40 pl

SDS vzorkového redukujiciho pufru a spole¢né byla smés povarena na plotné 5 minut.

Druhy zptisob ptipravy vzorku probihal rozpusténim v lyza¢nim pufru (Tab. 3). Ke 2 mg
lyofilizovaného vzorku (ktidlo slézemi; blank) bylo pfidano 40 pl lyza¢niho pufru

a vzorky byly sonikovany ultrazvukem po dobu 10 minut.

3.2.4 1D elektroforéza

Prvnim  krokem 1D elektroforézy ~ byla  pfiprava  separacniho
11% polyakrylamidového gelu (Tab. 4) a zaroven fidSiho 9% polyakrylamidového gelu

(Tab. 5) pro lepsi separaci vétsich proteini v horni ¢asti separacniho gelu.

Tab. 4: Slozeni 11% polyakrylamidového gelu

LATKA Objem jednotlivych slozek
Milli-Q H20 3,7ml

30% akrylamid/bis-akrylamid 3,7 ml

Tris/HCI pufr (pH 8,8) 2,5 ml

10% SDS 0,1 ml

10% APS 50 ul

TEMED 5ul

Uvedena mnozstvi slouzi k pripravé dvou 11% polyakrylamidovych gelii, rozméry: 8,6 x 6,7 cm,
tloustka gelu 1 mm.
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Tab. 5: Slozeni 9% polyakrylamidového gelu

LATKA Objem jednotlivych slozek
Milli-Q H,O 4,4 ml

30% akrylamid/bis-akrylamid 3,0 ml

Tris/HCI pufr (pH 6,8) 2,5 ml

10% SDS 0,1 ml

10% APS 50 ul

TEMED 5ul

Uvedena mnozstvi slouzi k priprave 2 gelil

Tab. 6: Slozeni 4% polyakrylamidového gelu

LATKA Objem jednotlivych slozek
Milli-Q H20 6,1 ml

30% akrylamid/bis-akrylamid 1,3 ml

Tris/HCI pufr (pH 6,8) 2,5 ml

10% SDS 0,1 ml

10% APS 50 ul

TEMED 5ul

Uvedené hodnoty slouzi k priprave 2 gelii

Vzniklé roztoky pro ptipravu polyakrylamidovych gelt byly odvzdusnény v pfistroji
Concentrator v médu DHV po dobu 5 minut. Nasledné bylo pfidano 50 pl APS a roztoky
byly napipetovany mezi skla, ve kterych byly pfevrstveny roztokem butanolu
a destilované vody v poméru 1:1. Po ztuhnuti obou dolnich gelti byl pfipraven zaostfovaci

4% polyakrylamidovy gel (Tab. 6).

Vznikly horni (zaostfovaci) gel byl rovnéz odvzdusnén v pfistroji Concentrator v méodu
DHYV po dobu 5 minut a nasledné bylo ptidano 50 ul APS a roztok byl napipetovan jak
na 11% polyakrylamidovy dolni gel, tak na 9% polyakrylamidovy dolni gel. Poté byly do
horniho gelu vlozeny hiebinky urcené k vytvoreni jamek a gel se nechal 30 minut
zatuhnout. Po ztuhnuti gelu byl hfebinek vynat a gel byl spole¢né se skly vlozen do
elektroforetické vany. Mezi skla a do elektroforetické vany byl nalit elektrodovy pufr
o pH 8,3 (Tab. 7).

Nasledné bylo do jamek vniklych po ztuhnuti horniho gelu nadavkovéano pipetou 10 pl
jednotlivych vzorka netopyiiho kiidla (WNS neredukujici puft, WNS T1ysis buffers WINS neredukujici
putr, WNS Iysis buffer) @ ukazatele molekulové hmotnosti proteina (Precision Plus Protein™
All Blue Prestained Protein Standards, molekulova hmotnost od 10 do 250 kDa), jak do
9% gelu, tak i do 11% gelu.
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Tab. 7: Slozeni elektrodového pufru

LATKA Hmotnost/objem jednotlivych slozek
Tris baze 303 ¢

Glycin 144 ¢

SDS 10g

H>O 600 ml

Tab. 8: Slozeni fixaéniho roztoku

LATKA Hmotnost/objem jednotlivych slozek
Kys. octova 10 ml
Metanol 40 ml
H>O 50 ml

Tab. 9: Slozeni barviciho roztoku Coomassie briliant blue

LATKA Hmotnost/objem jednotlivych slozek
Coomassie briliant blue R-250 2,5 ¢

Metanol 455 ml

Kys. octova 90 ml

Tab. 10: Slozeni odbarvovaciho roztoku

LATKA Hmotnost/objem jednotlivych slozek
Kys. octova 90 ml

Metanol 455 ml

H>O 455 ml

Elektroforéza byla spusténa v prvni ¢asti pii napéti 50 V po dobu 20 minut, aby se vzorky
sefadily do uzkého pruhu v zaostfovacim gelu. Po 20 minutach byly bilkoviny v gelu
separovany pii napéti 200 V systémem , Mini-Protean® Tetra cell system”, dokud
bromfenolova modi béhem 45 minut nedosahla konce gelu. Elektroforéza byla ukoncena
po 45 minutach. Gely byly pfeneseny do 100 ml fixacniho roztoku (Tab. 8) a tfepany na
ttepaCce 20 minut pii 75 rpm. Pred vlastnim krokem barveni geld byly vlozeny do
pristroje Bio-Print CX4 Edge a byla zkontrolovana pfipadna fluorescence. Dal§im
krokem bylo 24hodinové barveni gelu pomoci Coomassie Brilliant Blue R250 Stain
(Tab. 9). I po tomto kroku byly gely vlozeny do fluorescencniho detektoru. Nasledné byla
barva nahrazena odbarvovacim roztokem (Tab. 10), v némz byly gely promyvany na
ttepacce po dobu 15 minut. Potom byly gely oskenovany pomoci skeneru GS-800

Calibrated Densitometer se softwarem Quantity One®.
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3.2.5 Stépeni proteinii v gelu (SDS-PAGE) trypsinem po odbarveni
Coomassie Blue

Gel byl polozen na sklenénou desku a byly z néj skalpelem vyfiznuty prouzky
obsahujici obarvené proteiny. Timto zptsobem bylo vyfezano 36 prouzki z kazdého
bandu (WNS neredukujici pufr, WINS 1ysis bufter, WINS neredukujici pufr, WINS lysis buffer). VyTiznuté
prouzky byly vloZzeny do mikrozkumavek a nadbytecna voda byla odsata. K prouzkim
bylo pfiddno 100 pl odbarvovaciho roztoku (Tab. 11) a za mirného tfepani byly
odbarvovany po dobu 20 minut. Odbarvovaci roztok byl odpipetovan a ke kazdému
prouzku bylo pifidano 200 pl acetonitrilu. Po 20 minutach byl acetonitril odpipetovan

a gelové prouzky (bandy) byly dosuseny ve SpeedVacu po dobu 15 minut.

K prouzkim bylo pfidano 50 pl DTT a nechaly se inkubovat tficet minut pfi
56 °C. Nasledn¢ byly prouzky ochlazeny na pokojovou teplotu a byl odsan roztok DTT.
Bylo ptidano 200 pl acetonitrilu a po 10 minutach byl odstranén v§echen roztok. Nasledné
bylo ke gelovym prouzkiim pfidano 50 pl roztoku iodoacetamidu a dalSich 30 minut
probihala inkubace ve tmé&. Poté byl roztok odebran a bylo pfidano 200 ul acetonitrilu,

ktery pasobil 10 minut. Po jeho odstranéni byly prouzky vysuseny ve SpeedVacu.

K vysuSenym prouzkiim bylo pfidano 50 pl roztoku trypsinu. Nakonec byly umistény
ptes celou noc do vyhfivaného bloku na teplotu 37 °C. Druhy den rano byly vzorky
vyndany a sonikovany po dobu 5 minut. Roztok byl odpipetovan do novych
mikrozkumavek. Ke prouzkaim bylo pfidano 100 ul extrakéniho pufru a byly sonikovany
15 minut. Extrak¢ni pufr (Tab. 12) byl pfidan k pivodnimu roztoku trypsinu a extrakce

byla jesté jednou zopakovana.

Ziskané extrakty byly vysuSeny v lyofilizatoru. Pfed analyzou vzorkl na hmotnostnim
spektrometru byly extrakty rozpustény ve 40 ul 2% kyseliny mravenci, byly sonikovany

po dobu 10 minut a nésledné centrifugovany po dobu Sminut pii 10.000 rpm.

Tab. 11: Priprava odbarvovaciho roztoku

LATKY Objem jednotlivych slozek
NHsHCO3 10 ml
Acetonitril 10 ml
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Tab. 12: Ptiprava extrakéniho pufru

LATKY Objem jednotlivych slozek
Kyselina mravenci Sml

Voda 95 ml

Acetonitril 200 ml

3.2.6 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (LC/MS)

Pro proteomické srovnani vzorkl netopyra s WNS a bez WNS byla pouzita label-
free kvantifikace pomoci hmotnostni spektrometrie. Porovnany byly dvé sady vzorku,
zdrava 1 nemocna tkan. Po nastépeni byly vzniklé peptidy analyzovany pomoci LC-MS

a data byla vyhodnocena pomoci programu Profile Analysis.

Stépeni vzorku bylo provedeno trypsinem a pepsinem. Pfiblizné 1 mg vzorku bylo
rozpusténo v 0,2 mg/ml trypsinu v 0,1M NH4HCO3 (Tab. 13) v poméru enzym/substrat
1:50. Inkubace byla provadéna v termomixeru za 700 rpm pii 37 °C po dobu 24 hodin.
Vzorek byl nasledné lyofilizovan, rozpustén v roztoku 0,2 mg/ml pepsinu v 3% kyseliné
octové a inkubovan 24 hodin za teploty 37 °C v termomixeru pii otackach 700 rpm.
Po odstfedéni vzorkt bylo odebrano 40 pl roztoku, ktery byl lyofilizovan a dale rozpustén
ve 200 pl 2% kyseliny mravenci. Takto zhotoveny vzorek byl pfipraven pro stanoveni
LC/MS. Kontrola byla rovnéz inkubovéana a oSetfena samotnym enzymovym roztokem
stejnym zpusobem jako vzorek. Nasledné byly vzorky zpracovany extrakci na pevné fazi

metodou tzv. , stage tipu“.

Pro kazdy vzorek byly pfipraveny dvé plastové mikrozkumavky o objemu 2 ml, pfi¢emz
do vicek byly vyfiznuty otvory natolik veliké, aby se do nich vesla 200 pl Spicka. Pomoci
jehly byl pomalym krouzenim vyroben tercik z extrakéniho disku s reverzni fazi C18
(Metadecyl extraction disk). Ten byl nasledné vsunut pomoci pistu do konce 200 pl
$picky. Spitka byla vloZena do otvoru vi¢ka piipravené mikrozkumavky a bylo piidano
20 ul ¢istého metanolu. Mikrozkumavka byla nasledné vlozena do centrifugy na 15 vtefin
pii 6.000 g. Mikrozkumavka byla opét centrifugovana po dobu 30 vtefin pti 6.000 g. Bylo
pfidano 20 pl 50% metanolu a mikrozkumavka byla opét stocena na 60 vtefin pii 6.000 g.
Poté bylo pfidano 20 pl 2% ACN s 0,1 % HCOOH a opét stoceno na 60 vtefin pii 6.000 g.
Nasledné bylo ptidano 20 pl vzorku a sto¢eno na 60 vtefin pii 6.000 g. Bylo pfidano 20 pl
2% ACN s 0,1 % HCOOH a sto¢eno na 60 vtefin pii 6.000 g. Spi¢ka byla pfemisténa do

nové mikrozkumavky. Bylo pfidano 20 pl 80% ACN s 0,5 % HCOOH a stoceno na 60
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vtefin pii 6.000g. Tento krok byl dvakrat opakovan. Vzorek byl zamrazen a lyofilizovan.
Po lyofilizaci bylo ptidano 20 pl 2% HCOOH a stoceno po dobu 3 minut pii 10.000 g.
Bylo odebrano 18 ul a nakapano do plastového inzertu, ¢imz byly vzorky pfipraveny
k méfeni.

HPLC pfistrojem, ktery byl pouzity pro proteinovou analyzu byl HPLC Agilent 1100 LC,
spojeny zdrojem typu nanoelektrosprej s hmotnostnim spektrometrem MaXis Q-TOF
(quadrupole-time of flight) s ultravysokym rozli§enim. Nastroje LC-MS/MS byly fizeny
pomoci softwarovych programt HyStar 3.2 a microTOF-control 3.0. Udaje byly

shromazdény pomoci programt ProteinScape 3.0 a DataAnalysis 4.0.

Chromatograficka separace byla provedena na koloné Jupiter Proteo 90 A, 250%2 mm)
za pouziti Synergi MAX-RP, 4x2.0 mm id jakozto pfedkolony, ktera byla pouzita
k ochrané kolony dle standartnich postupti Laboratofe proteomiky. Bylo nastfiknuto
10 ul peptidové smési a separace peptidu byla provedena linearnim gradientem mobilni
fazi B (acetonitril s 0,1 % (v/v) kyseliny mravenci). Mobilni faze A byla voda s 0,1 %
(v/v) kyseliny mravenci. Byl pouzit nasledujici gradient: 2% mobilni faze B po dobu 2
minut, nasledovanou gradientovou eluci na 35% mobilni fazi B v 75 minutach a potom
100% mobilni fazi B béhem 10 minut. Nakonec byla kolona eluovana 100% mobilni fazi
B po dobu 10 minut. Po analyze byla kolona ekvilibrovana 2% mobilni fazi B po dobu
20 minut. Pratok byl 0,30 ul/min a kolona byla udrzovana na teploté 25 °C. Byla pouzita
ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu. Napéti ESI bylo nastaveno na +4,5 kV,
rychlost skenovani 3 Hz. Provozni podminky suSiciho plynu (N2) 10 1/min; teplota
suSiciho plynu 180 °C; tlak nebulizatoru 150 kPa. Pokusy byly provadény skenovanim
hodnot m/z v rozsahu 50-2200. Pouzitym referencnim iontem (Internal Mass Lock) byl
jednou nabity iont Ca4Hi9F36N306P3 s hodnotou m/z 1221,9906. Hmotnostni spektra
odpovidajici kazdému signalu z celkového iontového toku byla zprimérovana,

coz umoznilo pfesné stanoveni molekulové hmotnosti.

Tab. 13: Slozeni 0,1 M NH4HCO3

LATKA Hmotnost/objem jednotlivych slozek
Hydrogen uhli¢itan amonny 0,7906 g
Destilovana voda 100 ml
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3.2.6.1 Vyhledavani v databazi

V posledni casti experimentu byly ve snaze identifikovat fluorescencni proteiny
obsazené v extraktech netopyfich kiidel analyzovany tryptické stépy proteinti pomoci
kapalinové chromatografie (LC) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem typu Q-TOF.
Proteiny byly identifikovany za pomoci softwaru Data Analysis a ProteinScape 2.0. Jejich
rozpoznavani probéhlo na zakladé shody tandemovych MS spekter s databazemi proteina
za pomoci serveru MASCOT. Program ProteinScape informuje o nazvu proteinu,
relativni molekulové hmotnosti a o tzv. MASCOT skore. MASCOT skore pro protein je
soucet skore pro jednotlivé peptidy, pfiCemz pro pozitivni identifikaci proteinu musi byt
skore MASCOT skore nad 95% urovni spolehlivosti. Vzhledem k tomu, ze MASCOT
skore proteinu musi byt dostateCné vysoké, aby byla relevantni pravdépodobnost shody
s identifikovanym proteinem a protein tak byl uznan jako validni, bylo skore arbitrarné

nastaveno na 100.

Data byla zpracovana pomoci softwaru ProteinScape v. 3.0.0.446. Proteiny byly
identifikovany srovnanim tandemovych hmotnostnich spekter s databazemi NCBI
201601 (79.702.939 sekvenci; 29.121.182.151 §tépu) a Swissprot 202003 (562.755
sekvenci; 202.599.198 stépa). Pouzité taxonomické filtry byly savci a plisnové. Trypsin
byl vybran jako parametr enzymu. Byla povolena tfi vynechana §tépeni a pro MS byla
pouzita pocatecni tolerance peptidové hmotnosti + 0,015 Da a pro analyzu MS/MS + 0,03
Da. Jako variabilni modifikace byly nastaveny hydroxylace prolinu a lysinu a oxidace
methioninu. Naboj monoisotopického peptidu byla nastaven na 1+, 2+ a 3+. Béhem
procesu vyhledavani dat byla vybrana moznost Peptide Decoy, aby se odstranily falesné
pozitivni vysledky. Pfijaty byly pouze vyznamné zasahy (skore MASCOT > 80 pro
proteiny a skore MASCOT > 20 pro peptidy, http://www.matrixscience.com). VSechny
peptidy a proteiny byly dodatecné manualné verifikovany, v systému byla vizualné

ovétovana validita spekter.
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4 VYSLEDKY

4.1 Detekce fluoreskujicich latek v kiidlech infikovanych netopyru
metodou konfokalni mikroskopie

Pomoci metody konfokalni mikroskopie bylo porovnano emisni spektrum zdravého
kiidla a kiidla s 1ézi pii excitaci UV laserem s vinovou délkou 405 nm. Zdravé kiidlo

mélo emisni maximum 490 nm (Obr. 6, 7). Naopak 1éze vykazovaly dvéma emisnimi

maxima s naméfenymi hodnotami 520 nm a 640 nm (Obr. 6, 7).

Obr. 6: Kridlo netopyra velkého (Myotis myotis) ze Stoly Velka Amerika postizeného houbou
P. destructans pod konfokalnim mikroskopem Olympus FV-1000 (Olympus Corporation, Tokyo,
Japan; LSM mod, 10x zvétSeni, excitace 405 nm-UV laser, program Fluoview FV 1000, verze
2.0, DAPI filtr set). Z vyzna¢enych bodu 1 (léze), 2 (Iéze), 3 (zdravé kridlo), bylo hodnoceno
emisni spektrum tzv. Lambda scan (uvedeno nize). Fotografie byly pofizeny ve spolupraci
s Centrem cytometrie a mikroskopie, MBU AV CR.

34



200
800
700
600
500
400
300
200
100

o

Obr. 7: Charakterizace emisniho spektra (tzv. Lambda scan). Lambda skenovani bylo provedeno
pomoci 5 nm spektralniho okna, posunovaného souvisle pres spektrum v rozmezi 415-780 nm,
ve 181 krocich, kazdy krok byl v §ifi 2 nm. Cervena kiivka znazoriiuje spektrum bodu 1 (Iéze;
viz Obr. 6) a bodu 2 (I¢ze) s lokalnimi fluorescen¢nimi maximy 520 nm a 640 nm. Modra kiivka
znazoriuje spektrum bodu 3 (zdravé kiidlo) s fluorescenénim maximem 490 nm. Emisni
spektrum bylo pofizeno ve spolupraci s Centrem cytometrie a mikroskopie, MBU AV CR.

4.2 Analyza fluoreskujicich latek metodou chromatografie na tenké
vrstvé (TLC)

Jako dalsi metoda byla provedena TLC z extraktt kiidel postizenych WNS. Jak na
desti¢ce, kde stacionarni fazi tvofil dimethylovany silikagel, tak na desticce, kde
stacionarni fazi byl silikagel, nebyla zjiS§téna fluorescence. Méteni probihalo pfi dvou
vlnovych délkach danych nastavenim pfistroje, a to 366 nm a 254 nm. V ptipade pouziti

riboflavinu jakoZzto pozitivni kontroly byla pfi 366 nm pozorovana fluorescence (Obr. 8).

4.3 Separace a detekce proteinu z extrakti netopyrich kridel
metodou SDS-PAGE

Separace a detekce proteinti byla provedena ze vzorku netopyfiho kiidla spolecné
se standardem v 9% gelu a 11% gelu. Koncentrace separacnich SDS-PAGE gela byla
zvolena pro lepsi separaci proteini o vysSi molekulové hmotnosti. Proteiny s vétsi
hmotnosti by tak meély byt v fid§im gelu vyraznéji rozdéleny a 1épe hodnotitelné.
Po provedeni SDS-PAGE elektroforézy byla provedena detekce proteini detekénim
¢inidlem s Coomassie Brilliant Blue a vysledny gel skenovan denzitometrem. Priklady

obarvenych geli jsou prezentovany na Obr. 9.
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Obr. 8: TLC s obracenou fazi (HPTLC-Fertigplatten, RP-2 Fas4 s), 10x10 cm. Stacionarni fazi
tvoril dimethylovany silikagel a mobilni faze sestavala z CH30H a H>O (50:50) pii 366 nm (1) a
254 nm (2). TLC s normalni fazi (HPTLC- Fertigplatten Kieselgel 60 Fzs4), 10x10 cm, stacionarni
fazi byl silikagel a mobilni fazi tvofila smés CH;COOH, CH3COCH3, CH30H a C¢Hs v poméru
5:5:20:70 pii 366 nm (3) a 254 nm (4), pficemz v levé ¢asti gelu byl uZit riboflavin jako pozitivni
kontrola. V pravé casti (nevykazujici fluorescenci) byly napipetovany extrakty z WNS
postizenych kridel.
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Obr. 9: Separace proteinu metodou SDS-PAGE v 9% a 11% polyakrylamidovém gelu. Detekce
proteini byla provedena Coomassie Brilliant Blue. Molekulové hmotnosti proteinovych markert
jsou udavany v kDa. V 9% SDS-PAGE gelu byly separovany proteiny z kfidla netopyra
negativniho na WNS extrahovany v lyza¢nim pufru (A) a v SDS redukujicim vzorkovém pufru
(C). Proteiny z kridla netopyra pozitivniho na WNS byly na extrahovany v lyzacnim pufru (B) a
v SDS redukujicim vzorkovém pufru (D). V 11% SDS-PAGE gelu byly separovany proteiny
z kfidla netopyra pozitivniho na WNS byly extrahovany v lyzaénim pufru (F) a v SDS
redukujicim vzorkovém pufru (H). Proteiny z kfidla netopyra negativniho na WNS byly
extrahovany v lyza¢nim pufru (E) a v SDS redukujicim vzorkovém pufru (G).

Pred vlastni LC/MS piedchazela kontrola fluorescence geld pomoci fluorescencéniho

detektoru. Gely nevykazovaly jakoukoliv fluorescencni aktivitu.
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4.4 Identifikace proteinit metodou kapalinova chromatografie s
hmotnostni spektrometrii (LC/MS)

Pomoci LC/MS bylo analyzovano slozeni 36 prouzki (WNS*neredukujici putr, WNS *lysis
buffer, WNS neredukujici pufr, WINS Iysis buffer) Vyfezanych z SDS-PAGE geld. Proteiny byly
Stépeny trypsinem a pepsinem a vysledné peptidi purifikovany metodou stage tip.
Lyofilizované vzorky oSetfené kyselinou mravenéi byly nasledné zanalyzovany.
Vyhodnoceni peptidového slozeni probéhlo v databazi Swissprot, ktera je jednodussi
a verifikovana, ale poskytuje vysledky pouze pro proteiny z jinych zivocisnych druha
(562.755 sekvenci; 202.599.198 stépu; dle udaji ze dne 3. 2. 2021). Vyuzita byla také
databaze NCBI. Tato databaze je obsahlejsi, a navic poskytuje zdznamy pro proteiny
z ruznych druhti netopyrt (79.702.939 sekvenci; 29.121.182.151 stépt; dle udaji ze dne
2.2.2021).

Mezi vzorky, jez byly pozitivni na WNS a témi, které byly na WNS negativni, nebyly
vyznamné rozdily v ramci slozeni proteinu. Pfi identifikaci proteint v databazi Swissprot
(tabulka 15) byla u WNS pozitivnich i WNS negativnich vzorkt zjisténa pfitomnost
kolagenu typu I alfa 1 (COL1A1) a keratinu typu II cytoskeletal 5 (KRTS) (Tab. 14).
V databazi NCBI byla v obou, WNS pozitivnich i WNS negativnich, vzorcich zji§téna
pritomnost kolagent typu I, alfa 1 (COL1A1) a alfa 2 (COL1A2), keratini typu I - keratin
10 (KRT10) a keartion 16 (KRT16), keratini typu II - keratin 2 (KRT2) a keratin 5
(KRTS) a aktinu (Tab. 15). Proteomicka analyza (obé databaze) neposkytla jakékoliv
relevantni vysledky tykajici se pfitomnosti proteint plisni, nebot MASCOT skore

dosahovalo velice nizkych hodnot.

Tab. 14: Nejvyznamnéjsi proteiny identifikované v kiidle s WNS a bez WNS v databazi

SwissProt
Swissprot PROTEIN MASCOT MW (kDA)
SKORE

WNS + Collagen alpha-1(I) chain 87 138,7
Collagen alpha-1(I) chain

WNS + 0S 102 137
Keratin, type II cytoskeletal

WNS + 5 136 61

WNS - Collagen alpha-1(I) chain 91 133,4

WNS - Collagen alpha-1(I) chain 87 126
Keratin, type II cytoskeletal 66.2

WNS - 5 92 ’
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Tab. 15: Nejvyznamngjsi proteiny identifikované v ktidle s WNS v databazi NCBI

NCBI PROTEIN MASCOT MW
SKORE (kDA)
WNS +  Actin, alpha skeletal muscle [M. davidii] 106 40
WNS +  Collagen alpha-1(I) chain [E. fuscus] 86 138,4
WNS +  Collagen alpha-2(I) chain [M. brandii] 97 129
WNS +  Keratin, type I cytoskeletal 10 [M. brandii] 98 55,2
WNS +  Keratin, type I cytoskeletal 14 [M. lucifugus] 162 52,3
WNS +  Keratin, type I cytoskeletal 16-like isoform 106 514
X2 [M. davidii]
WNS +  Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 127 64
[M. davidii]
WNS +  Keratin, type II cytoskeletal 5 [M. davidii] 130 63,2
WNS - Actin, alpha skeletal muscle [M. davidii] 92 41,4
WNS - Collagen alpha-1(I) chain [E. fuscus] 85 122,3
WNS - Collagen alpha-2(I) chain [M. brandii] 96 127,2
WNS - Keratin, type I cytoskeletal 10 [M. brandii] 99 59
WNS - Keratin, type I cytoskeletal 14 [M. lucifugus] 131 63,1
WNS - Keratin, type I cytoskeletal 16-like isoform 104 51
X2 [M. davidii]
WNS - Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 186 57,2
[M. davidii]
WNS - Keratin, type II cytoskeletal 5 [M. davidii] 130 63,1
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5 DISKUZE

Cilem experimentalni ¢asti rigorézni prace bylo identifikovat fluorescencni
proteiny spojené s WNS. Pfistup zahrnoval kombinaci n€kolika metod. Prvni pouzitou
metodou bylo hodnoceni autofluorescence netopyiiho kiidla ve vzorku vykazujiciho jak
fyziologicky vzhled, tak pfitomnost patologickych 1ézi. Vysledky z konfokalni
mikroskopie ur€ily, ze zdravé kiidlo se vyznacuje emisnim maximem okolo 490 nm.
Hypotetickych ~ zdroji  vysvétlyjicich  toto  maximum  existuje  nékolik.
Nejpravdépodobnéjsim jsou elastinova vlakna, ktera se v kiidlech netopyra piirozené
vyskytuji (Cheney et al., 2017). Dle Lowndesové (2010) odpovidd emisni maximum
elastinu zminénym 490 nm. Dal§im zdrojem by v pfipadé netopyrd mohl byt
napf. i karoten. Jeho absorp¢ni vrchol v nepostizené kuzi ¢loveka se nachazi pti vinové
délce 482 nm (Lowndes, 2010). Dle Galvana et al. (2016) vykazuje tropicky druh
honduraského bilého netopyra Ectophylla alba schopnost asimilace a ukladani
karotenoidniho pigmentu zvaného lutein, vedouciho k oranzovému zabarveni tkani.
Do jaké miry je vSak podobny pigment pfitomny v kizi dalSich druhi netopyrid, neni

Znamo.

Kftidlo postizené WNS se naopak vyznacovalo dvéma emisnimi maximy s hodnotami
520 nm a 640 nm. Tento vysledek koreluje s vysledky Fliegera et al. (2016), jez zjistili,
ze emisni spektrum 1ézi WNS mé& dva charakteristické piky s maximy pfi
510-518 nm a 633-641 nm. Niz§i emisni maximum je s nejvyssi pravdépodobnosti
zpusobeno pritomnosti riboflavinu. Jakmile P. destructans napadne epidermis, zacne
produkovat tento vitamin, ktery zpusobi fluorescenci 1ézi pod UV svétlem. Riboflavin
prispiva k nekroze pozorované u netopyru postizenych WNS po probuzeni se z torporu
a lze jej povazovat za faktor virulence (Davy et al., 2020; Flieger et al., 2016). Riboflavin
vykazuje jediny emisni pruh korelujici s niz§im maximem. Jeho hodnota mtize kolisat
v zavislosti na podminkach méfeni. Ve fosfatovém pufru, fyziologickém pH a osmolarité
a pokojové teploté vykazuje 513 nm (Flieger et al., 2016). Ve smési fosfatového
a citratového pufru a teploté 25°C se nachazi pii 525 nm (Yang et al., 2016).
Ve vyvazeném solném roztoku s kombinovanym fosfatovym a uhli€itanovym pufrem
muze dosahnout az 533 nm (Zhang et al., 2012). Zdroj vyssiho emisniho maxima nebyl
ale doposud objasnén. Mohlo by se napfiklad jednat o endogenni fluorofory, jako je

kolagen, elastin nebo NADH, které maji emisni pik okolo 630 nm (Lowndes, 2010).
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Dalsi molekulou s maximem emisniho spektra pfi 640 nm je porfyrin. Tato latka pii
excitaci svétlem o vlnové délce 400 nm siln€ fluoreskuje. Na druhou stranu porfyriny
vykazuji dva silné emisni pruhy o vinové délce 600-610 nm a 640—660 nm (Sies et al.,
2015). Jejich emisni spektrum se tak neshoduje s pozorovanym spektrem lézi. K odpovédi
stran mozného zdroje vysS§iho maxima by mohlo pfispét zkoumani fluorescence
samotného parazita. Ta v§ak v naSich pokusech fesena nebyla. Rovnéz nebyla zkoumana

v experimentech dalSich autorti zabyvajicich se problematikou P. destructans.

Dalsi metodou, kterou byly 1éze analyzovany, byla TLC. Tuto metodu lze pouzit pro
studium malych molekul (Vazquez-Martinez & Lopez 2018) a mohla by tak pfispét
k identifikaci zdroja fluorescence v tkanich netopyri postizenych WNS. V ramci postupu
byly pouzity dvé odlisné kombinace mobilnich a stacionarnich fazi, jedna zaméfena na
detekci hydrofobnich a druhd vhodna spise pro hydrofilni latky. Pro fluorescencni detekci
slouzila lampa s dvéma excita¢nimi vinovymi délkami 254 a 366 nm. Podobné nastaveni
by tak rovnéz mohlo pomoci pfispét k prokazani pfitomnosti riboflavinu. Dle Yanga et
al. (2016) existuji pro tento vitamin tfi silné fluorescencni oblasti, jejichz excitacni stied
se nachazi ptfi 270, 370 a 450 nm, pficemz vinova délka emise je ve vSech pripadech
stejna (525 nm). Riboflavin je nejlépe detekovatelny pfi excitaci 270 nm, kde je intenzita
fluorescence Ctyfikrat vyssi nez u 450 nm. Tento experiment nicméné neprokazal
jakykoliv relevantni vysledek. Byla pozorovana pouze fluorescence riboflavinu jakozto
pozitivni kontroly. Za poznamku rovnéz stoji fakt, ze emise pozitivni kontroly byla pfi
366 nm intenzivnéjsi, coz by mohlo souviset s velikosti rozdili mezi pouzitymi vinovymi
délkami lampy a samotnymi excitacnimi optimy. Vlastni vysvétleni negativniho nalezu
pokusu by mohlo souviset s citlivosti pouzité metody. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita
pomérné vysoka koncentrace latky (50 ul, 999 pg.ml™!). V 1ézich se dle Fliegera et al.
(2016) naopak pohybuje primérna koncentrace riboflavinu od 54 do 141 pg.ml.
Limitaci rovnéz pfedstavuje mnozstvim vzorku, které je pro méreni mozné ziskat. Oproti
TLC samoziejmé existuji citlivéj§i chromatografické techniky vhodné pro detekci
riboflavinu. Gliszczynska-Swigto & Rybicka (2015) pouzili pro separaci a stanoveni
riboflavinu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Chen et al. (2020)
ve své studii vyvinul a ovéfil metodu HPTLC piizptuisobenou pro stanoveni riboflavinu
v ryzovych nudlich. Tento postup dokonce vykazovala vys$si citlivost, ucinnost
a spolehlivost ve srovnani s konvenc¢ni HPLC. Obé tyto metody nebyly k dispozici.

Vzhledem k negativnimu nalezu se proto v dalSich TLC experimentech nepokracovalo.
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Tteti pouzitou metodou byla SDS-PAGE, se kterou jsme se pokusili separovat proteiny
z extraktl netopyfich kiidel. Zdrojem fluorescence mohou byt vysokomolekularni latky.
Pred nafezanim byly proto gely zkontrolovany pomoci fluorescencniho detektoru. Gely
vSak nevykazovaly jakoukoliv fluorescencni aktivitu. Abychom vyloucili nechténou
interakci separovanych proteint s barvivem slouzicim pro jejich vizualizaci, byly pod UV
svétlem prohlédnuty oba gely i bez obarveni. Vysledek vSak =zistal negativni.
Nepftitomnost vysokomolekularnich fluorescencnich latek v 1ézich netopyra postizenych
WNS nicméné neni 1 piesto mozné vyloucit. Fluorescenci dokazi ovlivnit i konformacni
zmény molekul. Zde svoji roli tak mohlo sehrat slozeni elektrodového pufru. SDS-PAGE
probiha v pfitomnosti silného denaturacniho Cinidla (Arakawa et al., 2022). Vliv mohlo
mit 1 pouziti fixaniho roztoku. Kyselina octova a metanol denaturuji proteiny a vytvafi
kyselé prostiedi (Goldring, 2018), které muze fluorescenci ovliviiovat (Hackl et al.,

2015).

Utelem posledniho postupu bylo ovéfit, zdali je mozné pomoci LC-MS nalézt odlisné
spektrum proteini ve zdravé a postizené tkani. V nasem piipad€ pfi porovnani vSech
36 bandt ziskanych z SDS-PAGE gela nebyly zjistény signifikantni rozdily ve slozeni
proteint. Dle databaze Swissprot se v obou typech vzorkll se vyskytovaly zejména
kolageny a keratiny. Databaze NCBI navic pouze odliSila jejich jednotlivé subtypy
a doplnila vysledek o pfitomnost aktinu. Ve vysledcich by teoreticky bylo mozné
ocekavat proteiny parazita nebo zanétlivé odpoveédi organismu na jeho pfitomnost.
Pannkuk et al. (2015) pomoci hmotnostni spektrometrie (SDS-PAGE, MALDI TOF)
identifikoval 7 extracelularnich proteint P. destructans, v&etné katalyzy/peroxidazy HPI,
proteinim podobym fungalni FAD-vazajici oxidoreduktaze, fungalni podjednotce A
glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferazy, fungalni GH chitindze, S8 serinové peptidaze
a fungalnimu proteinu pro prenos fosfolipidi. Jeden protein o hmotnosti 70 kDA se
nepodarilo presnéji identifikovat. Na druhou stranu byly tyto experimenty provedeny s P.
destructans kultivovanou in vitro, ¢imz mél tym k dispozici pomérn€ vysoké mnozstvi
biologického vzorku. Otazkou také zustava, do jaké miry parazit produkuje tyto faktory
in vivo. Co se tyCe zanétlivé odpoveédi organismu Hecht-Hoger et al. (2020) porovnali
proteomicky profil krevni plazmy u zdravych a WNS pozitivnich netopyrt, a to jak
evropskych (M. myotis), tak severoamerickych (M. lucifugus). Studie pouze prokazala
rozdily u zdravych a WNS kolonizovanych severoamerickych netopyrt, ale nikoliv

u evropskych. Rozdily v proteomickych profilech plazmy mezi evropskymi
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a severoamerickymi  druhy netopyrt infikovanymi  P. destructans naznacuji,
ze evropskych netopyru se vyvinuly mechanismy tolerance vici infekci timto patogenem.
To koreluje s vysledky této prace a je tudiz mozné, ze se podobna tolerance mohla
vyvinout i v samotném misté infekce. Subtilngjsi zmeény proteomickych profili bude

proto nutné analyzovat pomoci citlivéjSich technik.
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6 ZAVER

Rigorozni prace se zabyva problematikou syndromu bilého nosu u netopyrd,
puvodu a patogenezi onemocnéni a charakteristikou jejich pavodce, a dale pak
biochemickymi a imunologickymi markery WNS a autofluorescenci. Posledni cast
literarni reserSe je vénovana popisu jednotlivych metod uzitych v experimentalni ¢asti
prace. V experimentalni casti byla cilem indentifikace fluorescencnich proteint

spojenych se syndromem bilého nosu.

Konfokalni mikroskopie odhalila, ze zdravé kiidlo mé jedno emisni maximum pii vinové
délce 490 nm, odpovidajici bézné se v tkdnich vyskytujicimu elastinu, oproti tomu
nemocné kiidlo ma emisni maxima dvé — 520 nm odpovidajici svou vinovou délkou

riboflavinu a 640 nm, jehoz zdroj nebyl doposud objasnén.

SDS-PAGE elektroforéza byla pouzita pro detekci vysokomolekularnich latek, které
mohly byt zdrojem fluorescence. Gely sice pfi kontrole pomoci fluorescen¢niho detektoru
nevykazovaly zaddnou fluorescenéni aktivitu, av§ak nepfitomnost vysokomolekularnich
fluorescencnich latek nebylo mozné, vzhledem k vlivu konformacnich zmén molekul na

fluorescenci, vyloucit.

Metoda LC-MS byla pouzita pro porovnani spektra proteinti ve zdravé a postizené tkani.

Ve vzorcich ziskanych z SDS-PAGE gelu se vyskytovaly zejména kolageny a keratiny.

Na zaklad¢ ziskanych dat nebyl objasnén zdroj fluorescencniho zafeni. V pfistich
experimentech bude vhodnéjsi zaradit postupy, které by vedly k depleci abundantnich
proteinti (kolagenu, keratinu, aktinu) ve vzorku nebo nahrazeni naroc¢néjsi

2D elektroforézy na misto jeji 1D varianty.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AOPK Agentura ochrany piirody a krajiny CR
APS Persiran amonny

CLRs C-lektinové receptory

DTT Dithiothreitol

ESI Elektrosprejova ionizace

EWL Ztrata vody odpafovanim

Hap_1 Haplotyp 1

HPTLC Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie
IL-1 Interleukin 1

IL-6 Interleukin 6

IL-12 Interleukin 12

LC-MS Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

M. grisescens Netopyr hnédoSedy

M. lucifugus Netopyr hnédavy

M. myotis Netopyr velky

M. sodalis  Netopyr spoleCensky

M. velifer Netopyr jeskynni

PC Papirova chromatografie
pCO2 Parcialni tlak oxidu uhlic¢itého

P.destructans Pseudogymnoascus destructans

PRR Receptory rozeznavajici molekulové vzory

ROS Reaktivni formy kysliku

SARS Tézky akutni respiracni syndrom

SDS Dodecylsiran sodny

SDS-PAGE Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného

TBL Délka trvani stavu strnulosti (torporu)

TEMED Tetramethylethylenediamin

TLC Chromatografie na tenké vrstve
TMR Zvysena rychlost metabolismu
TNF- a Faktor nadorové nekrozy o
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TOF
UV
WNS

Analyzator doby letu
Ultrafialové zareni

Syndrom bilého nosu
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