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Predmluva

Predkladana dizertacni prace se zabyva vlastnostmi velmi zajimavého mikroba —
bakterie Paenibacillus larvae se zvlastnim diirazem na proteolytické enzymy. Tato bakterie
je z ekonomického hlediska vyznamnym veterindrnim patogenem — zpusobuje nemoc
oznacovanou jako mor vceliho plodu, na néjz dosud existuje pouze jedina ucinna terapie -
spaleni veskerého kontaminovaného materidlu véetné samotnych vcel. Patogeneze tohoto
onemocnéni a dulezité faktory patogenity vSak zistavaji zdhadou. V posledni dobé lze
v literatuie zaznamenat nartist ¢lankt tykajicich se molekularni epidemiologie P. larvae, ale
ani jejich vysledky zatim nekonverguji k poznani patogenetickych vlastnosti tohoto
mikroba. Pfistup ke zjisténi faktorti patogenity miize byt dvoji — hledani jejich geni piimo
v genomu mikroorganismu nebo studium jiz vytvotenych metaboliti. Prvni piistup by byl
nakladnéjsi. I ptfesto jsem si pro feSeni vybral piistup druhy, jednak z diivodil toho, Ze naSe
laboratot nedisponuje ptisluSnymi technologiemi pro praci s DNA na takové urovni, ale také
1 proto, Ze je tento piistup klasickou a hezkou biochemii.

Na tomto misté¢ bych chtél pod€kovat vSem, ktefi se na vysledcich této prace
jakkoliv podileli. Jedna se pfedev§im o mého Solitele RNDr. Karla Martinka, Ph.D., o
RNDr. Olgu Hruskovou-Heidingsfeldovou, CSc. z Ustavu organické chemie a biochemie
AV CR, které dékuji za cenné rady a spolupraci na nékterych pokusech, o RNDr. Oldficha
Benadu, CSc. z Mikrobiologického ustavu AV CR, bez néhoz by nebyla mozna prace na
elektron-mikroskopickém priikazu temperovaného bakteriofaga v lyzujicich kulturach P.
larvae. Nesmim rovnéz zapomenout podékovat Ing. Daliboru Titérovi, CSc. a pani Marcele
Haklové z Vyzkumného tustavu vcelarského, s.r.o0., kde se ptfi dlouhych diskuzich o moru
vceliho plodu zrodila celd fada podnétnych napadi. Dale mutj dik patii studentce
vSeobecného I¢kaistvi Eveé Chudackové, kterda se podilela na mnoha experimentech
tykajicich se spor P. larvae. Vd&&ny jsem i viem dalsim pracovnikim Ustavu mikrobiologie
Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice v Plzni za poskytnuti piatelského prostiedi na
pracovisti. V neposledni fadé patii mj dik rodin¢ a pratelim za pomoc ne sice odbornou,

ale neméné dulezitou.

Jaroslav Hrabak
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Souhrn

w7

bakterialnim patogenem vcel. Pro své vlastnosti a vzhledem k omezené patogenité pouze
pro vcely muze byt pouzita jako modelovy organizmus ke studiu gram-pozitivnich
sporulujicich aerobnich tyCinek. V této praci jsme se zaméfili na doplnéni informaci o
sekretovanych protedzach a na studium protedz vazanych ve struktute spory. Ke kultivaci P.
larvae bylo pouzito MYPGP médium. V tomto médiu byla zjisténa lyza kultury po 40ti
hodinnach od naockovani, doprovdzena poklesem pH pod hodnotu 6,4. Jako pfi¢ina lyzy
byla prokdzéna indukce temperovaného bakteriofaga BLA. Ke sporulaci P. larvae byl
navrzen novy agar s oznatenim HCBB. Pii srovnani schopnosti sporulace 31 sbirkovych
kmenti na MYPGP agaru a na agaru HCBB byl HCBB agar vyhodnocen jako vhodné
sporulaéni médium s medianem sporulace 4,2 x 10° spor/cm” v aerobni atmosféie a 5,65 x
10° spor/cm® v aerobni atmosféte s 10 % CO,. Pro purifikaci sekretovanych proteaz byla
pouzita jednodenni kultura P. larvae, inkubovana 24 hodin pfi pokojové teploté. Po
aplikaci takto pfipraveného vzorku na kolonu s DEAE-celulézou doslo k optimalni
purifikaci 87/74 kDa a 42/40 kDa protedz. Nasledn¢ byla provedena analyza Stépeni
bovinniho sérového albuminu a kaseinu purifikovanymi protedzami, avSak ani jeden z
téchto substrati nebyl Stépen. Sekretované proteazy se ukézaly byt stabilni po dobu
minimaln¢ 14 dni pti 4 °C, 3 dny pii pokojové teploté a pouze 24 hodin pfi 35 °C. Aktivita
zustala zachovana 1 pii zahtati na 60 °C po dobu 10 minut. Se zvySovanim teploty
dochdzelo k poklesu aktivity protedz. Pfi srovnani profili sekretovanych protedz u
sbirkovych kmenti se v§echny rizné varianty nachazely u vzorku signifikantn€ patogennich,
tj. nebyl prokdzan vliv konkrétni protedazy ve virulenci P. larvae. Pro extrakci protedz
vazanych ve vnéjSich strukturach spory se podatilo sestrojit specidlni elektroforetické
zafizeni, umoZiujici extrakci proteini az z 10® spor. Extrahované protedzy se nejspise
nalézaji ve vnéjSim proteinovém plasti spory. Jedna se pravdépodobné o metaloproteazy
inhibované 1,10-phenantrolinem s pH optimem lezicim v oblasti neutralniho pH. Srovnanim
profilu proteaz vazanych v proteinovém plasti spory u sbirkovych kment byly zjistény 3
rizné kombinace detekovanych protedz. Vzhledem ktomu, Ze se vSechny varianty
vyskytovaly u izolatl izolovanych z klinického materidlu, tj. u signifikantné patogennich
kmeni, neni Zadnd =z kombinaci sama o sobé nutnym faktorem patogenity. Infekénim
pokusem in vitro a in vivo byla testovana virulence spor zbavenych proteinového plaste.

Bylo prokazano, ze spory zbavené proteinového plasté jsou stejné virulentni jako spory
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nativni. Proto je pravdépodobné, Ze protedzy vazané v proteinovém plasti spory nemaji ve

virulenci P. larvae vyznamnou ulohu.
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Summary

Due to the high resistance of the spores, the bacterium Paenibacillus larvae is the
most dangerous bacterial pathogen of the honey bee (Apis mellifera). Thanks to its
biological properties and restricted pathogenicity, this bacterium can be used as a model
organism to study gram positive sporulating aerobic rods. This work is focused on
completing information about secreted proteases of this bacterium and in a study of
proteases bound in a spore structure. MYPGP medium was used for the cultivation of P.
larvae. In this medium, lysis of the culture was shown after 40 hours of cultivation. The pH
of the medium decreased below 6.4 by lysis. The induction of temperate bacteriophage BLA
was detected as a causative agent of this lysis. A new sporulation medium called HCBB
agar was proposed for the sporulation of P. larvae. In comparison with HCBB agar with
MYPGP agar by 31 strains of P. /arvae stored in our collection, HCBB agar was evaluated
as an appropriate sporulation medium with a median of sporulatin 4.2 x 10° spores per cm’
in aerobic conditions and 5.65 x 10° spores per cm” in aerobic conditions with 10 % CO,.
For purification of the secreted proteases, a one-day culture incubated at room temperature
was used. Optimal purification of 87/74 kDa and 42/40 kDa proteases was observed after
application of this sample on a DEAE-cellulose column. In the next step, analysis of the
activity of purified proteases against bovine serum albumine was done. The secreted
proteases have been stable for 14 days at 4 °C, for 3 days at room temperature and only 24
hrs at 35 °C. Proteolytic activity remained stable after heating at 60 °C for 10 minutes. With
the increasing temperature, the proteolytic activity decreased. In comparing proteolytic
patterns by the different 31 strains, all variants were presented in significantly pathogenic
strains, so that there is no protease responsible for the virulence of P. larvae. For the
extraction of proteases from the external structures of the spores, special electrophoretical
equipment was constructed. This apparatus performs the easy extraction of proteases from
10® spores. The extracted proteases are probably located in the spore coat. These proteases
were identified as metalloproteases inhibited by 1,10-phenantroline with an optimum of pH
in the neutral value. Three combinations of the detected proteases were observed in the 31
strains of P. larvae. All these variants were shown in isolates collected from clinical
material, so that no one protease is an essential virulence factor. The virulence of the
decoated spores was tested in vifro and in vivo. These experiments proved the same

virulence of the decoated and native spores. According to this result, we can hypothesize

10
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that the proteases bound in the spore coat do not have an essential function in the virulence

of P. larvae.

11
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Uvod

1.1. Taxonomické zarazeni bakterie Paenibacillus larvae

medonosné (Apis mellifera) — mor vceliho plodu. Jedna se o sporulujici, pohyblivou, gram-
pozitivni ty€inku, velikosti 0,5 — 1 X 2,5 — 5 um, obvykle tvofici fetizky (Hansen a
Brodsgaard, 2001). Spory jsou velké 0,6 x 1,3 um (Hansen a Brodsgaard 2001) a diky své
extrémni odolnosti viic¢i fyzikaln¢ — chemickym vliviim jsou pfi¢inou vysoké nebezpecnosti
moru vceliho plodu.

Kultivace bakterie Paenibacillus larvae se poprvé podarila G.F.Whiteovi (1906), ktery
své vysledky publikoval v praci ,, The Bacteria of the Apiary with Special Reference to Bee
Diseases* a ptivodce moru v¢eliho plodu nazval Bacillus larvae.

V roce 1950 popsal H. Katznelson (1950) dalsiho piislusnika rodu Bacillus, ktery byl
spjaty s méné zdvaznym a sporadicky se vyskytujicim onemocnénim véeliho plodu, a nazval
jej Bacillus pulvifaciens.

Na zaklad¢ analyzy rRNA navrhli C. Ash a kol. (1993) ustaveni nového rodu
Paenibacillus, do néhoz byli pietazeni i B. larvae a B. pulvifaciens.

Diferenciace mezi obéma taxony byla nanejvy$ obtiznd a v rutinnim diagnostickém
provozu takika neproveditelna (Gordon a kol. 1973).

M. Heyndrickx a kol. (1996) provedli detailni biochemicko-genetickou studii mnoha
kmeni obou druht (SDS-PAGE celobunéénych proteinti, plynova chromatografie mastnych
kyselin, fenotypova analyza, DNA-DNA hybridizace, restrikéni analyza ribosomalni DNA,
RAPD) a zjistili pouze drobné odchylky mezi nimi. Ty, podle nazoru autorti, neopraviiovaly
zatazeni P. larvae a P. pulvifaciens do samostatnych druhti. Byl tedy navrzen pouze jediny
druh P. larvae s rozdélenim do dvou poddruhi P. larvae subsp. larvae a P. larvae subsp.
pulvifaciens. Ptesto byl za piivodce moru vceliho plodu nadale povazovan pouze poddruh
larvae.

Dal8i zménu v taxonomii pfinesla prace E.Genersch a kol. (2006), kterd na zéklade
taxonomické studie obou poddruhti navrhla zruseni ¢lenéni do poddruhi s tim, Ze by nadale
larvae subsp. pulvifaciens, ktery se udajné vyznacoval nizkou patogenitu s jinymi piiznaky
nez mor vceliho plodu. Na zaklad¢ pokust bylo prokdzano, ze i nékteré sbirkové kmeny
poddruhu pulvifaciens mohou vyvolat onemocnéni se stejnymi ptiznaky jako mor vceliho

plodu, dokonce nékdy s rychlejsim pribéhem (de Graf a kol. 2006).
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Z vyse citovanych praci vyplyva, ze druh P. larvae je z hlediska fenotypu a genotypu

pomérné heterogenni.
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Obr.2. Vegetativni formy a sporangia Paenibacillus larvae. Centralné a

subtermindlné¢ uloZené spory.

Obr.3. Spory Paenibacillus larvae.
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1.2. Patogeneze moru véeliho plodu

Pokud se spora bakterie P. larvae dostane do zaludku v¢eli larvy, okamzité vykli¢i a
vegetativni forma ndsledné pronikd ptes peritrofickou membranu a epitel zaludku do
hemolymfy. Obvykle b&hem metamorfézy dochdzi k vyraznému pomnoZeni bakterie
v tkdnich larvy (Jaeckel, 1930; Bamrick, 1964; Davidson, 1973), které poté vykazuji
nekrotické znaky (Gregorc a Bowen, 1998). Bakteridlni kultura sporuluje a méni celou
larvu v tekutou hmotu (angl. rope), v niz jiz nelze rozeznat jednotlivé hostitelské buriky
(Drobnikova, 1983). Hmota nasledné vysycha a méni se v utvar pevné ptiléhajici ke spodni
sténé bunky vceliho plastu — tzv. piiSkvar (angl. scale).

Molekularni mechanizmy patogeneze moru vceliho plodu nejsou dosud znamy.
Proces penetrace parazita do hemolymfy vceli larvy nebyl dosud vysvétlen. E.W.Davidson
(1973) na zéklad¢ elektron-mikroskopické studie patogeneze moru vceliho plodu vyslovila
hypotézu, Ze by vyznamnym faktorem priniku bakterie do hemolymfy mohl byt pohyb
tyCinky a tedy mechanické rozruSeni tkdn¢. Pohyb sice mize byt vyznamnym faktorem
patogenity pti pronikani nékterych bakterii (Helicobacter sp., Vibrio cholereae, atd.)
muko6znimi vrstvami (Salyers a Whitt, 2002), avSak zda se nepravdépodobné, ze by pouhy
pohyb umoznoval ty€ince prunik pfes vrstvu epitelu. Zminéna hypotéza nebyla dosud
potvrzena zadnou biomechanickou studii. S nejvétsi pravdépodobnosti se bude jednat o
souhru nékolika riiznych faktort.

V souvislosti s destrukci tkani larvy se Casto uvadi vyznam protedz, které mohou
hrat jak nutri¢ni, tak penetracni ulohu (Dancer a Chantawannakul, 1997; Glinski a Jarosz,
1998; Hansen a Brodsgaard, 2001). Jejich pfesna uloha v patogenezi moru vceliho plodu

dosud zjisténa nebyla.

1.3. Fyziologie bakterie P. larvae s ohledem na sporulaci

P. larvae je zajimavym mikrobem, nebot’ je schopen metabolizovat glukdézu vSemi
ttemi metabolickymi drdhami, znamymi u lékafsky vyznamnych bakterii, tj. drahou
Embden-Meyerhof-Parnasovou (EMP), drahou pentoso-fosfatovou (PP) a Entner-
Doudoroffovou drahou (ED) (Julian a Bulla, 1971). Naptiklad bakterie Bacillus cereus a B.
subtilis vyuzivaji pouze drahy EMP a PP.

G.St. Julian a L.A. Bulla (1971) gzjistili represi citratového cyklu béhem
vegetativniho riistu. Naopak na konci stacionarni faze (tésné pred sporulaci) u sporulujici

kultury je citratovy cyklus aktivovan. To mlze zpiisobit skutecnost, ze P. larvae na umeélych
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zivnych pudach sporuluje obtizné. Exogenni zdroje uhliku pfitomné v médiu tak mohou
pusobit represi syntézy nékterych enzymi potiebnych pravé ke sporulaci, napt. NADH

oxidazy, proteaz, ribonukledz, a enzymu citratového cyklu (Julian a Bulla, 1971).

1.4. Proteazy bakterie P. larvae

Na produkci protedz bakterii P. larvae bylo mozné usuzovat podle ztekucovani
zelatiny pii rustu na umélych zivnych médiich. G.F. White (1906) ve své pilotni praci
nedokazal tento znak vyhodnotit, nebot’ P. larvae neni schopen riistu pii teplotach, pfi nichz
zUstava Zelatina v pevném stavu. A. Maasen (1908) zménil design pokusu a slabé
ztekucovani Zelatiny zaregistroval. Zjistil dale, Ze tento efekt je inhibovan pfitomnosti
glukézy v médiu.

A.P. Sturtevant (1924) zjistil, Ze lze prokazat proteolytickou aktivitu izolath
ptisSkvaru 1 kultury P. larvae péstované na pude¢ s vajecnym zloutkem, ale pfimé provedeni
pokusu v rostouci kultute in vitro nepfinaselo spolehlivé vysledky. A.G. Lochhead (1928)
zaznamenal u znaku ztekucovani zelatiny variabilitu v ramci testovanych kment. E.R.
Stoilowa (1938) uvadi, ze ji testované kmeny zelatinu ztekucuji a koaguluji mléko bez
hydrolyzy.

Na zdklad¢ vySe zminénych znakl bylo mozné usuzovat na vyznamnou produkci
proteaz bakterii P. larvae.

Za pilotni préaci zabyvajici se protedazami bakterie P. larvae 1ze povazovat praci E.C.
Holsta a A.P. Stuertevanta publikovanou vroce 1940. Tito autofi zjistili, Ze extrakt
z priskvarti vyvolava béhem nékolika hodin pii 37 °C peptonizaci mléka. Pokud do mléka
ockovali kulturu P. larvae, pozorovali pouze okyseleni a srazeni. Na zaklad¢ téchto udaji
vyslovili hypotézu, Ze protedzy musi byt pfitomny v ptiskvaru jesté¢ pfed oCkovanim a jsou
nezavislé na néasledné germinaci spor a vegetativnim rlstu bakterie. Zminéna prace dale
uvadi, ze proteolytickd aktivita suspenze piiSkvari mize byt inaktivovdna zahiatim na 93
°C po 20 minut, avSak bez vlivu na germinaci spor.

N.G. Patel a T.A. Gochnauer (1972) provedli detailni biochemickou studii
intracelularnich proteaz P. larvae a proteaz sekretovanych do média béhem sporulace. Ve
studii pouzili metody papirové chromatografie a elektroforézu. Ztekucovani zelatiny
detekovali zménou viskozity a rovnéz pomoci chloridu rtutnatého. U proteaz
produkovanych béhem sporulace zjistili $tépeni azoalbuminu, stanovili pH optimum (pH

6,6) a teplotni optimum (60 °C). Proteolytickd aktivita byla inhibovana EDTA a Zn®'
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Aktivita reverzibilng inhibovanych protedz byla navracena ionty Co®" a Cu®’. Podle
vysledkii chromatografie a elektroforézy autoii usuzuji na ptitomnost dvou proteaz
ve vysporulované kulture a jedné protedzy ve vegetativnich formach P. larvae. Velmi
zajimavy je uvadény vysledek po sraZeni kyselinou trichloroctovou. Ta, v koncentraci 10%,
proteiny ze vzorku nesrdZela — jednalo se o nijak nepurifikovany vzorek. Vysledky vSak
nebyly podpofeny detekci aktivity protedz po probehlém srazeni. Na zdklad€ logické
analyzy vSak tedy nelze zavér o nesrazeni proteaz potvrdit, nebot’ ty jsou ve vzorku obvykle
ptfitomny v koncentraci pod detekéni hranici 1 pfi detekci proteind stiibrem (pii SDS PAGE)
a jejich koncentrace je tak v porovnani s ostatnimi proteiny piitomnymi ve vzorku
zanedbatelna (Dancer a Chantawannakul, 1997; Hrabak, 2004a; Hrabak a Martinek, 2006)

B.N. Dancer a P. Chantawannakul (1997) studovali protedzy pfitomné
v rozkladajicich se tkanich a v ptiSkvarech vcelich larev napadenych P. /larvae. K detekci
proteolytické aktivity pouzili kasein, azokasein, elastdzu, kolagendzu a zymografii
s kaseinovym substratem. Byla zjisténa velkd variabilita mezi aktivitou testovanych vzorki.
Spole¢nym znakem u vsSech vzorkd byly protedzy s pH optimem okolo 6,8, inhibované
1,10-phenantrolinem. Teplotni optimum téchto enzymt lezelo mezi 60 — 65 °C, ptiCemz pfi
zahtati na 70 — 80 °C dochézelo k prudkému poklesu aktivity. Na zaklad¢ zjisténych
vlastnosti autofi pfedpokladali jejich podobnost s protedzou sekretovanou bakterii Bacillus
thermoproteolyticus. Avsak specificky substrat nebyl protedzami izolovanymi z piiskvart a
rozkladajicich se larev infikovanych P. /larvae $tépen. Rovnéz aktivita nebyla inhibovana
specifickym inhibitorem této proteazy — phosphoramidonem.

Provedenim denaturujici elektroforézy (SDS-PAGE) s naslednym prevrstvenim gelu
agarem s kaseinem (modifikace zymografie) identifikovali n¢kolik proteolytickych pruht
v oblasti 21 — 23 kDa. Proces renaturace proteinli vSak nebyl standardni vzhledem k tomu,
ze autofi, misto pouzivaného Tritonu X-100, pouzili pouze promyti v destilované vode¢. I
piesto, dodecylsulfat sodny (SDS) nezpiisobil ztratu proteolytické aktivity. Pfi pouziti
nativni elektroforézy s naslednym pievrstvenim gelu agarem s pfidavkem odstfedéného
mléka byly detekovany celkem c¢tyti pruhy znacici proteolytickou aktivitu. Tyto protedzy se
v pfiskvarech a rozkladajicich se larvach vyskytovaly v riznych kombinacich. Zadna
z detekovanych protedz nebyla reprezentovana viditelnym pruhem na gelu pii detekci
proteint stiibrem.

Zminéné prace (Holst a Stuertevant, 1940; Dancer a Chantawannakul, 1997)

piinaseji zajimavé udaje o proteolytické aktivite produkti patologického procesu moru
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vceliho plodu a jeji variabilité. Autofi B.N. Dancer a P. Chantawannakul (1997) v uvodu
své prace uvadeéji, ze studium proteaz v podminkdch in vitro je obtizné vzhledem
k nesnadné kultivaci bakterie P. larvae. S timto tvrzenim vSak nelze souhlasit. I kdyZ oproti
in vitro kultivaci napft. bakterie Escherichia coli jsou naroky P. larvae vyssi, 1ze v 1ékaiské
mikrobiologii najit celou fadu béznych patogenti kultivovatelnych obtiznéji (napf.
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Helicobacter pylori, Mycobacterium
tuberculosis) . Tvrzeni o ne nesnadné kultivaci rovnéz podporuje fakt, ze P. larvae roste na
béznych agarech pouzivanych v mikrobiologické diagnostice (krevni agar, Cokoladovy agar,
atp.) (Borracci a kol., 2003).

Ptimé pouziti ptiskvarti a rozkladajicich se larev s sebou piindsi vyssi technické
naroky na provedeni experimentu. Pro studium kinetickych vlastnosti enzymi je
bezpodmineéné nutné pouzit dostatecné purifikovany materidl. Vlastni purifikace protedz
z kadaverozniho materialu je obtizna diky velkému mnozstvi balastnich proteini. Naopak
pfi pouziti kultivace mikroorganizmu v podminkéch in vitro, lze kultivaci optimalizovat
s ohledem na mnozstvi a zastoupeni téchto balastnich proteinti. Dal§i nevyhodou je i prukaz
puvodu protedz. V pripadé pouziti materidlu ziskaného z hostitelského organizmu je nutné
znat alesponl ¢astecnou sekvenci aminokyselin studovanych enzymi (v piipad¢é proteaz P.
larvae neni jejich sekvence dosud zndma), abychom mohli vyloucit jejich ptfitomnost
v genomu hostitele. I kdyz se B.N. Dancer a P. Chantawannakul (1997) odvolavaji na praci,
v niz autofi nenalezli proteolytické enzymy v infikovaném vcelim plodu pfi zddném jiném
infekénim onemocnéni vcéel (Bailey a Ball, 1991), nelze spolehlivé hostitelsky ptvod
proteaz vyloucit. Ostatné¢ L. Bailey a B.V. Ball (1991) v citované praci netvrdi, ze pii
ostatnich onemocnéni nejsou produkovany protedzy, ale pouze, ze neni srazeno mléko

hnilobnymi produkty tkani vcelich larev.

1.4.1. Proteazy sekretované kulturou P. larvae do MYPGP média

Autor této prace se ve své diplomové praci zabyval studiem protedz sekretovanych
do MYPGP média béhem rtstu kultury P. larvae (Hrabdk, 2004a; Hrabak a Martinek,
2006). Béhem primarni detekce proteolytickych enzymi se podafilo zymograficky
identifikovat aktivitu v oblasti 87, 74 a 42 kDa u dvoudenni kultury bakterie Paenibacillus
larvae subsp. larvae. V pétidenni kultufe bylo mozné identifikovat zmény v proteolyze
slabnutim aktivity 74 kDa a naopak zesileni proteolytické aktivity v oblasti 42 kDa a zcela

novou aktivitu v oblasti 40 kDa. U pétidenni kultury vSak dochazi k lyze ¢asti tyCinek, proto
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nelze aktivnim protedzam v této kultute jednoznacné pfisoudit extracelularni charakter. Dle
charakterizace protedz provedené pomoci zymografie autor predpokladd charakter
metaloprotedz €1 protedz se zavislosti na kovovych iontech, nebot' byly inhibovany
chelatory kovovych iont. Aktivita byla nejvyssi pifi neutrdlnim pH (lze uvazovat o
vylouceni aspartdtovych protedz) a ke své aktivité nevyzadovaly redukéni cinidlo
(vylouceni cysteinovych proteaz). Byly §té€peny substraty, jenz jsou obvykle specifické pro
aspartatové proteazy a metaloprotedzy a nestépeny substraty pouzivané pro nékteré serinové
a cysteinové protedzy (Bz-Arg-pNA, Bz-Phe-Val-Arg-pNA).

Oproti praci B.N. Dancera a P. Chantawannakula (1997) a E. Carpany a
spolupracovnikii (1995) nebylo detekovano Stépeni kaseinu, ale pouze Zzelatiny. Tato
skutecnost je v porovnani s praci B.N. Dancera a P. Chantawannakula (1997) vysvétlitelna
odli$nosti pouzitého materidlu. V porovnani s praci E. Carpany a kol. (1995) se nabizi
vysvétleni, Ze v autorové diplomové praci nebyly nalezeny vhodné podminky pro ¢innost

téchto proteaz.

1.5. Vliv extraktu z priSkvaru na antibakterialni aktivitu peptida podilejicich se na
imunitni odpovédi véelich larev

Z. Glinski a J. Jarosz (1998) studovali vliv extraktii z ptiSkvarti na proteiny, které se
ucastni v imunitni obrané hmyzu proti bakteridlnim ndkazam. Ze vcely medonosné se
podafilo P. Casteelsovi a kol. (1990) izolovat dvé skupiny proteini s antibakteridlni
aktivitou, predevsim proti gram-negativnim tyCinkam. Jedna se o proteiny oznacované jako
apidaecin a abaecin. Tyto proteiny jsou funkéné podobné s proteinem cecropin, izolovanym
zmur (Casteels a kol., 1990). O ném je znamo, ze je Stépen proteazou produkovanou
Bacillus thuringiensis (Dalhammar a Steiner, 1984).

Z. Glinski a J. Jarosz (1998) testovali aktivitu proteini apidaecin a abaecin
izolovanych ze vc€el a komer¢né dostupného cecropinu jako inhibitort ristu Escherichia
coli, méfenou zonou lyzy bakterie na pevném agaru. Zjistili, ze extrakt z piiSkvard
spolehlivé inhiboval aktivitu téchto proteind s antibakteridlnim uc¢inkem. Autofi usuzuji, ze
se jedna o aktivitu exoprotedz P. larvae. BohuZel nebyl prokazan piimy vliv extraktu z
piiskvarii na zminéné proteiny (dlikaz Sté€peni), ale na jejich inaktivaci bylo usuzovéno jen
podle inhibice antibakteridlni aktivity proti E. coli. Vzhledem k tomu, a uvazime-li, Ze
k pokusu nebyly pouzity purifikované protedzy, je nutné zminény efekt protedzam

piisuzovat s velkou opatrnosti.
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1.6. Kultivace bakterie P. larvae

Jak jiz bylo zminéno vySe, povazuji nékteti autofi ,,obtiZznou* kultivaci bakterie P.
larvae za ptekazku detailni studie biochemickych vlastnosti sekretovanych proteind. Proto
je zapottebi zvladnout techniku kultivace P. larvae a pro piipad prace se sporami navrhnout
vhodnou metodiku pfipravy bakteridlnich spor in vitro.

P. larvae neroste v chudych zivnych médiich, proto se jeho izolace podatila teprve
v roce 1906 G.F. Whiteovi. Ten ke kultivaci s ispéchem pouzit agar s bujonem ptipravenym
ze vceelich larev (White, 1906). Piiprava takového agaru je naro¢nd, a proto byla hleddna
jina kultiva¢ni média. V roce 1907 nahradil G.F. White bujon nezahtéatou sterilni infuzi ze
vcelich larev (White, 1907), posléze jej zcela nahradil ptidavkem vajecného zloutku (White,
1919). A.P. Sturtevant (1924) obohatil Zloutkové médium peptonem a kvasnicnym
extraktem. Nasledné (Sturtevant, 1930) jesté pridal extrakt z mrkve. To umoZznilo zvysit
citlivost kultiva¢niho vySetfeni moru vceliho plodu (Sturtevant, 1932).

Ptesto byla nadéle uvadéna velmi nizka citlivost kultivaéniho vysetieni, nebot’ bylo
zapottebi inokulum s minimalnim mnoZstvim 5x10* spor a rist mohl, diky dlouhé lag-fazi,
trvat i 30 dni (Holst a Sturtevant, 1940). E.C. Holst a A.P. Sturtevant (1940) navrhli
diagnostické médium, které umoziiovalo i teoreticky zachyt jedné spory béhem 4 dnti
kultivace. Toto médium se skladdalo z glukézy, peptonu, kvasniéného extraktu, extraktu
z mrkve a cysteinu. BohuZzel na ném nedochazelo ke sporulaci a kultura béhem kratké doby
lyzovala. Proto oba autofi ve stejné praci navrhli médium pro uchovavani kmeni P. larvae
(Holst a Sturtevant, 1940). To mélo stejné slozeni, ovSem bez ptidavku extraktu z mrkve.
Ten se ukazal jako inhibitor sporulace. Médium bylo testovano fadou kmeni P. larvae a
sporulace v rtizné mife byla zjisténa vzdy (Holst a Sturtevant, 1940).

Vyse zminéné studie vSak byly zalozeny na empirickém poznani kultivacnich
podminek P. larvae. V roce 1942 publikoval A.G. Lochhead praci zaméfenou na exaktni
zjisténi rastovych faktori potifebnych pro kultivaci P. larvae (Lochhead, 1942). Lochhead
(1942) testoval médium skladajici se zdeseti aminokyselin (cystein, alanin, prolin,
asparagin, kyselina glutamova, kyselina asparagova, arginin, leucin, glycin a lysin) a sedmi
rustovych faktori (thiamin, biotin, vitamin Bg, kyselina pantotenovd, inositol, kyselina
nikotinova a riboflavin). P. larvae viak nebyl na tomto médiu schopen ristu. Usp&chu
dosahl az ptidanim peptonu v kombinaci s ristovymi faktory. Samotny pepton ale k rlstu P.
larvae nestacil. Z ristovych faktort se dale ukédzal zasadnim thiamin. Médium skladajici se

z peptonu a thiaminu se jevilo pro kultivaci P. larvae jako dostacujici. Thiamin (vitamin By)
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je tedy esencidlnim ristovym faktorem pro P. larvae (Lochhead, 1942). A.G. Lochhead
(1942) rovnéz testoval zameénitelnost peptonu za kaseinovy hydrolyzat. Kaseinovy
hydrolyzat vSak nebyl schopen pepton v médiu nahradit. Autor bohuzel neuvadi blizsi
charakteristiku peptonu a kaseinového hydrolyzatu, proto nelze tento zajimavy vysledek
interpretovat.

Otazka diagnostické kultivace P. larvae byla v podstaté vyfeSena vySe zminénou
praci E.C. Holsta a A.P. Sturtevanta (1940), nicméné problém sporulace in vitro neni
uspokojivé vyfesen doposud. G. St. Julian a L.A. Bulla (1971) pouzili pro sporulaci médium
MD s kvasnicnym extraktem, glukézou a K,HPO, a ziskali pfi pouziti kmene P. larvae
NRRL B-2605 2x10 spor v mililitru. T.A. Gochnauer (1973) obdrzel 10® spor v mililitru
kmene P. larvae 34A v médiu z mozkové a srdcové infuze s thiaminem. Vyznamnou praci
v oblasti sporulace je prace D.W. Dingmana a D.P. Stahlyho (1983), ktefi prokazali
sporulaci P. larvae na pevném médiu nazvaném MYPGP (Mueller-Hinton broth, yeast
extract, sodium pyruvate, glucose, K;HPOj,, agar). V tekutém MYPGP médiu sporulace
pozorovana nebyla (Dingman a Stahly, 1983). Autoii dale navrhli tekuté¢ médium vhodné
pro sporulaci kmene P. larvae B-3650, které ma oznaceni TMYGP a sklada se
z kvasni¢ného extraktu, glukdzy, pyruvatu sodného a Tris-maleinového pufru. VSechny
slozky musi mit optimalizované sloZeni, nebot’ jejich nizkd i vysoké koncentrace vede
k inhibici sporulace. Napftiklad koncentrace Tris-maleinového pufru 45 mM vede k poklesu
mnozstvi vyprodukovanych spor pfiblizné o jeden tad (v médiu je koncentrace pufru 30
mM). Pti koncentraci vys$si nez 75 mM ke sporulaci takika nedochazelo (Dingman a Stahly,
1983). Prace N. Bakhieta a D.P. Stahlyho (1985) ukazala, ze spory ziskané in vitro
v TMYGP médiu maji béznou strukturu bakterialnich spor a v tomto médiu tak dochéazi ke
kompletni sporulaci. TMYGP vSak bylo navrzeno pouze pro jeden konkrétni kmen P.
larvae a schopnost sporulace rtiznych kmend se 1isi. Nejedna se tedy o univerzalni
sporulaéni médium (osobni sdé€leni D. Titéry a M. Haklové z Vyzkumného ustavu
vcelaiského v Dole, nepublikovand data). MYPGP médium je v soucasnosti
nejrozsifenéjsim médiem uzivanym pii diagnostické kultivaci P. larvae.

S.E. Borracci a kol. (2003) testovali pro kultivaci a sporulaci Columbia agar
s hovézimi krvinkami, ¢okolddovy agar se zdkladem Columbia agaru a krevni agar s hovézi
krvi. Kultivace probihala v atmosféie s 30 % CO, po dobu az deviti dnd. Autofi zjistili

vyborny rust P. larvae na obou agarech se zdkladem Columbia agaru, ale ke sporulaci na
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téchto ptidich nedochdzelo, nebo byly spory vyvinuty pouze castecné. Nejlepsi sporulace

dosahli na krevnim agaru s hovézi krvi.
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1. Cile prace

Prace byla rozdélena do dvou dil¢ich celki — doplnéni informaci o biochemickych
vlastnostech protedz sekretovanych vegetativnimi formami P. larvae a na studium
biochemickych vlastnosti protedaz vazanych ve vnéjSich vrstvach spory a jejich vyznamu
v patogenezi moru véeliho plodu. V ptipadé protedz sekretovanych vegetativnimi formami
P. larvae byl cil vyty¢en knavrzeni vhodného purifikaéniho postupu, zdokonaleni
detekénich technik protedz a srovnani proteolytické aktivity deponovanych izolatu.

V piipadé studia protedz vdzanych ve vnéjSich strukturach spory bylo cilem navrzeni
vhodného extrakéniho postupu, lokalizace proteaz ve struktufe spory, vliv inhibitorti proteaz
na germinaci spor (moznost nového pfistupu k desinfekci) a ovéfeni vyznamu proteaz
v patogenezi moru vceliho plodu.

K dosazeni vytyCenych cili v piipad¢ protedz sekretovanych vegetativnimi formami P.
larvae bylo zapotiebi:

- optimalizovat kultivaci bakterie P. /arvae vzhledem k mnozZstvi balastnich proteini

ve vzorku,

- navrhnout vhodny purifika¢ni postup,

- analyzovat aktivitu proteaz.

K dosazeni cila v ptipadé studia protedz vazanych ve struktuie spory bylo zapotiebi:

- navrhnout a ovétit vhodné sporulacni médium,

- vybrat vhodny kmen P. larvae ke studiu,

- navrhnout optimalni extrakéni postup protedz,

- lokalizovat protedzy ve struktufe spory,

- nalézt vhodné inhibitory proteaz,

- otestovat vliv inhibitord na germinaci spor,

- ovéfit virulenci spor zbavenych protedz ve srovnani se sporami nativnimi

22



Jaroslav Hrabak Dizertacni prace

2. Material a metody

3.1. Kultivace P. larvae
3.1.1. Izoldty bakterie P. larvae

Izolaty bakterie P. larvae byly ziskany z Vyzkumného tstavu vcelaiského, s.r.o., kde
byla provedena jejich identifikace. Jednalo se o izolaty ze vcelstev s diagnézou moru
véeliho plodu z CR a Rakouska. Specifikace kmend je uvedena v tabulce. Vegetativni formy
byly uchovavany v kultivaénim médiu pti —20 °C. Spory byly uchovavany v suchém stavu

pii 4 °C.

Cislo izolatu |Pivod |Pigment [Cislo izolatu [Pivod [Pigment
BRD 205 01 Mél G BRD 205 20 Mél G
BRD 205 02 Mél G BRD 205 21 Mél G
BRD 205 04 Mél ORP BRD 205 22 Mél G
BRD 205 06 Pfikvar |G BRD 205 23 Mél G
BRD 205 07 PfiSkvar |ORP BRD 205 24 Mél G
BRD 205 08 PfiSkvar |ORP BRD 205 25 Mél G
BRD 205 10 Pfiskvar |G BRD 205 26 Mél G
BRD 205 11 Mél ORP BRD 205 27 Mél G
BRD 205 12 Mél ORP BRD 205 28 Mél G
BRD 205 13 Priskvar |ORP BRD 205 29 Mél G
BRD 205 14 Mél G BRD 205 31 Mél ORP
BRD 205 15 Mél G BRD 20533  |Mél G
BRD 205 16 Mél G BRD 205 34 Mél G
BRD 205 17 Mél G BRD 205 35 Mél G
BRD 205 18 Mél G BRD 205 36 Mél G
BRD 205 19 Mél G

Tab. 1. Sbirkové kmeny P. larvae (Oznaceni: Pfiskvar — viz odstavec ,,1.2. Patogeneze
moru vcéeliho plodu®, Mél — voskové zbytky po odstranéni vicek véelich bunék véelami
spadlé na dno ulu, G — Sedivy pigment po 7 denni kultivaci na MYPGP agaru, ORP —

oranzovo-¢erveny pigment po 7 denni kultivaci na MYPGP agaru.)

3.1.2. Kultivacni média a p¥iprava kultur

Jako pevné médium byl zvolen MYPGP agar (Dingman a Stahly, 1983), ktery
slouzil k izolaci jednotlivych bakteridlnich kolonii. Kultivace trvala 2-7 dni pfi teploté 35 °C
v aerobnich podminkach. Jednotlivé kolonie byly ockovany do tekut¢ho MYPGP média a
kultivovany 2 nebo 5 dni. Médium s narostlou kulturou bylo centrifugovano (5000 g) po

dobu 30 min. Supernatant prosty bakterii byl pouzit pro dal$i zpracovani.
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Jako sporula¢ni médium byl pouzit HCBB agar. Kultivace na tomto agaru probihala

14 dni pfti teploté 35°C.

MYPGP agar:

15 g Mueller-Hintontv bujon

15 g agar

10 g kvasni¢ny extrakt

3 g K,HPO,

1 g pyruvat sodny

1000 ml destilovana voda

pH média bylo upraveno pomoci KOH na hodnotu 7,3. Médium bylo sterilizovano
pti 121°C po dobu 20 min.

(Tekuté MYPGP médium mélo stejné sloZeni, ovSem bez piidavku agaru.)

HCBB agar:
Slozka A: 80 g krevni baze (Difco)
2,5 g aktivni uhli
500 ml destilovana voda
Slozka B: 2,5 g hemoglobin (Sigma)
500 ml destilovana voda
Slozky A a B byly sterilizovany pti 121°C po dobu 20 min. Po ochlazeni na 60°C

smichany a rozlity do Petriho misek / zkumavek.

3.1.3. Pfiprava spor

Vysporulovana kultura byla smyta z kultivacniho média dostatecnym mnozstvim
destilované vody (dle plochy agaru). Spory byly 3x promyty destilovanou vodou a ususeny
ve zkumavce pii 35 °C. Po vysuSeni byly spory pied ulozenim do lednice inkubovany 1

tyden pfi 35 °C.
3.1.4. Stanoveni koncentrace bakterii ve vzorku

Koncentrace celkového poctu bakterii ve vzorku byla stanovena pfimym pocitdnim

na Biirkerové komurce a/nebo méfenim absorbance pti 565 nm.
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Pro stanoveni zivych bakterii (CFU) byla zvolena metoda vyockovani vhodné

fedéného vzorku na MYPGP agar.

Pristrojové vybaveni
- Biirkerova komurka
- Mikroskop
- Termostat

- Spektrofotometr

3.2. SDS - PAGE (elektroforéza na polyakrylamidovém gelu za pritomnosti
dodecylsulfatu sodného) a detekce proteinii na gelu

Pro ucely této prace byly pouzity gely s koncentraci 10 % a 15 % akrylamidu.
Detekce proteinti na gelu byla provedena barvenim Coomassie modii (citlivost 0,1-1 pg na
pruh), poptipad¢ detekci stiibrem (citlivost 2-10 ng na pruh) (Bollag a Edelstein, 1991).
Byla pouzita metodika uvadéna D.M. Bollagem a S.J. Edelsteinem (1991), modifikovana v

nasi laboratofi.

3.2.1. Pristrojové vybaveni
- Elektroforetickd vana - P8DS cell (OWL Separation Systems, Inc.)
- Prislusenstvi pro elektroforézu (skla, hiebeny, spacery)
- Zdroj stejnosmérného napéti 200 V, 20 mA
- Tiepacka
- Plastové kontejnery (20 x 20 X 2 cm)

- Celofan

3.2.2. Chemikdlie
- Akrylamid
- Bis-akrylamid (N,N’"-methylenebisacrylamide)
- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol)
- SDS (sodium dodecyl sulfate)
-  TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylene-ethylenediamine)
- Persulfat amonny (APS)
- 2-merkaptoethanol (ME)
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Glycerol

Bromfenolova modi (Bromophenol Blue)
Coomasie modi (Coomasie Blue R-250)
Glycin

Kyselina chlorovodikova (HCI)
n-Buthylalkohol

Methanol

Ledova kyselina octova

Formaldehyd

Kyselina citronova

Thiosiran sodny (Na,S,05)

Uhlic¢itan sodny (Na,CO5)

Dusic¢nan stiibrny (AgNOs3)

3.2.3. Zasobni roztoky

Roztok A:

(uchovavano v lednici pii 4°C, pouzivano po nékolik mésicii)

Roztok B:

(uchovavano v lednici pii 4°C, pouzivano nékolik mésict)

2M Tris (pH upraveno pomoci HCl na §,8) (dale jen Tris-HCI)

IM Tris-HCI (pH 6,8)

10% (w/v) SDS (uchovavano pii pokojové teplot¢)

Dizertacni prace

10% persulfat amonny (rozplnéno po 0,2 ml a uchovavano pii —20°C neomezené

dlouho)
nasyceny n-buthylalkohol ve vodé

30% (w/v) akrylamid
0,8% (w/v) bis-akrylamid

75 ml 2M Tris-HCI (pH 8.8)
4 ml 10% SDS

21 ml destilovana voda
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Roztok C:
- 50 ml IM Tris-HCI (pH 6.8)
- 4 ml 10% SDS
- 46 ml destilovana voda

(uchovavano v lednici pii 4°C, pouzivano po né€kolik mésici)

Elektroforeticky pufr:
- 3 gTris
- 14,4 g glycin
- 1gSDS
- doplnit destilovanou vodou do 1 1.

(uchovavano v lednici pii 4°C, pouzivano po né€kolik mésici)

Vzorkovy pufi:
- 0,6 ml 1M Tris-HCI (pH 6.8)
- 5ml 50% glycerol
- 2ml 10% SDS
- 1 ml 1% bromfenolovd modf
- 0,9 ml destilovana voda
(uchovavano v lednici pii 4 °C, pouzivano po n€kolik mésicit)
- Tésné¢ pred smichanim vzorkového pufru se vzorkem byl pfidin 2-

merkaptoethanol do vysledné koncentrace 14,4 mM

Barvici roztok:
- 1 g Coomasie modi R-250
- 450 ml methanol
- 450 ml destilovana voda
- 100 ml ledova kyselina octova

(uchovéavano neomezené dlouho pii pokojové teplot¢)
Odbarvovaci roztok:

- 100 ml methanol

- 100 ml ledova kyselina octova
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- 800 ml destilovana voda

(uchovéavano neomezené dlouho pii pokojové teplot¢)

Susici roztok:
- 100 ml ethanol
- 40 ml glycerol
- 860 ml destilovana voda

(uchovavano pii pokojové teploté, pouzivano po nékolik mésict)

Formaldehydovy fixacni roztok pro detekci proteinii stribrem:
- 40% methanol
- 0,5 ml 37% formaldehydu na 1000 ml roztoku

(uchovavano pfi pokojové teploté, pouzivano maximalné 1 mésic)

Roztok thiosiranu sodného:
- 0,02% Na,S,05 v destilované vodé

(uchovavano neomezen¢ dlouho pii pokojové teplote)

Roztok dusicnanu stiribrného:

- 0,1% AgNO;

Vyvijeci roztok:
- 3% uhli¢itan sodny
- 0,0004% Na,S,03
- 0,5 ml 37% formaldehydu na 1000 ml roztoku (pfidano tésné pied pouzitim)

(roztok bez formaldehydu uchovavan neomezen¢ dlouho pii pokojové teplote)

3.2.4. Priprava X% separacniho gelu

Jednotlivé roztoky byly smichany v niZze uvedeném mnozstvi, piidano 50 ul APS a
7,5 ul TEMED. Roztok byl rychle nalit mezi elektroforetickd skla v drzéku a ptevrstven 1
ml vodného roztoku nasyceného n-buthylalkoholem.

- (7,5-/3) ml destilovana voda

- 2,5mlroztok B
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- %/ ml roztok A

3.2.5. Priprava 5% zaostiovaciho gelu

Po probéhlé polymeraci byl =ze separacniho gelu slit nasyceny roztok n-
buthylalkoholu, zbyly n-buthylakohol splachnut destilovanou vodou a gel pfevrstven 5%
zaostfovacim gelem, do néhoz byly posléze umistény hiebeny pro vytvoreni jamek pro
vzorek. Gel byl pfipraven dle nize uvedeného postupu.

- 2,3 ml destilovana voda

- 0,67 ml roztok A

- 1 mlroztok C

- 50 ul APS

- SulTEMED

3.2.6. Priprava vzorku a vlastni elektroforéza

20 ul vzorku bylo smichano se 7 pl vzorkového pufru. Smés byla inkubovana 30
minut pti pokojové teploté. Takto pfipraveny vzorek v mnozstvi 20 pl byl nanesen do jamky
v gelu umisténém v elektroforetické vané s nalitym elektroforetickym pufrem. Elektroforéza
probihala pii stabilizovaném napéti 200 V tak dlouho, dokud modra barva (bromfenolova
modi’) nedospéla tésné ke spodni casti gelu. Poté byl gel vyjmut, rychle oplachnut vodou a
byla provedena detekce proteint.

Molekulovd hmotnost byla zjisténa pomoci standardu molekulovych hmotnosti,

ktery byl obvykle umistén na gelu v prvni draze.

3.2.7. Barveni proteinit pomoci Coomasie modri
Gel byl umistén do barviciho roztoku a barven za pomalého tfepani na tfepacce po
dobu 30 min. Poté byl barvici roztok slit a nahrazen odbarvovacim roztokem a odbarvovan
na tiepacce do pozadovaného odbarveni. Odbarvovaci roztok byl nékolikrat vyménén.
Obarvené proteiny se vyznacuji syté modrou barvou, pozadi je prihledné, n¢kdy
slabé namodralé. Citlivost metody byla 0,1 pg na jednotlivy pruh (gel 10 cm X 8 cm x 0,75
mm, 10 jamek) (Bollag a Edelstein, 1991).
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3.2.8. Detekce proteinit stiibrem

Gel byl fixovan formaldehydovym fixa¢nim roztokem 10 minut za pomalého
michani, nésledné oplachnut 2x5 minut destilovanou vodou. Poté byla destilovana voda
nahrazena roztokem thiosiranu sodného a gel v tomto roztoku macen 1 minutu. Nasledné
dikladné oplachnut 2x po 20ti vtefinadch velkym mnozstvim destilované vody (vzhledem
k velikosti pouzitého kontejneru). Poté, za pomalého michani macen v roztoku dusi¢nanu
stiibrného. Po oplachnuti gelu destilovanou vodou a nasledné malym mnozstvim vyvijeciho
roztoku byl macen ve vyvijecim roztoku do pozadované intenzity pruhli. Vyvijeni bylo
zastaveno piidanim 2,5 ml 2,3M kyseliny citronové na 50 ml vyvijeciho roztoku, michano
10 minut. Na zavér byl gel promyt 3x10 minut destilovanou vodou a pifeveden do suSiciho

roztoku.

3.2.9. Priblizné stanoveni molekulové hmotnosti proteinu
Molekulova hmotnost proteinli byla stanovena vypoctem podle polynomu druhého
fadu, ziskaného aproximaci rozlozeni znamych molekulovych hmotnosti molekulového

standardu, umisténého obvykle v prvni draze, metodou nejmensich ¢tverci.

3.2.10. Archivace gelu
Gel byl po provedené detekci/odbarveni vyfotografovan a umistén pres noc do
susiciho roztoku. Poté byl umistén mezi dva listy celofanu napusténé susicim roztokem a

napnut na sklenénou desku. SuSeni probihalo cca 1 tyden pfi laboratorni teploté, pozdéji 4

hodiny pii 50 °C.

3.3. Zymografie

Zymografie byla pouzita pro detekci proteolytické aktivity, stanoveni molekulové
hmotnosti a zakladnich vlastnosti studovanych proteaz. Nami pouzitd metodika byla
modifikovana podle M.J. Northa (1997), G.W. Olivera a kol. (1999) a Ch. Paecha a kol.
(1993).

3.3.1. Pristrojové vybaveni
- Elektroforeticka vana - P8DS cell (OWL Separation Systems, Inc.)
- PfisluSenstvi pro elektroforézu (skla, hiebeny, spacery)

- Zdroj stejnosmérného napéti 200 V, 20 mA
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Trepacka

Inkubator

pH metr

Plastové kontejnery (20 x 20 X 2 cm)

3.3.2. Chemikalie

Akrylamid

Bis-akrylamide (N,N"-methylenebisacrylamide)
Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol)

SDS (sodium dodecyl sulfate)

TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylene-ethylenediamine)

Persulfat amonny (APS)
2-merkaptoethanol
Glycerol

Bromfenolova modf
Coomasie modf R-250
Glycin

Octan sodny

Kyselina chlorovodikova (HCI)
Hydroxid sodny (NaOH)
Dithiothreitol (DTT)
n-Buthylalkohol
Iso-propylalkohol
Methanol

Ledova kyselina octova
Zelatina (Sigma)

Kasein (Sigma)

Chlorid sodny (NaCl)
Chlorid véapenaty (CaCl,)
Siran zine¢naty (ZnSOy4)
Siran méd’naty (CuSO,)
Chlorid hote¢naty (MgCl,)
Siran zelezity (Fe,(SO4)3)
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- Triton X-100

3.3.3. Zasobni roztoky
Shodné s SDS-PAGE.

Renaturacni roztok:
- 2,5% (v/v) Triton X-100
- 1M NaCl

Specialni odbarvovaci roztok:
- 200 ml iso-propylalkohol
- 200 ml ledova kyselina octova

- 200 ml H,O

3.3.4. Priprava gelu a vzorku

Dizertacni prace

Ptiprava gelt a vzorku byla totozna s SDS-PAGE, avsak v rozd¢lovacim gelu byl

kopolymerizovan substrat. 10% rozd¢lovaci gel mél nasledujici sloZeni:

- 5,41 ml destilovana voda
- 2,5mlroztok B
- 3,33 ml roztok A

- 1,25 ml 2% (w/v) Zelatina / kasein

- 50 ul APS
- 5ul TEMED

(roztoky substratli byly uchovavany pii —20°C neomezené dlouho)

3.3.5. Renaturace proteinu

Gel byl umistén do renatura¢niho roztoku a promyvan na tfepac¢ce po dobu 30 min.

Renaturaéni roztok byl 3x vyménén.

3.3.6. Inkubace gelu
Bude popséno v odstavci (3.14.).
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3.3.7. Detekce proteolytické aktivity
Zasadné pouze pomoci Coomasie modii, shodné¢ s SDS-PAGE (viz odst. 3.2.7.).

Proteolyticka aktivita se jevila jako svétly pruh rizné intenzity na modrém pozadi.

3.3.8. Priblizné stanoveni molekulové hmotnosti

Stejné jako u SDS-PAGE byl obvykle v prvni jamce umistén standard molekulovych
hmotnosti. Dradha se standardem byla ihned po probéhlém elektroforetickém deleni
odfiznuta a tento prouzek byl barven v barvicim roztoku. Po dostateném obarveni byl
prouzek odbarvovan ve specidlnim odbarvovacim roztoku do pozadované intenzity pruht.
Poté pieveden do suSiciho roztoku. Vypocet byl proveden shodn¢ s SDS-PAGE (viz odst.
3.2.9.). Protoze vSak dochazelo k délkovym deformacim gelu v zavislosti na zpracovani,

bylo vzdy pocitano s relativni vzdalenosti piisluSného pruhu vztazené k délce gelu.

3.4. Lyticka aktivita vzorku
Metoda byla pouzita ke sledovani lytické aktivity produktt P. larvae na zastupce

gram-negativnich a gram-pozitivnich bakterii a testovany tentyz kmen P. larvae.

3.4.1. Pristrojové vybaveni
- Centrifuga
- Spektrofotometr pro méteni v mikrotitra¢nich destickach pii 450 nm

- Termostat 35 °C

3.4.2. Provedeni

Vzorky bujonové kultury P./arvae byly centrifugovany (18 000 g, 10 min.). 20 ul
supernatantu bylo napipetovano k 180 ul bakteridlni suspenze ve vhodném pufru. Suspenze
byly pfipraveny z bakterii P. larvae (BRD 205 01), Bacillus subtilis (CCM 2217),
Staphylococcus aureus (CCM 1484), Streptococcus pyogenes (CCM 4425), Enterobacter
cloacae (CCM 1903) a Escherichia coli (CCM 4751) v koncentraci 10° CFU/ml. Nasledng&
byla méfena absorbance pii 450 nm v pétiminutovych krocich po dobu 5 hodin. Vzorky
byly paralelné inkubovany pii 20 °C a 35 °C. Lyticka aktivita byla hodnocena jako pokles

absorbance.
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3.5. Elektronova mikroskopie

Elektron-mikroskopické vysetieni vzorki pro prikkaz bakteriofaga v lyzujici kulture
probihalo v Laboratofi elektronové mikroskopie Mikrobiologického tistavu AV CR podle
metodiky pospané J. Smardou a H. Slovackovou (2004) a O. Benadou a V. Pokornym
(1990).

3.5.1. Pristrojové vybaveni
- Centrifuga
- Elektronovy mikroskop Philips CM 100

3.5.2. Provedeni

Vzorky byly centrifugovany pro odstranéni bakterii (10 000 g, 10 min.). 5 ul
supernatantu bylo naneseno na aktivovanou sitku potazenou uhlikovou vrstvou (Benada a
Pokorny, 1990). Po 30s adsorpci byla sitka promyta 1% molybdenitem amonnym, a
negativné barvena v 1 ml 2% uranyl acetatu. Sitky byly prohliZzeny elektronovym

mikroskopem pii zvétSeni 46 000X.

3.6. Stabilita sekretovanych proteaz
Vzorky byly centrifugovany pro odstranéni bakterii (10 000 g, 10 min.). Poté byl
objem supernatantu rozdélen po 1 ml do zkumavek. Jedna zkumavka byla vzdy zamrazena

(-20°C).

3.6.1. Teplotni stabilita
Vzorky byly exponovany teplotam 50, 60, 70, 80 a 90 °C po dobu 10 minut. Poté
byly zamraZzeny (-20°C) a nasledn¢ podrobeny SDS-PAGE analyze a zymografii.

3.6.2. Stabilita v Case
Vzorky byly umistény pii pokojové teploté, pii 4 °C a pii 35 °C. Kazdy den po dobu
14 dni byla odebrana jedna zkumavka se vzorkem a zamrazena (-20°C). Poté byla

provedena SDS-PAGE analyza a zymografie.
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3.7. Gelova filtrace na SEPHADEXu G-50, G-100, G-200

Gelova filtrace byla provadéna piedevs§im podle ndvodi firmy Pharmacia Fine
Chemicals (Pharmacia Fine Chemicals, 1975, 1976a, 1976b, 1976¢, 1979), jejiz produkty
byly pouzity — znackové kolony, SEPHADEX.

3.7.1. Pristrojové vybaveni
- Chromatograficka kolona s adaptérem (primér 15 mm, délka 50 cm)
- Spektrofotometr pro méfeni koncentrace proteinti pii 280 nm, nebo pii 595 nm
podle M.M. Bradford

- Dialyza¢ni stievo

3.7.2. Chemikalie
- SEPHADEX G-50, G-100, G-200
- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol)
- EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid)
- Kyselina chlorovodikova (HCI)

- Merthiolat sodny (sodium mercuriate)

3.7.3. Priprava kolony
SEPHADEX byl nabobtnan pifes noc v destilované vodé s 0,01 % merthiolatu
sodného pro zabranéni rtistu mikroorganismii. Kolona byla naplnéna standardnim postupem

tak, aby nedochazelo ke vzniku bublin (Pharmacia Fine Chemicals, 1976c¢).

3.7.4. Provedeni

Vzorek (5 ml) byl nanesen na kolonu a eluovan destilovanou vodou nebo pufrem
$ 0,01 % merthiolatu sodného. Pritokova rychlost byla nastavena na 20 ml/hod. Frakce byly
jimany po 5ti mililitrech a pfislusné frakce neobsahujici nizkomolekuldrni slozky poté
slouceny a uchovavany zamrazené pii —80°C.

Po probéhlém déleni byla kolona promyta 50ti ml destilované vody s 0,01 %

merthiolatu sodného a uzaviena proti vyschnuti.
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3.8. Iontové vyménna chromatografie na DEAE-celul6ze

Test vhodného pH, provedeni vlastni chromatografie, uchovavani a regenerace
nosi¢e byly provadény jak je popsano D.M. Bollagem a S.J. Edelsteinem (1991), N.M.
Hopperem (1999) a v navodech firmy Pharmacia Fine Chemicals (1980).

3.8.1. Pristrojové vybaveni
- Chromatograficka kolona s adaptérem (primér 15 mm, délka 15 cm)
- Jimac frakei
- Magneticka michacka (zatizeni pro vytvorfeni koncentra¢niho gradientu)
- pHmetr
- Spektrofotometr pro méfeni koncentrace proteinti pii 280 nm, nebo pfi 595 nm

podle M.M. Bradford.

3.8.2. Chemikalie
-  DEAE celuloza

Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol)
- Glycin

- Chlorid sodny (NaCl)

- Kyselina chlorovodikova (HCI)

- Octan sodny

- Hydroxid sodny (NaOH)

- Iso-propylalkohol

3.8.3. Zdasobni roztoky
Octanovy pufr:

- IM octan sodny (pH upraveno HCl na pH 3)

Roztok hydroxidu sodného:
- 0,5M NaOH

Trisovy ekvilibracni pufr:
- 1M Tris-HCI (pH 7; 8; 9)
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Glycinovy ekvilibracni pufr:
- IM Glycin (pH 5; 6)

3.8.4. Priprava nosice

DEAE celuléza byla ponechdna nabobtnat pies noc v dostatecném mnoZstvi
destilované vody. Poté byla naplnéna na kolonu standardnim postupem tak, aby
nedochazelo ke vzniku bublin a promyta:

- 20ti ml octanového pufru (pritokova rychlost 20 ml/hod),

- 50ti ml roztoku hydroxidu sodného (promyt a zbytek nechat pfes noc v koloné¢),

- 20ti ml octanového pufru (pritokova rychlost 20 ml/hod).

Po aktivaci byla kolona promyta 50ti ml jednim z pfisluSnych pufiti a pied nanaskou

vzorku ponechdna v pufru 2 hodiny.

3.8.5. Test vhodného pH

1 ml aktivovaného nosi¢e byl napipetovan do zkumavek a promyt danym pufrem,
nechan sedimentovat a supernatant odstranén. Vzorek byl dialyzovan pies noc proti 20 mM
pufru. Nésledné byl 1 ml vzorku prevedené¢ho do pufru nanesen na nosi¢ ve zkumavce o
prislusném pH, promichan a nechan sedimentovat. Supernatant byl zamrazen. Poté byl nosic¢
promyt 1 ml ¢istého 20mM pufru a opét nechan sedimentovat a supernatant opét zamrazen.
Eluce se uskutec¢nila 1 ml pufru s koncentraci 1M NaCl.

Vsechny frakce byly podrobeny SDS-PAGE a zymografii. V idedlnim stavu se

vzorek protedzy nachazel pouze ve frakci s NaCl.

3.8.6. Provedeni chromatografie

Na kolonu ekvilibrovanou nejvhodnéjsim pufrem byl nanesen vzorek po odsoleni a
pievedeni do vhodného 20mM pufru na SEPHADEXu G-50. Kolona byla promyta 20mM
pufrem s naslednou eluci roztokem NaCl v 20mM pufru. Proteiny byly eluovany gradientem
NaCl o koncentraci 0-0,5 M, ktery byl pfipraven pomoci spojenych nadob a magnetické
michacky. V kadince umisténé na michacce bylo 80 ml 20mM pufru, ve druhé kadince 80
ml 20mM pufru s 0,5M NaCl. Frakce byly jimany automatickym jimacem frakci po 1,5 ml.

Pratokova rychlost kolonou byla vétSinou nastavena na 20 ml/hod.
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Koncentrace bilkoviny v jednotlivych frakcich byla métfena na spektrofotometru pii
vlnové délce 280 nm, nebo podle M.M. Bradford (viz odst. 3.11.). Frakce byly zamrazeny a

uchovavany pii —80°C.

3.8.7. Konzervace kolony
Kolona byla dikladné proplachnuta destilovanou vodou a promyta stejné jako pfi
aktivaci. Nasledné¢ dikladn¢ promyta destilovanou vodou a pifevedena do 50%

isopropylalkoholu a uzavtena proti vyschnuti.

3.9. Afinitni chromatografie
Byla pouzita metoda afinitni chromatografie s navazanym chelatorem kovti (EDTA).

Kolona byla pfipravena v nasi laboratofi nasledné¢ popsanym zplisobem.

3.9.1. Pristrojové vybaveni
- Chromatograficka kolona s adaptérem (pramér 15 mm, délka 5 cm)
- Spektrofotometr pro méteni koncentrace proteind pti 280 nm, nebo pti 595 nm
podle M.M. Bradford

- Dialyza¢ni stievo

3.9.2. Chemikdlie
- Sepharosa 4B
- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol)
- Kyselina chlorovodikova (HCI)
- EDTA
- Chlorid zinec¢naty (ZnCl,)
- Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPOy,)
- Chlorid sodny (NaCl)

3.9.3. Zasobni roztoky
Ekvilibracni pufr:
- 50mM Tris-HCI, pH 7,5
- 1 mg/ml ZnCl,
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Promyvaci pufr:
- 50mM Tris-HCI, pH 7,5
- 150mM NaCl

Elucni pufr I.:
- 10mM Na,HPOy,, pH 7,5
- 150mM NaCl

Elucni pufr 11.:
- 10mM Na,HPOy4, pH 4
- 800mM NaCl

Elucni pufr 111.:
- 50mM EDTA

- 500mM NaCl, pH 6,5

3.9.4. Priprava kolony

Dizertacni prace

Kolona pro afinitni chromatografii byla ptipravena podle J. Poratha a kol. (1975).

Postup piipravy nosice byl nasledujici:

- 2 g EDTA byly rozpustény v 10 ml 2M Na,CO;,

- nasledné¢ bylo pfidano 15 ml Sepharosy B a inkubovano pii 65 °C po 24 hod.,

- po inkubaci byl roztok naplnén do kolony a promyt 250 ml destilované vody,

- poté byla kolona promyta 20 ml ekvilibra¢niho pufru.

3.9.5. Provedeni

Na ekvilibrovanou kolonu byl nanesen vzorek po odsoleni a ptevedeni do

ekvilibra¢niho pufru na SEPHADEXu G-50. Kolona s nanesenym vzorkem byla promyta 20

ml promyvaciho pufru. Nasledovala nandska elu¢nich pufrti v davkach po 10 ml. Frakce,

pocinaje nanaskou promyvaciho pufru, byly jimany po 1,5 ml. Pritokova rychlost byla

nastavena na 20 ml/hod.
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3.10. Stanoveni proteolytické aktivity pomoci kapkové metody

Pro vySetfovani proteolytické aktivity ve frakcich po purifika¢nich krocich byla

pouzita kapkova metoda na polyakrylamidovém gelu s kopolymerizovanou zelatinou (K.

Martinek - osobni sdélent).

3.10.1. Pristrojové vybaveni

Skla a ptislusenstvi pro naliti gelu pro SDS-PAGE
Trepacka

Inkubétor

pH metr

Plastové kontejnery (20 x 20 X 2 cm)

3.10.2. Chemikdlie

Akrylamid

Bis-akrylamide (N,N’-methylenebisacrylamide)
Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol)
TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylene-ethylenediamine)
Persulfat amonny (APS)

Coomasie modi R-250

Kyselina chlorovodikova (HCI)

n-Buthylalkohol

Methanol

Ledova kyselina octova

Zelatina (Sigma)

Penicilin

Streptomycin

3.10.3. Piiprava gelu

Gel byl piipraven smisenim niZze uvedenych chemikalii, nalitim do soupravy pro

piipravu gelti pro elektroforézu a pievrstven nasycenym n-buthylalkoholem (viz kapitola

3.3.). Po polymeraci byl gel vyjmut, dikladn¢ oplachnut destilovanou vodou a umistén do

plastového kontejneru spolu s navlhéenou bunéénou vatou. Pied nanesenim vzorku byl gel

umistén na 1 hodinu do termostatu (35 °C), aby doslo k vysuSeni povrchu gelu.
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- 4,66 ml destilovana voda

- 2,5ml 500mM Tris-Hel (pH 7.0)

- 0,5 ml penicilin (1000 j/ml)

- 0,5 ml streptomycin (1000 j/ml)

- 1 ml zelatina (2% w/v)

- 3,33 ml roztok A (viz SDS-PAGE)
- 50 ul APS

- 7,5 Wl TEMED

3.10.4. Naneseni vzorkiu na gel, inkubace a vyhodnoceni

Pomoci sklenéné miizkované Sablony a pipety byly na gel naneseny 1ul kapky
vzorkd, plastovy kontejner byl uzavien a utésnén pied vysychanim parafilmem. Gel byl
inkubovan pti 35 °C pfes noc, nasledné obarven pomoci Coomasie modii a odbarven (viz
odstavec 3.3.). Pfitomnd proteolytickd aktivita se projevila jako svétlé skvrny na modrém

pozadi.

3.11. Méieni koncentrace proteini podle M.M. Bradford
Koncentrace proteint, predev§im ve frakcich po chromatografii, byla méfena nami

modifikovanou metodou v mikrotitra¢nich destickach podle M.M. Bradford (1976).

3.11.1. Pristrojové vybaveni
- Spektrofotometr
- Jednorazové plastové kyvety, mikrotitrani desticky

- Malé zkumavky

3.11.2. Chemikalie
- Serva Blue G barva
- 1 mg/ml bovinni sérovy albumin (BSA)
- 95% ethanol

- 85% kyselina fosore¢na
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3.11.3. Zasobni roztoky

Roztok A:

100 ml 95% ethanol
200 ml 85% kyselina fosforecna
350 mg Serva Blue G

(uchovéavano neomezené pii pokojové teplote)

Pracovni roztok:

425 ml destilovana voda
15 ml 95% ethanol
30 ml 85% kyselina fosfore¢na

30 ml roztok A

Dizertacni prace

(skladovéno v tmavé lahvi pti pokojové teploté, uchovavano po ne€kolik tydnit)

3.11.3. Provedeni

Do zkumavky bylo napipetovano

100 pl

piislusné¢ nafedéného proteinu

v pouzivaném pufru a ptidan 1 ml pracovniho roztoku. V ptipadé mikrotitrani desticky se

jednalo o 20 ul pfislusné natedéného proteinu v pouzivaném pufru a 200 pl pracovniho

roztoku. Smés byla dikladné protfepana a inkubovana 5 minut pii pokojové teploté.

Kalibrac¢ni fada (min. 4 vzorky) byla vytvotfena fedénim BSA. Vzorky byly odecitany na

spektrofotometru pii vinové délce 595 nm. Nejprve byla vytvorena kalibrac¢ni kiivka (v

meéfitelném rozsahu linedrni zavislost) a poté odecitana koncentrace proteinu.

3.12. Stépeni BSA / kaseinu

Pro hrubou analyzu velikosti $t€pnych produktl byl zvolen elektroforeticky

homogenni bovinni sérovy albumin a kasein.

3.12.1. Pristrojové vybaveni

Termostat
pH metr
Zkumavky
Mrazak
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3.12.2. Chemikadlie
- Bovinni sérovy albumin (BSA)
- Kasein
- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol)
- Kyselina chlorovodikova (HCI)

3.12.3. Provedeni

Substrat byl rozpustén ve 100mM Tris-HCl (pH 7,0) v koncentraci 1 mg/ml. Do
zkumavky bylo napipetovano 1 ml pufrovaného substratu a ptidano 50 pl testovaného
vzorku. Smés byla inkubovana pii 35 °C. Béhem inkubace bylo odebirano 50 pl smési a
vzorek okamzit¢ zamraZzen. Vzorky ( kontrola, smés bezprostiedné po nanaSce proteazy,
smés po 1 hodiné, 2 hodinach, 3 hodinach a 24 hodinach) byly vySetfeny SDS-PAGE (viz
kapitola 3.3.) a vyhodnoceny.

3.13. Sporulace P. larvae
3.13.1. Stanoveni poctu termorezistentnich spor

Termorezistence byla definovana jako schopnost spory prezit zahtati na 65°C po
dobu 15 minut (Dingman a Stahly, 1983). Vzorky byly po zahtati ochlazeny na pokojovou
teplotu a po prislusném naredéni destilovanou vodou (dle koncentrace vzorku) vyockovany

na plotnu MYPGP agaru a kultivovany pti 37 °C po dobu 5 dni.

Pristrojové vybaveni
- Biirkerova komiirka (orienta¢ni stanoveni CFU/ml)
- Mikroskop

- Termostat
3.13.2. Statistickd analyza

Data ziskana pfi srovnani poc¢tu CFU na rliznych médiich byla srovnavana t-testem

na hladiné vyznamnosti p < 0,05 (Reif, 2000).
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3.14. VySetieni zakladnich biochemickych vlastnosti proteaz spor
3.14.1. Test optimdlnich inkubacnich podminek p¥i zymografii

Pro stanoveni ptiblizné hodnoty pH optima byly prouzky gelu inkubovany v pufrech
o rizném pH (Mueller a Fried, 1999).

Provedent
Gel byl po renaturaci rozfezdn na stejn¢ Siroké pruhy (Sifka 1 cm) a inkubovan

v Petriho miskach s 20 ml pufru. Gely byly inkubovany pii 35 °C pies noc.

PouZzité pufry
- 50mM octan sodny, pH upraveno kyselinou octovou na hodnotu 3,5
- 100mM octan sodny, pH upraveno kyselinou octovou hodnotu 5
- 100mM Tris, pH upraveno kyselinou chlorovodikovou na hodnotu 7
- 100mM Tris, pH upraveno kyselinou chlorovodikovou na hodnotu 9

- 50mM glycin, pH upraveno hydroxidem sodnym na hodnotu 10.

3.14.2. Inhibice
Test inhibice byl provadén inkubaci gelu v pfitomnosti pfislusného inhibitoru

(North, 1997; Wolz, 1999). Inhibice byla zji§tovana jako vizudlni pokles intenzity pruhd.

Provedeni

Pii testovani inhibi¢niho vzoru probihala renaturace v ledové vychlazeném
renatura¢nim roztoku. Jednotlivé nafezané pruhy byly umistény do zkumavek s obsahem 2
ml. Inhibitor byl ptidan do pufru s nejvétsi patrnou aktivitou. Pufr byl nalit v mnozstvi 1 ml
do zkumavky s gelem a inkubovan 24 hodin pii 37 °C. Nepostradatelnou pii pokusu byla

kontrola, tj. gel inkubovany v pufru bez inhibitoru.
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Inhibitor Inhibovana proteaza| Vysledna
koncentrace
PMSF Serinové (cysteinoveé) 1 mM
Leupeptin Serinové 0,1 mM
(cysteinové)

E64 Cysteinové 0,02 mM
Pepstatin Aspartatové 0,1 mM
EDTA Metaloproteazy 2mM
EGTA Metaloproteazy 10 mM
1,10-phenantrolin Metaloproteazy 2mM

Tab. II. Pouzité inhibitory proteaz a jejich obvykléa koncentrace

3.14.3. Testovani vlivu kovovych iontit na metaloprotedzy

Jako inhibitor byl pouzit 1,10-phenantrolin ve vysledné koncentraci v pufru 2 mM/1.

Do takto ptipraveného pufru byl umistén prouzek gelu a ptidana piislusna stl v koncentraci

10 mM/1. Jednalo se o soli CaCl,, ZnSQO4, CuSO4, MgCl, a Fey(SO,)s. Inkubace probihala

pti 37 °C po dobu 24 hodin. V pokusu byla zavedena kontrola bez inhibitoru a kontrola
s inhibitorem bez piidavku iontl (Mueller a Fried, 1999; Wolz, 1999).

3.15. Elektroeluce proteini z povrchu spor

K extrakci povrchovych proteinti plasté spory bylo pouzito elektroforetické zatizeni

zkonstruované pro tyto ucely autorem dizertacni prace.

Obr. 4. Princip elektroeluce. Spory fixovany pevnym sitem (agardzovy gel) od prostoru

v némz dochazi k hromadéni eluovanych proteinti. Prostor je od anody oddélen celofanovou

membranou. (Kresba: Eva Chudackova)
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3.15.1. Piistrojové vybaveni
- Specialni elektroforeticka vana (viz obr. 4 a 5)

- Zdroj stejnosmérného napéti 200 V, 20 mA

Obr. 5. Elektroforeticka vana pro elektroeluci proteinti z plasté spory naplnénd pufrem.

(Foto: E. Chudackova)

3.15.2. Chemikdlie
- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol)
- SDS (sodium dodecyl sulfate)
- Glycin
- Kyselina chlorovodikova (HCI)

- Agardza

3.15.3. Zdsobni roztoky
Elektroforeticky pufr:
- 3 gTris
- 14,4 g glycin
- 1gSDS
- doplnit destilovanou vodou do 1 1.

(uchovavano v lednici pii 4°C, pouzivano po nékolik mésicii)
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Agaroza:

- 1,5% agardza

3.15.4. Provedeni

1 ml sporové suspenze s koncentraci 10 CFU/ml byl napipetovan do piislugné
jamky v elektroforetické vané naplnéné elektroforetickym pufrem. Nasledné¢ byl zapnut
proudovy zdroj a napéti nastaveno na hodnotu 200 V. Elektroeluce probihala 4 hodiny.
Béhem elektroeluce dochazelo k ubyvani pufru v komirce eludtu, proto byl do ni

elektroforeticky pufr priibézné dopliiovan.

3.16. Extrakce proteinového plasté spory chemickou cestou
Pro ucely této studie byla pouzita technika popsana C.S. Hayesem a P. Setlowem

(1997).

3.16.1. Pristrojové vybaveni
- Centrifuga
- Termostat 37 °C

- Dialyza¢ni stievo

3.16.2. Chemikadlie
- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol)
- SDS (sodium dodecyl sulfate)
- Mocovina
- Dithiothreitol (DTT)
- EDTA
- Kyselina chlorovodikova (HCI)

3.16.3. Zdasobni roztoky

Extrakcni pufr:

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
1% SDS

8 M mocovina

50 mM DTT
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- 10 mM EDTA

(pufr uchovavan neomezené pii -20°C)

Dialyzacni pufr:
- 100 mM Tris-HCL, pH 7,5

3.16.4. Provedeni

1 ml sporové suspenze skoncentraci 10° CFU/ml byl umistén do zkumavky a
centrifugovan pii 15 000 g, 10 minut. Supernatant byl odstranén a k peleté ptidano 0,5 ml
extrakéniho pufru. Spory byly v pufru rozttepany a inkubovany 90 min pii 37 °C. Po
nasledné centrifugaci byl oddélen supernatant od peletety. Spory zbavené plasté byly
uchovavany pii -20 °C. Supernatant byl dialyzovan proti dialyza¢nimu pufru 24 hod

s trojnasobnou vymeénou pufru. Vzorek byl pro dalsi zpracovani uchovavan pii -20°C.

3.17. Infekéni pokus in vitro podle E. Genersch a kol. (2006)
K infekénimu pokusu byla pouzita metodika podle Y.S.C. Penga a kol. (1992)
modifikovana E. Genersch a kol. (2006).

3.17.1. Pristrojové vybaveni
- Termostat 35°C
- Mikrotitra¢ni desticka s plochym dnem
- Stereoskopicky mikroskop

- Pfelarvovaci 1zi¢ka

3.17.2. Chemikdlie a suroviny
- Fruktéza
- Glukoza

- V¢eli mateti kasi¢ka

3.17.3. Krmnd smés
- 66 % vceli matefi kasicka (v/v)
- 3% glukéza (w/v)
- 3 % fruktdéza (w/v)
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3.17.4. Provedeni

Do kazdé jamky mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 50 pl krmné smési a piidan
1 ul inokula tak, aby vysledna koncentrace byla 1x10° CFU/ml. Nasledn& byly do jamky
pfeneseny pomoci pielarvovaci 1zicky larvicky veely medonosné (Apis mellifera) stari cca
12 — 36 hod. Mikrotitra¢ni desticka byla inkubovana v termostatu pii 35 °C s 95% relativni
vlhkosti. Druhy, ¢tvrty a Sesty den byly larvy pieneseny do mikrotitracni desticky s ¢erstvou
krmnou smési. Kazdy den byly sledovany zmény na larvach pomoci stereoskopického
mikroskopu. Uhyn larev byl detekovan jako ztrta ¢lankovani, nebo ustini pohybi larvy,
nebo jako zména barvy z perletové bilé na hnédou. Kazdy pokus ¢ital 5 larev negativni
kontroly — ke krmné smésy ptidan pouze 1 pl destilované vody, 5 larev pozitivni kontroly —
ke krmné smési ptidan 1 pl inokula ziskaného z ptfiSkvaru a 20 larev testované skupiny — ke

krmné smési piidan 1 pl inokula vegetativnich forem, resp. spor zbavenych plaste.

3.18. Infek¢ni pokus v pokusném véelstvu 1.
Pro simulaci co nejbliz§ich podminek ve vcelstvu byl zkonstruovan laboratorni l na
jeden ramek ramkové miry 39%x24 cm s prosklenymi sténami, ktery umoznoval sterilizaci

horkym vzduchem (viz obr. 6).

3.18.1. Pristrojové vybaveni

- Proskleny laboratorni ul na jeden ramek rdmkové miry 39x24 cm

Obr. 6. Laboratorni ul na jeden ramek ramkové miry 39x24 cm.
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3.18.2. Suroviny
- Med kvétovy

- Fermentovany pyl

3.18.3. Provedeni

Ramek s larvickami stafi 12-36 hodin byl vyjmut ze vcelstva a rozdé€len draténou
miizkou na sektory po 50ti buitkach. Do kazdé bunky v pokusném sektoru byl pfidan 1 pl
inokula v koncentraci 1x10” CFU/ml, resp. 1 ul destilované vody jako kontrola. Ramek byl
nasledn¢ umistén do pokusného tlu a bylo k nému ptidano cca 1000 vcel s matkou. Vcely
byly krmeny pomoci krmitka kvétovym medem a fermentovanym pylem. Progrese
onemocnéni/vynaseni larev byla sledovana denné pies sklenéné stény ulu, které byly jinak
kryty polystyrénovymi deskami. Infikované larvy po skonceni pokusu byly mikroskopicky a
kultivaéné vysetfovany na piitomnost P. /arvae. Pokusny ul byl po probéhlém pokusu 3x
v 24 hodinovych intervalech sterilizovan horkym vzduchem (180 °C, 2 hod), skla

autoklavovanim (121 °C, 20 min), v¢ely utraceny a spaleny.

3.19. Infek¢ni pokus v pokusném véelstvu I1.
Pro simulaci co nejbliz§ich podminek ve vcelstvu byl zkonstruovan laboratorni 1l
velikosti 10x14x12 cm prosklenymi sténami, ktery umoznil sterilizaci horkym vzduchem

(viz obr. 7).

3.19.1. Pristrojové vybaveni
- Proskleny laboratorni ul
- Vcelarsky kutak
- Dftevénd krabice pro narkotizaci véel

- Lednice

3.19.2. Chemikdlie a suroviny
- Dusi¢nan amonny
- Med kvétovy

- Fermentovany pyl

50



Jaroslav Hrabak Dizertacni prace

3.19.3. Provedeni

Ptiblizné 500 vcel bylo smeteno do vhodné dievéné krabice se zasitovanymi otvory
(tzv. rojak). Do rozpaleného vcelaiského kuidku byl pfidan dusi¢nan amonny. Vznikajici
oxid dusny byl pouzit k narkotizaci vcel v rojaku. Narkotizované vcely byly umistény do
pokusného ulu a vpusténa vceli matka. Nasledné bylo nasazeno krmitko a ul umistén na 12

hodin do lednice s teplotou 10 °C.

Obr. 7. Laboratorni l na 2 v¢elstva osazeny véelami a s nasazenymi krmitky

Po této dob¢ byl ul vyjmut a ponechan pti pokojové teploté. Vcely byly krmeny
medem s koncentraci testovaného mikroorganismu 1x10° CFU/ml a fermentovanym pylem.
Po vystavéni a zakladeni plasti matkou byla denné sledovana progrese onemocnéni
prosklenymi sténami. Infikované larvy byly po skonceni pokusu mikroskopicky a kultivaéné
vySetfeny na piitomnost P. /larvae. Po skonceném pokusu byly vcely utraceny a spaleny.
Pokusny ul byl 3x v 24 hodinovych intervalech sterilizovan horkym vzduchem (180 °C, 2
hod), skla autokldvovanim (121 °C, 20 min).
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3. Vysledky

4.1. Kultivace v MYPGP bujonu

K pokusu byl pouzit izolat bakterie P. larvae BRD 205 01, jako standardni zastupce
druhu P. larvae z hlediska biochemickych a patogenetickych vlastnosti.

Charakteristicka rastova kiivka bakterie P. larvae v MYPGP médiu je znazornéna na
obrazku 8. K maximdlnimu naristu dochazelo po dvaceti hodinové kultivace pfi
optimdlnich kultiva¢nich podminkédch (35 °C). V té dobé& se nachdzelo v médiu 4%10°
CFU/ml. Plato bylo pozorovano po dobu deseti hodin. Po ném dochézelo k lyze kultury.
Tento ubytek bunck byl doprovazen poklesem pH pod hodnotu 6,4.
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Obr. 8. Rustova kiivka P. larvae (BRD 205 01) v MYPGP médiu
Ruastovou kiivku v pufrovaném MYPGP médiu znédzoriiuje obrazek 9. Az do
stacionarni faze se rist shodoval srastem v klasickém MYPGP médiu, avSak poté

nedochazelo k lyze kultury. RovnéZ pH ziistalo nad hodnotou 6,4.

V zadném z obou médii nebyly detekovany spory ani sporangia.
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Obr. 9. Rustova kiivka P. larvae (BRD 205 01) v pufrovaném MYPGP médiu

4.1.1. Sekretované proteiny v MYPGP médiu

Na kiivce znazornujici koncentraci proteinti v médiu métené podle M.M. Bradford
(viz kapitola 3.11.) (viz obr. 10) je zcela jasné¢ patrny narlist koncentrace proteinli
v klasickém MYPGP médiu v dobé, kdy doslo k lyze bunék (inflexni bod). V ptipadé
pufrovaného MYPGP média se po skonfené exponencialni fazi koncentrace proteinti

ustalila na konstantni hodnoté.
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Obr. 10. Koncentrace proteinti v nepufrovaném (1) a pufrovaném (2) MYPGP médiu

s narastem P. larvae (BRD 205 01).
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Pti SDS-PAGE analyze (metodika viz 3.2.) bylo mozné prvni sekretované proteiny
v MYPGP médiu detekovat po dvaceti hodindch kultivace (viz obr. 11). Intenzita pruht
v pfipadé pufrovaného MYPGP média zcela kopirovala koncentraci proteini v médiu,
pti¢emz profil byl shodny s klasickym MYPGP médiem.

Ve vzorcich lyzujici kultury bylo mozné zjistit vyskyt dal§ich proteini s vysokou

molekulovou hmotnosti (obr. 11, drahy 6-8)

Obr. 11. SDS-PAGE analyza sekretovanych proteind P. larvae (BRD 205 01) do MYPGP
média. 10% polyakralamidovy gel. Sipky s hodnotami ukazuji molekulovou hmotnost dle
standardu molekulovych hmotnosti (neni na gelu). Cisla jednotlivych drah koresponduji

s ¢asem odbéru vzorku s periodou 12 hodin (¢as odbéru = ¢islo drahy x 12 hodin)

4.1.2. Sekretované protedazy v MYPGP médiu

Proteolytickd aktivita zjiStovana pomoci zymografie (viz kapitola 3.3.) s inkubaci
gelu ve 100 mM Tris-HCI pufru (pH 7,5) byla patrnd jiz ve vzorcich média né€kolik hodin po
zacCatku kultivace (viz obr. 12). Nejprve se v médiu objevily proteazy v oblasti 87 a 74 kDa,
které byly zjistitelné i ve 120ti hodinové kultufe. Se zvysujici se dobou kultivace byl na
zymogramu zaznamenan pokles aktivity 87 kDa protedzy a naopak nartist aktivity protedzy
74kDa. Po 100 hodinach se zacaly objevovat protedzy v oblasti 40 a 42 kDa.

Profil protedaz v pufrovaném médiu byl shodny s profilem v nepufrovaném médiu.
Intenzita jednotlivych pruht korespondovala s rastovou kiivkou mikroba (viz obr. 13).

87kDa proteaza se v médiu objevila jiz po 12ti hodinach kultivace, avSak 74 kDa az po 55
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hodinach. Proteolyticka aktivita v oblasti 40 a 42 kDa byla pomoci zymografie tézko

prokazatelna.

ey

Obr. 12. Proteolyticka aktivita P. larvae (BRD 205 01) v MYPGP médiu. 10%

polyakrylamidovy gel s 0,2 % Zelatiny. Cisla jednotlivych drah koresponduji s asem

odbéru vzorku s periodou 12 hodin (€as odbéru = ¢islo drahy x 12 hodin), M — dréha se

standardem molekulovych hmotnosti.

Obr. 13. Proteolyticka aktivita P. larvae (BRD 205 01) v pufrovaném MYPGP médiu. 10%
polyakrylamidovy gel s 0,2 % Zelatiny. Cisla jednotlivych drah koresponduji s ¢asem

odbéru vzorku s periodou 12 hodin (¢as odbéru = ¢islo drahy x 12 hodin).
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4.1.3. Lytickd aktivita vzorki kultury P. larvae

Lyticka aktivita vSech vzorkli odebranych z kultur P. larvae (BRD 205 01)
v nepufrovaném a pufrovaném MYPGP médiu byla vySetiena tak, jak je popsano v odstavci
3.4. Vzhledem k tomu, ze k lyze kultury dochazelo pti poklesu pH pod hodnotu 6,4, byl pro
pokus zvolen fosfatovy pufr (2,38% K,HPO4, 0,88% Na,HPO., pH 6,0). Béhem pokusu
nedoslo u zadného ze vzorki k poklesu absorbance, tudiz nebyla zaznamenana lyza bun¢k
zastupcll gram-negativnich a gram-pozitivnich bakterii, ani lyza t¢hoz kmene P. larvae —

BRD 205 01.

4.1.4. Elektron-mikroskopické vySetieni vzorki

Vsechny vzorky odebrané béhem kultivace P. larvae v nepufrovaném a pufrovaném
MYPGP médiu byly pouzity k pfimému elektron-mikroskopickému vySetreni, tak jak je
popséano v odstavcei 3.5.

Ve vzorcich lyzujici kultury byly nalezeny fagové Ccastice charakteristické
morfologie — s baciliformni hlavi¢kou a flexibilnim ocdskem (viz obr. 14). Na zéklad¢
morfologickych vlastnosti byl bakteriofag identifikovan jako BLA (Drobnikova a Ludvik,
1982), resp. PBL1 (Dingman a kol., 1984).

Obr. 14. Negativné obarvené partikule bakteriofaga BLA v lyzujici kultute P. larvae
v nepufrovaném MYPGP médiu. A — intaktni bakteriofdgy a ¢astice bez DNA tvofici
typickou strukturu ,,flower-like. B — detail intaktni virové ¢astice. C — detail Castice

neobsahujici DNA. M¢titko — obr. A 200 nm, obr. B a C 100 nm. (Foto: O. Benada)
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Ve vzorcich se vyskytovaly dvé rizné formy bakteriofagli — intaktni partikule (obr.
14B) a partikule neobsahujici DNA (obr. 14C). Pocet partikuli neobsahujicich DNA
nékolika nasobné pievysoval pocet intaktnich ¢astic. Hlavicka intaktnich fagovych partikuli
byla velka v priméru 110 x 40 nm. Hlavicka bakteriofagi neobsahujici DNA méla velikost
v priméru 100 X 55 nm. Ocasek byl u obou forem primérmé 170 nm dlouhy a jeho primér

¢inil 8 nm.

4.2. Srovnani proteolytické aktivity sekretovanych produkti u ruznych kmenu P.
larvae

Na obrazku 15 jsou znazornény profily sekre¢nich produkti zjisténé pomoci SDS-
PAGE (10% polyakrylamidovy gel) a pomoci zymografie (10% polyakrylamidovy gel +
0,2% zelatina).

Obr. 15. Profily sekre¢nich produktii po 6ti denni kultivaci P. larvae v MYPGP médiu.
Velké pismena — SDS-PAGE (10% polyakrylamidovy gel), mala pismena — zymografie
(10% polyakrylamidovy gel + 0,2% zelatina).
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U nékterych izolath P. larvae byla zaregistrovana rovnéZ proteolyticka aktivita

v oblasti 98 kDa.

Z analyzy SDS-PAGE lze zjistit odliSnosti mezi nékterymi proteiny s malou

molekulovou hmotnosti (10-30 kDa) a v oblasti mezi 60 — 100 kDa.

V tabulce III. jsou uvedeny kombinace jednotlivych sekrecnich profild pro rtzné

izolaty P. larvae.

Dizertacni prace

Cislo izolatu Proteiny [Proteazy Cislo izolatu Proteiny |Proteazy
BRD 205 01 A A BRD 205 20 A b
BRD 205 02 A A BRD 205 21 B b
BRD 205 04 A A BRD 205 22 A b
BRD 205 06 A A BRD 205 23 A a
BRD 205 07 A A BRD 205 24 A a
BRD 205 08 B B BRD 205 25 A a
BRD 205 10 A B BRD 205 26 A a
BRD 205 11 B B BRD 205 27 A a
BRD 205 12 B B BRD 205 28 A a
BRD 205 13 B B BRD 205 29 A a
BRD 205 14 A A BRD 205 31 B b
BRD 205 15 A A BRD 205 33 B b
BRD 205 16 B B BRD 205 34 A b
BRD 205 17 A B BRD 205 35 B a
BRD 205 18 B B BRD 205 36 A b
BRD 205 19 B B

Tab III. Profily sekre¢nich produktt P. /arvae kultivovaného v MYPGP médiu po dobu 6

dni. Analyzovano zymografii a SDS-PAGE. Jednotlivé profily oznacené pismeny jsou

Z tabulky III. vyplyvaji rovnéz cetnosti rtiznych kombinaci. Kombinace Aa se

vyskytuje u celkem 14ti izolatl a je tedy nejcetnéjsi. Kombinace Ab se vyskytuje u péti,

zobrazeny na obr. 15.

kombinace Ba u zadného a kombinace Bb u deseti izolatu.

4.3. Stabilita sekretovanych proteaz

Teplotni stabilitu protedz zjistovanou metodikou popsanou v odstavci 3.6 ukazuje
obrazek 16. Z n¢j je patrné, Ze aktivita proteaz zlstala takika beze zmény az do 60 °C. Poté

doslo k poklesu aktivity. Pti 90 °C byla jiz aktivita patrna slab¢, ale je zfejmé, ze urcita cast

enzymu zustala stale aktivni.
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Casova stabilita pii pokojové teploté je dokumentovana obrazkem 17. Protedzy
zustaly stabilni po minimalné 3 dny bez zymograficky detekovatelné ztraty aktivity. Znac¢na
¢ast aktivity 87, 74 kDa proteaz zistala zachovana i po osmi dnech. Po 14ti dnech doslo ke
ztraté aktivity téchto vysokomolekularnich protedz, a naopak se objevila aktivni protedza

v oblasti 56 kDa.

Obr. 16. Teplotni stabilita protedz zjistovana zymografii - 10% polyakrylamidovy gel s 0,2
% zelatiny. 1 — vzorek bez expozice, 2 — vzorek zahtaty na 50 °C, 3 — vzorek zahtaty na 60

°C, 4 — vzorek zahtaty na 70 °C, 5 — vzorek zahtaty na 80 °C, 6 — vzorek zahtaty na 90 °C.

Obr. 17. Stabilita proteaz v Case pii pokojové teploté. 1 — 0 dndi, 2 — 1 den, 3 — 2 dny, 4 — 4
dny, 5 — 8 dnti, 6 — 14 dnti. Zymografie - 10% polyakrylamidovy gel s 0,2 % zelatiny.
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Pti 4 °C ziistaly proteazy bez patrné ztraty aktivity i po ¢trnactém dnu inkubace (viz
obr. 18). Pii teploté 35 °C doglo k poklesu proteolytické aktivity jiz druhy den. Ctrnacty den
byla pii zymografii stale patrna aktivita 87/74kDa proteaz. Aktivita v oblasti 56 kDa nebyla

pfi této teploté zjiSténa (obr. 19).

1 2 3 4 5 6

Obr. 18. Stabilita proteaz pti 4 °C. 1 — 0 dnt, 2 — 1 den, 3 — 2 dny, 4 — 4 dny, 5 — 8 dnti, 6 —
14 dnd. Zymografie - 10% polyakrylamidovy gel s 0,2 % Zelatiny.

1 2 3 4 5 6
[

Obr. 19. Stabilita proteaz pti 35 °C. 1 — 0 dnti, 2 — 1 den, 3 — 2 dny, 4 — 4 dny, 5— 8 dnti, 6
— 14 dnti. Zymografie - 10% polyakrylamidovy gel s 0,2 % zelatiny.
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4.4. Purifika¢ni postupy pro izolaci sekretovanych proteaz P. larvae
4.4.1. Afinitni chromatografie

Proteinovy profil po chromatografii na afinitnim nosic¢i (bis-carboxymethyl amino
agardza — viz 3.9.) zobrazuje obr. 20. Z tohoto grafu je zfejmé, Ze doslo k navazani proteint
na pripraveny afinitni nosi¢. Pfi eluci pufry o pH 6,5 a 4,5 dochéazelo jesté k vymyvani
nespecificky navazanych proteinti. Proteolytickd aktivita je na zymogramu slab¢ patrna ve

frakci s oznacenim 32, tj. jedna se o pufr s piidavkem 0,05M EDTA.

Proteinovy profil po chromatografii HIIU5

0,08

0,07 |—4——o—o__

0,06

A 280
(<) (<)
=) =)
@ =

0,01

0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
oznaceni frakce

Obr. 20. Proteinovy profil po afinitni chromatografii (bis-carboxymethyl amino agar6za).

Oznaceni frakei: Ab — A ¢islo elu¢niho pufru (1-3), b ¢islo frakce eluované timtéz pufrem

(1-3 frakce od kazdého pufru).

Obrazek 21 ukazuje analyzu vstupnich a vystupnich vzorki po afinitni
chromatografii. Draha 1 obsahuje analyzu nanasky na afinitni kolonu (vzorek ptevedeny do
vhodného pufru pies Sephadex G-50). Draha 2 analyzu frakce ¢. 32, ktera byla zahusSténa
pomoci ultrafiltru 10x. Z analyz je patrné, Ze bc¢hem purifikacniho procesu doslo
k vyznamné ztraté aktivity proteazy. Pii analyze proteini lze zaznamenat, kromé
dominantniho prouzku v oblasti cca 75 kDa (miize ptedstavovat proteazu), dal§i pruhy

v oblasti od cca 60 do 70 kDa a v oblasti malych molekul (do cca 20 kDa).
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Obr. 21. Analyza vstupnich (1) a vystupnich (2) vzorki afinitni chromatografie. Pruh vlevo
— SDS-PAGE analyza (10% polyakrylamidovy gel), vpravo — zymografie (10%
polyakrylamidovy gel + 0,2% Zelatina).

4.4.2. Purifikace na DEAE celuloze s piedchozi inkubaci nandSeného vzorku pri pokojové
teploté

Proteinovy profil vychoziho vzorku je stejny jako na obr. 21 (1). Po odstranéni
bun¢k z média byl vychozi materidl pro purifikaci inkubovan 24 hod. pti pokojové teploté.
Po této dobé nebyly ve vzorku detekovany takika zadné proteiny (SDS-PAGE pfti detekci
proteinii stfibrem), avSak aktivita proteaz zustala zachovana. Purifikované proteazy nebyly
ve vzorku pii SDS-PAGE analyze reprezentovany zadnym pruhem (detekce stfibrem).
V cele elektroforézy byl patrny silny pruh nizkomolekularnich slozek. Po jejich odstranéni
na SEPHADEXu G-200 (jimany pouze 2 frakce — nizko- a vysokomolekularni slozky — viz
kapitola 3.7.) byl tento vzorek nanesen na kolonu DEAE celuldzy (kapitola 3.8.).

Profil koncentrace proteint v jednotlivych frakcich je zndzornén na obr. 22. Z tohoto
grafu je patrné, Ze chromatografie prob¢hla za optimalnich podminek a ve frakcich se

nachazely relativné vysoké koncentrace proteind.
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Profil proteini po chromatografii HIIIL2
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Obr. 22. Proteinovy profil po chromatografii na DEAE celuléze. Nanaseny vzorek byl
inkubovan 24 hod. pfi pokojové teploté s naslednym odstranénim nizkomolekularnich

slozek na koloné¢ SEPHADEXu G-200

Analyza vybranych frakci zymografii (viz obr. 23) potvrdila uspéSnost
chromatografie. Podafilo se odd¢lit jak protedzy oblasti 87-74 kDa, tak protedzy v oblasti 42
a 40 kDa. Aktivita reprezentovana proteolytickym pruhem na zymografickém gelu
potvrzuje rovnéz zahuSténi vzorku béhem chromatografie. K vyznamnému zahusténi
dochdzi predev§im u protedz 42,40 kDa, které byly v nanaSeném vzorku pii zymografii
pouze slabé patrné. Tyto protedzy vSak nejsou, na rozdil od protedz 87,74 kDa,
reprezentovany zadnym lokdlnim maximem v profilu koncentrace proteinti jednotlivych
frakci (viz obr. 22).

I ptesto, ze profil koncentrace proteinii jednotlivych chromatografickych frakci
naznacil jejich velkou koncentraci, SDS-PAGE analyza potvrdila pouze ptitomnost jediného

pruhu, ktery je v hledané oblasti 74 kDa (viz obr. 24).
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N 2 6 11 15 18 22 27 29

Obr. 23. Analyza frakci po chromatografii na DEAE celuldze (10% polyakrylamidovy gel
+ 0,2% zelatina). Nad drahou je oznaceno Cislo frakce, N — vzorek nanaSeny na kolonu

s DEAE celuldzou.

Obr. 24. SDS-PAGE analyza frakce ¢. 22 (10% polyakrylamidovy gel). Viditelny protein se
nachazi v oblasti 74 kDa.
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4.5. Stépeni BSA/kaseinu

Pti analyze Stépeni BSA (viz 3.12.) nestépila purifikovand 74 kDa protedza ani
42kDa proteaza bovinni sérovy albumin na fragmenty detekovatelné pii SDS-PAGE
analyze mezi ¢elem elektroforézy a pruhem BSA. Bylo mozné vSak zaregistrovat zvySovani
intenzity pruhu nizkomolekularnich slozek v ¢ele elektroforézy. Spektrofotometrické méteni
neprokazalo zadné zmény reagujiciho vzorku.

Ani jeden z testovanych druht kaseinu (celkem 3 druhy od riznych firem) nebyl

testovanymi vzorky Stépen.

4.6. Sporulace na MYPGP a HCBB agaru

Pfi pouziti slozky Mueller-Hintonova bujonu od firmy HiMedia v MYPGP agaru
nebyla na ném zaznamendna sporulace u zadného z kmenii. Pti nahrazeni této slozky
produktem firmy Difco jiz k ¢aste¢né sporulaci dochézelo.

Porovnani sporulace na MYPGP a HCBB agaru ukazuje obrazek 25.

Sporulace na MYPGP agaru a BCYE agaru

1,00E+08—

1,00E+07

Pocet spor

OMYPGP
EHCBB

1,00E+06—
1 2 6 7 8 10 12 13 14 15 18 25 median
Cisla kmenu

Obr. 25. Srovnani sporulace na HCBB a MYPGP agaru (Mueller-Hinton bujén od firmy
Difco). Hodnoty z plochy 5 cm?”. Cisla kmenti uvadéna ve formatu BRD 205 xx.

Statistickd analyza jednoznaéné prokazala (p < 0,05), Ze sporulace na HCBB agaru

je lepsi neZ na agaru MYPGP. Median hodnot pro HCBB médium &inil 4,2 x 10° spor/cm’
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(pfepotteno na plochu agaru) (ox = 7,71 x 10°) a pro MYPGP médium 2,5 x 10° spor/cm’
(0x=1,23 x 10).

Dale byl srovnavan vliv kultiva¢nich podminek, tj. sporulace v aerobni atmosféte a
atmosfére s 10 % CO,. Vysledky pro jednotlivé kmeny ukazuje tabulka IV. V aerobnich
podminkéch bylo ziskano pramérné 7,78 x 10® CFU/ecm? (6= 1,10 x 10°, median = 4,20 x
10%), zatimco v atmosféte s 10 % CO, 6,81 x 10° CFU/cm” (o = 7,78 x 10°, median = 5,65
x 10%. Rozdil mezi tdmito hodnotami je statisticky neprilkazny na zvolené hlading

vyznamnosti p < 0,05.

Poéet spor [CFU/cm?]
Celkovy pocet Pocet termorez. Spor
Cislo kmene AE co, AE co,
BRD20501 1,28x10°  4,80x10° 1,36x10*  1,34x10*
BRD20502 8,00x10° 1,02x10° 1,32x10*  3,82x10*
BRD20506 3,20x10°  1,46x10° 2,02x10*  4,20x10*
BRD20507 3,80x10*  1,00x10° 3,00x10°  8,20x10°
FMP20508 9,60x10* 1,94x10° 2,40x10°  3,10x10*
FMP20510 6,70x10* 8,54x10* 3,08x10°  3,22x10*
BRD20512 1,00x10°  2,50x10° 1,00x10°  3,80x10"
BRD20513 8,32x10*  1,58x10° 1,00x10°  1,90x10*
BRD20514 4,80x10* 6,40x10* 8,64x10°  3,32x10°
BRD20516 9,06x10* 1,03x10°  7,60x10°  2,37x10*
BRD20517 4,80x10* 3,68x10° 2,95x10°  2,00x10°
BRD20518 3,43x10°  2,00x10° 6,00x10°  1,32x10*
BRD20522 2,47x10°  1,87x10° 7,98x10°  1,35x10°
BRD20523 5,60x10° 3,17x10° 8,74x10*  5,89x10*
BRD20525 1,37x10°  2,27x10° 9,02x10*  1,14x10*
BRD20526 8,64x10* 4,80x10" 4,40x10°  2,85x10°
BRD20527 2,81x10°  1,02x10°  1,14x10*  1,92x10*
BRD20529 7,52x10°  528x10° 1,70x10°  1,76x10°
BRD20534 1,70x10°  1,23x10°  8,53x10°  9,20x10°
BRD20535 8,00x10* 2,24x10* 1,62x10°  1,00x10°
BRD20536  4,48x10" 8,64x10* 3,34x10*  5,00x10*

Tab. IV. Sporulace jednotlivych kmenti na HCBB agaru a aerobnich podminkéch (AE) a
v atmosfére s 10 % CO, (COy).

Obrazek 26 ukazuje vyvoj riznych stadii dobie sporulujiciho kmene P. larvae BRD

205 29 na HCBB agaru. Z obrazku je patrné, Ze v aerobni atmosféie doslo ke sporulaci

diive, nez za ptitomnosti CO,. Avsak sporulace je skoncena shodné Sesty den kultivace.
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& 7 . [ 1 2 a 1
Doba knltivace [dey]

Obr. 26. Rizna stadia bakterie P. larvae BRD 205 29 na HCBB agaru v aerobni atmosféie
(A) a atmosféie s 10 % CO, (B).
ol vegetativni builky, — ™ gporangia, *  celkovy polet spor.

Vysledky poctu termorezistentnich spor ukazuji, Ze se v aerobni atmosféie tvofi
pouze 3,48 % téchto spor z celkového mnozstvi. V atmosféte s 10 % CO; se jednd o 5,09 %.
Jedna se v8ak o rozdil statisticky neprikazny (p < 0,05).

V anaerobnich podminkach nedochézelo ke sporulaci na zadném zmédii a u
zadného z kment.

Na obrazku 27 je mozné porovnat charakter ristu P. /arvae na riiznych kultiva¢nich

médiich. Na krevnich agarech a na agaru MYPGP tvofil tento mikrob drsné kolonie veliké

dle nutri¢ni kapacity média. Na agaru HCBB se jednalo o kolonie hladké velikosti do 3 mm.

B s

Obr. 27. Rist P. larvae BRD 205 29 na riiznych kultivaénich médiich. HCBB agar (A),

krevni agar se zakladem Columbia (B) a PVX ¢okoladovy agar (C) po 3 dnech kultivace pii

35 °C v aerobni atmosfére s 10 % CO».
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4.7. Extrakce proteaz z povrchovych struktur spory
4.7.1. Extrakce Tritonem X-100

Pti extrakci Tritonem X-100 doslo k uvolnéni protedz z povrchovych struktur spory,
avSak pii pouziti SDS-PAGE a pii zymografii dochazelo k interakci Tritonu X-100
s dodecylsulfatem sodnym, takZe byly tyto techniky nepouZitelné (viz obr. 28). Uspé&iné
nebylo ani snizovani koncentrace Tritonu X-100. K dobrému rozdéleni doslo pii pouziti
nativni elektroforézy (tj. bez SDS) (viz obr. 29). O detekovanych proteazach lze pouze
konstatovat, Ze se jednalo o molekuly s malou molekulovou hmotnosti bez jejiho ptesného

stanoveni (z podstaty metody).

Obr. 28. Protedzy extrahované z povrchu spor Tritonem X-100. Zymografie - 10%
polyakrylamidovy gel + 0,2% Zelatina.

Obr. 29. Protedzy extrahované z povrchu spor Tritonem X-100. Nativni elektroforéza (pH
8,5), A — 10% polyakrylamidovy gel, B — zymografie 10% polyakrylamidovy gel + 0,2%

7elatina.
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4.7.2. Extrakce protedz extrakénim pufrem podle C.S. Hayese a P. Setlowa (1997)
Vysledky extrakce proteinového plasté chemickou cestou podle C.S. Hayese a P.

Setlowa (viz kapitola 3.16.) ukazuje obrazek 30. Z tohoto obrazku je patrné, ze doslo

k extrakci minimélné osmnécti proteinli, avSak pii zymografii nebyla detekovana zadna

aktivita. Aktivita nebyla zjiSténa ani ve vzorku pied ani po dialyze.

Obr. 30. SDS-PAGE analyza proteint izolovanych ze spor chemickou cestou podle C.S.
Hayese a P. Setlowa (1997). 10% polyakrylamidovy gel.

4.7.3. Elektroeluce povrchovych proteinii

Bylo odzkouseno nékolik rtiznych napéti a riznych casti pro extrakci proteinti
z povrchovych struktur spory (viz kapitola 3.15.). Nejlépe se osvédcilo napéti 200 V po
dobu 4 hodin. Béhem elektroeluce dochazelo k ubyvani pufru z malé jamky elektroforetické
vany, v niz je koncentrovan eluat. Proto musel byt dopliiovan do této jamky pufr tak, aby
nedochézelo ke zméndm v priichodu elektrického proudu. Nasledkem zahtivani dochazelo
rovnéz k deformacim agardzového gelu (zavislé na teploté v laboratofi), coz vSak nemélo
vliv na vysledek. Eluat nebyl v zadném piipad€ kontaminovan sporami.

Vysledky elektroeluce pti 200 V po 4 hodiny ukazuje obrazek 31. Ve srovnani
s vysledky extrakce chemickou cestou lze pozorovat ubytek nékterych proteint v oblasti 60
— 80 kDa, avsak ramcovy profil proteinii zlistava shodny (srovnej obr. 29 a 30). Zymografie
(viz obr. 31) vSak ukézala excelentni schopnost elektroeluce extrahovat povrchové proteazy

ze spor (100 ul vzorku extrahovéno z 10® spor). Obrazek 31 rovnéz poukazuje na zajimavou
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shodu mezi proteazami extrahovanymi ze spor a protedzami sekretovanymi vegetativnimi

formami P. larvae do MYPGP média. 42 a 40kDa proteazy se velikostné shoduji.

Obr. 31. Vysledky elektroeluce povrchovych proteind proteinového plasté spory. 1 — SDS-
PAGE analyza elektroeluatu - 10% polyakrylamidovy gel, 2,3 — zymografie - 10%
polyakrylamydovy gel + 0,2% Zelatina. 2 — vzorek povrchovych proteini spor, 3 — sekre¢ni
produkt P. larvae BRD 205 01 po Sdenni kultivaci v MYPGP médiu (pro srovnani).

4.8. Germinace spor zbavenych plasté
Po kultivaci inokula stejné kvantity spor zbavenych plasté vSemi vySe zminénymi
metodami bylo zji§téno, Ze schopnost germinace spor zbavenych plasté ziistava shodna se

schopnosti germinace spor neosetenych.

4.9. Srovnani proteolytické aktivity proteaz izolovanych z povrchovych struktur spor u
ruznych kmenu P. larvae

Spory vsech deponovanych kmenti P. /arvae byly zpracovany metodou elektroeluce
(metodika viz 3.15.) a vysledné vzorky zpracovany zymografii (metodika viz 3.3.). Z obr.
32 jsou patrné 3 profily, které byly u riznych kmend P. larvae detekovany. Profil A
obsahuje pouze proteazy velikosti 40 a 42 kDa. U profilu B je jesté pfitomna proteolyticka

aktivita v ¢ele elektroforézy, u niz nebylo mozné stanovit molekulovou hmotnost. Jedna se o
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molekulu mensi 10ti kDa. U profilu C je navic patrna aktivita v oblasti 56 kDa. Tabulka V.

ukazuje profily proteaz u jednotlivych izolati P. larvae. Z tabulky V. vyplyva, ze profil C je

nejcastéj$i kombinaci protedz u nami deponovanych izolati P. larvae (15/31). Profil B

vykazuje celkem 10 izolati. Profil A je zastoupen nejméné, a to u pouhych Sesti izolati

z 31.

Analyza SDS-PAGE (kapitola 3.2.) neukazala zadné diference mezi jednotlivymi

kmeny. VSechny profily se shodovaly s profilem zobrazenym na obrazku 31.

; s g
%&1 ﬁ ! ..é‘él"‘

R

Obr. 32. Profily protedz izolovanych z povrchu spor rliznych kmena P. larvae. Zymografie

— 15% polyakrylamidovy gel + 0,2% zelatina.

Cislo Profil |Cislo Profil |Cislo Profil | Cislo Profil
izolatu izolatu izolatu izolatu

BRD 205 01 A BRD 205 12 A BRD 205 20 B BRD 205 28 C
BRD 205 02 C BRD 205 13 A BRD 205 21 A BRD 205 29 C
BRD 205 04 C BRD 205 14 C BRD 205 22 C BRD 205 31 C
BRD 205 06 C BRD 205 15 C BRD 205 23 C BRD 205 33 B
BRD 205 07 B BRD 205 16 C BRD 205 24 C BRD 205 34 A
BRD 205 08 C BRD 205 17 B BRD 205 25 C BRD 205 35 C
BRD 205 10 B BRD 205 18 B BRD 205 26 B BRD 205 36 B
BRD 205 11 B BRD 205 19 B BRD 205 27 A

Tab. V. Profil protedz izolovanych ze spor u riiznych izolatl P. larvae. VySetfovano

zymografii 10% polyakrylamidovy gel s 0,2 % zelatiny. Profil A,B,C — viz obr. 32
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4.10. Biochemické vlastnosti proteaz vazanych ve vnéjSich strukturach spory

Pro biochemické analyzy (viz kapitola 3.14.) byl pouzit kmen BRD 205 02, ktery ve
svém proteinovém plasti obsahoval vSechny Ctyii detekované proteazy (viz tab. V). Dle
analyzy zymografii bylo zjiSténo, Ze vSechny viditelné pruhy maji shodné biochemické
vlastnosti. Nejvhodnéjsi pH pro inkubaci geld bylo 7,0. Protedzy byly inhibovany pouze
1,10-phenantrolinem, zadny z ostatnich testovanych inhibitor, ani EDTA v koncentraci 8
mM, protedzy izolované z proteinového plasté spory neinhibovaly. Reaktivace inhibice
protedz se nepodafila piidavkem Zadného kovového iontu (testovany soli CaCl,, ZnSOs,

CUSO4, MgCIZ a FE‘Q(SO4)3).

4.11. Infekéni pokusy
4.11.1. Infekéni pokus in vitro podle E. Genersch a kol. (2006)

Ctvrty den od zahajeni pokusu doslo k uhynu 50/53/60 % larev, véetnd larev
kontrolnich skupin. Rozdil thynu mezi pozitivni a negativni kontrolou nebyl zaznamenan.
Osmy den dosahovala mortalita u vSech skupin 100 %. U zadné z larev potencialné
infikovanych suspenzi z ptiskvaru, suspenzi spor promytych destilovanou vodou, ani spor
zbavenych proteinového plasté podle C.S. Hayese a P. Setlowa (1997), nebyl kultivacné ani

mikroskopicky prokazan P. larvae.

4.11.2. Infekcéni pokus v pokusném vcelstvu 1.

V piipadé suspenze z priskvaru a promytych spor doslo pifi kazdém opakovani
pokusu béhem 24 hodin od inokulace k odstranéni vice nez 92 % larvi¢ek. U vegetativnich
forem a spor zbavenych plasté bylo odstrafiovani larvi¢ek v¢elami nizsi, avSak dosahovalo
v pruméru 54 %. Béhem trojnasobného opakovani pokusu se podafilo infikovat pouze
jedinou larvu suspenzi z ptiSkvaru. Ostatni larvy byly odstranény vcelami bez pozorovani

klinické manifestace moru vceliho plodu.

4.11.3. Infekcéni pokus v pokusném vcéelstvu I1.

Pti tomto testu se podafilo infikovat larvy v pokusném vcelstvu krmené smési do niz
byla pfiddna suspenze z ptiskvart a rovnéz larvy v pokusném vcelstvu krmeném smeési se
suspenzi spor zbavenych plasté podle C.S. Hayese a P. Setlowa (1997). Mor v¢eliho plodu

byl u larev prokazan podle klinickych pfiznaki a mikrobiologickym priikkazem P. larvae.
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5. Diskuze

5.1. Kultivace v MYPGP bujonu

Vysledky analyzy sekretovanych proteinti dokazuji, ze P. larvae sekretuje béhem
svého ristu velké mnozstvi proteinti. Ty mohou hrat vyznamnou roli v patogenezi moru
véeliho plodu, avsak jejich vyznam ani bliZsi charakterizace nebyla dosud nikdy popsana.

Lyza bunék bez zjevné sporulace ve vétsiné sporulacnich médii zasadné¢ komplikuje
vyzkum latek, jez jsou uvoliiovany sporulujicimi buiikami. My jsme piedpokladali, ze tato
lytické aktivita miize byt zptisobena aktivitou latek podobnych lysozymu, které by mohl P.
larvae produkovat a proti nimz by mohl béhem rlstu in vitro ztracet odolnost. Déle pak jako
nasledek vysoké koncentrace metabolitd, jenZ zplsobi uhyn vegetativnich forem, a
v neposledni fad¢ jako disledek indukce temperovaného bakteriofaga. Pravé lysogenie byla
pozorovana u vétSiny izolatd P. larvae a bylo popsano nékolik druhi bakteriofagh
napadajicich tuto bakterii (Drobnikova a Ludvik, 1982; Benada a kol., 1984; Dingman a kol.
1984; Campana a kol., 1991).

Temperovany bakteriofdg miize byt indukovan prostifednictvim poskozeni bunécné
DNA a riznymi stresovymi faktory (Benada a kol., 1984). K jeho indukci u P. larvae byla
nejcastéji pouzivana cis-platina a jeji derivaty a expozice ultrafialovému zéteni (Drobnikova
a Ludvik, 1982; Benada a kol., 1984; Drobnikova a kol., 1988). Mezi stresové faktory,
zpusobujici indukci je mozné tadit 1 pokles pH média a akumulaci metabolitd. Prudky
pokles pH média béhem exponencialni faze ristu P. larvae byl pozorovan jiz diive G. St.
Julianem a L. A. Bullou (1971), ktefi tento jev pfisoudili akumulaci organickych kyselin
v médiu jako disledku metabolismu glukozy. Oba autofi vSak lyzu kultury nepozorovali,
coz miize byt zptisobeno odlisSnym kultivacnim médiem.

Nase vysledky prokazaly, ze pfi¢inou lyzy kultury je pravé indukce temperovaného
bakteriofaga. K té dochazi nasledkem poklesu pH a akumulaci metabolitii v médiu. Jak bylo
ukazano, ani jedna z podminek neni sama o sobé podminkou postacujici. Proto by bylo
v budoucnu vhodné studovat proces indukce bakteriofaga na tomto modelu detailné, a to
studiem signalnich drah, které nejspiSe vyusti v autoproteolytickou destrukci represoru
temperovaného bakteriofdga a tim ke spusténi lytické faze riistu, jak bylo popsano u jinych
bakterii a jejich temperovanych bakteriofagi (Koudelka a kol., 2004).

Nami nalezeny bakteriofag byl identifikovan podle morfologickych vlastnosti
jako BLA (Drobnikova a Ludvik, 1982), resp. PBL1 (Dingman a kol., 1984). Jeho blizsi

charakterizace nebyla mozn4, nebot’ sekvence DNA Zadného z popsanych bakteriofagl P.
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larvae neni dosud znama. Vzhledem k tomu, Ze ve vzorcich ptevazoval vyskyt bakteriofagl
bez DNA, nemohla byt provedena kvantifikace fagovych partikuli metodou PFU.

Z vyse uvedenych divodi je nutné postupovat opatrné pii interpretaci vysledki
sekre¢nich produktl ziskanych in vitro v pozdnich fazich ristu, nebot’ ty mohou obsahovat
produkty kédované fagovou DNA.

Neékdy byva zminovana antibioticka aktivita sekre¢nich produktt P. larvae. Ta je
zdivodnovana tim, ze se vzdy v priSkvaru nachazi pouze C¢ista kultura P. larvae
(Drobnikova, 1983). V dostupné literatuie vSak nelze najit zaddny dlkaz, ktery by
antimikrobidlni aktivitu produktd této bakterie prokazoval. NaSe testy, zabyvajici se
lytickou aktivitou sekrecnich produktt P. larvae, zadné latky
s baktericidnimi/bakteriostatickymi u¢inky neprokéazaly. Naopak pfi pokusech dochdzelo
k narGstu testovanych bakteridlnich kultur. Lytick4 aktivita vzorkli odebranych z lyzujici
kultury neméla zadny vliv na tentyz kmen P. larvae, i kdyz pH pufru bylo v oblasti, kdy
kultura lyzovala. Tim byl potvrzen vySe diskutovany vysledek, Ze pokles pH neni
postacujici podminkou lyzy kultury. Rovnéz byla potvrzena indukce temperovaného
bakteriofaga, jako kauzalni pfic¢ina tohoto jevu, nebot’ lysogenni kmeny bakterii se obvykle
vyznacuji rezistenci k superinfekci timtéz bakteriofagem (Prescott a kol., 1996).

V souvislosti s nenalezenim latek s antibiotickou aktivitou je vSak pravda, Ze tato
aktivita se u sporulujicich gram pozitivnich aerobnich ty¢inek obvykle objevuje az v dobé
sporulace (Silo-Suh a kol., 1994), proto by ndmi provadénou metodikou nemusela byt
zaznamenana. OvSem pii kultivaci P. larvae na riznych agarech dochazi ¢asto k preristani
sporulujici kultury zastupci gram negativnich i gram pozitivnich bakterii a hub (Cetna

pozorovani autora nedokumentovana ve vysledcich).

5.2. Srovnani proteolytické aktivity sekretovanych produkti u riznych kmenu P.
larvae

Vysledky srovnani izolati po 6denni kultivaci v MYPGP médiu ukazuji na velkou
variabilitu sekre¢ni aktivity riznych kmenti P. larvae.

Pti srovnani proteolytické aktivity sekrecnich produkti byly zjistény dva odlisné
profily sekretovanych proteinii a dva profily sekretovanych proteaz. Profily sekretovanych
proteinli se liSily pouze v nékolika detekovatelnych pruzich v oblasti malych a velkych
molekulovych hmotnosti. Profil proteaz se lisil pouze pfitomnosti 98kDa protedzy v profilu

nami oznaceném jako ,,b*“. Tyto vysledky ukazuji nevelké rozdily mezi jednotlivymi kmeny
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P. larvae. Je ale pravdou, ze nékteré proteiny, které mohou byt esencidlni v patogenezi
moru véeliho plodu, nemusi byt metodou SDS-PAGE viibec detekovany. V tom piipadé by
se mohly jednotlivé izolaty liSit podstatnéji. Z pokusu je zaroven patrné, ze 98kDa protedza
neni pii metodé SDS-PAGE reprezentovana Zadnym pruhem.

V kazdém piipadé by bylo vhodné srovnat virulenci jednotlivych kment s ohledem
na profil sekre¢nich produktl in vitro. Je vSak zfejmé, ze zadna ze zjisSténych kombinaci
nereprezentuje nepatogenni kmen, nebot’ izolaty z pfiSkvard, tj. izolaty signifikantné
patogenni, vykazovaly vSechny kombinace krom¢ kombinace ,,Ba“, kterd nebyla zjiSténa u

zadného z testovanych kmend.

5.3. Stabilita sekretovanych proteaz

Zjisténé udaje o stabilité protedz dokazuji, ze se jednd o proteazy relativné velmi
stabilni. I kdyz N.G. Patel a T.A. Gochnauer (1972) a B.N. Dancer a P. Chantawannakul
(1997) pouzili odliSny material, i oni zjistili dobrou teplotni stabilitu proteaz P. larvae.
Otazkou zUstava ptvod téchto protedz z hlediska evoluce mikroorganismu. Fyziologicka
teplota ve véelstvu byva obvykle okolo 35 °C v dobé¢, kdy vcely ploduji (Vesely a kol.,
2003). K jejimu piekroceni dochdzi ziidka a mize se projevit patologickymi stavy vceliho
plodu, az kolapsem vcelstva (Hrabdk, 2006). Je ziejmé, Ze vegetativni formy P. larvae
nejsou exponovany vysokym teplotdm, proto tedy nelze predpokladat ani selekéni tlak na
vysoké pH optimum a teplotni stabilitu proteaz.

Degradaci protedz v Case a narGst aktivity 56 kDa proteazy, kterda miize vznikat
Stépenim z 87/74 kDa protedz, ukazal jiz autor ve své diplomové praci (Hrabak, 2004a;

Hrabdk a Martinek, 2006).

5.4. Purifikac¢ni postupy pro izolaci sekretovanych proteaz P. larvae

Na zéklad¢ analyzy sekretovanych produkti P. larvae béhem ristu v tekutém
MYPGP médiu, byla jako vychozi materidl pro purifikaci pouzita 24 hodinova kultura
v MYPGP médiu.

V nas$i praci jsme se dale zaméfili na purifikaci vysokomolekularnich proteaz.
Z analyzy sekretovanych produktl se jako nejvhodnéjsi vstupni vzorek pro zpracovani jevi
24 hodinova kultura v klasickém MYPGP médiu. Ta jiz vykazuje aktivitu 87 a 74kDa
proteazy, kterd se v case méni pouze nepatrné. Ve vzorku je rovnéz ptitomné malé mnoZzstvi

balastnich proteinti.
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5.4.1. Afinitni chromatografie

Metoda afinitni chromatografie na bis-carboxymethyl amino agaroze sice pfinesla
ocekavané vysledky ve smyslu purifikace jediného proteinu ze vzorku. Ve stejné oblasti
byla rovnéz patrnd proteolyticka aktivita, avSak intenzita proteolytického pruhu pfi
zymografii byla velmi slaba. Usp&ch nepfineslo ani nasledné zahusténi ultrafiltraci. Na
zakladé¢ zminénych vysledki Ize konstatovat, ze afinitni chromatografie na bis-
carboxymethyl amino agardze je sice u¢innou, avSak nevhodnou metodou purifikace proteaz

sekretovanych P. larvae do MYPGP média.

5.4.2. Purifikace na DEA celuloze s predchozi inkubaci nandSeného vzorku p¥i pokojové
teploté

StéZejnim pii purifikaci se ukazala inkubace vzorku pii pokojové teploté po dobu
min. 18 hodin. Po této dobé dochazi k proteolytické destrukci vétSiny proteint pritomnych
ve vzorku. Béhem tohoto procesu lze zjistit narast intenzity pruhu v Cele elektroforézy, ale
proteinovy profil se, kromé& slabnuti pruhti, neméni. Z toho 1ze usuzovat na pfitomnost
proteazy s exopeptiddzovym charakterem, nikoliv vSak endoprotedzy. Aktivita protedz se
béhem inkubace zfetelné neméni.

Takto ptedpiipraveny vzorek staci jiz zbavit nizkomolekularnich slozek pouzitim
molekularniho sita, kdy dojde zaroven k pfevedeni do vhodného pufru. Po aplikaci na
kolonu s nosi¢em pro iontovou vyménu nedochazi k ucpavani kolony nizkomolekuldrnimi
slozkami a cely proces chromatografie poskytuje mnohem lepsi vysledky (viz obr. 22, 23).
Dochazi zéaroven ke koncentraci proteind, takze jiz neni potieba purifikacni postup nic¢im
doplniovat.

Z obrazku 23 je rovné€Z patrna neocekavana purifikace nizkomolekularnich slozek.
Ty nebyly v nanasce vibec detekovany. Lze usuzovat, ze k tomuto jevu doslo bud’ diky
zahusténi vzorku, nebo posttranslacni upravou prekurzoru v aktivni formu enzymu.
K aktivaci miZze dojit behem purifikace z dosud neznamych diivodu. Lze takika vyloucit, Ze
by tato aktivace mohla byt zplisobena pouhym proteolytickym Stépenim néekterou
z detekovanych protedz nebo autokatalytickou reakci, nebot’ ke =zvySeni aktivity
nizkomolekularnich protedz nikdy nedochazelo pii pouhé inkubaci vzorku pfi rtiznych
teplotach.

Vysledny vzorek po provedené purifikaci obsahuje pouze jediny pruh pii SDS-

PAGE analyze v oblasti 74 kDa. Ten sice neni pfili§ silny, coZ znaci nizkou koncentraci
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protedzy, potvrzenou i stanovenim koncentrace proteinii ve vzorku, avSak pii zymografii
byla zjisténa vysokd aktivita purifikované protedzy. Na zdakladé¢ tohoto vysledku lze
konstatovat, Ze pii purifikaci doSlo k vycisténi hledané proteazy na 99 % (Hooper, 1999;
Bauer a Stubbs, 1999). U frakci s detekovanou aktivitou 40,42 kDa nebyl pii SDS-PAGE
analyze detekovan zadny pruh ani po deseti nasobném zahuSténi vzorku ultrafiltraci, coz
ukazuje na vysokou aktivitu t€chto molekul.

Dosazené vysledky rovnéz ukazuji, Ze protedzy ve vstupnim vzorku nejsou pii SDS-
PAGE analyze a detekci proteint stiibrem reprezentovany Zadnym pruhem. Tato skute¢nost
dokazuje jak zminovanou vysokou aktivitu, tak zarovenl vysokou senzitivitu zymografie.

A¢ byla testovana cela tfada purifikacnich postupti a jejich kombinaci, ukazal se vySe

zminény postup s inkubaci vzorku pti pokojové teploté jako nejefektivnéjsi.

5.5. Stépeni BSA/kaseinu

Vysledky Stépeni BSA lze srovnavat s praci N.G. Patela a T.A. Gochnauera (1972),
ktefi pouzili ovalbumin k detekci proteolytické aktivity extraktu z pfiskvard a
intracelularnich proteaz vegetativnich forem P. larvae. V jejich ptipad¢ byl albumin Stépen.
Césteény netispéch pii nasem pokusu miize spoéivat v nizké citlivosti spektrofotometrické
metody, popiipadé v odlisSnosti druhu pouzitého albuminu.

Negativni vysledky Stépeni kaseinu jsou v rozporu s pracemi N.G. Patela a T.A.
Gochnauera (1972) a B.N. Dancera a P. Chantawannakula (1997), kteii Stépeni kaseinu u
produkti P. larvae detekovali a dokonce byli schopni pfi pouziti azokaseinu zmétit zakladni
kineticka data. Ani jeden znami pouzitych druhi kaseinu nebyl proteazami Stépen
(produkty firmy Sigma, Difco a Imuna) i pfesto, ze byly testovany metodiky z obou
citovanych praci.

(nepublikovand data), ktery zjistil rozpory v uvadéném srazeni mléka protedzami P. larvae.
I ptes pouziti riznych druht odstiedéného mléka, véetné odstiedéného Cerstvé nadojeného
mléka, nedoslo po ptidani vzorku P. larvae k jeho srazeni ani peptonizaci, jak je uvadéno

neékterymi autory (Holst a Stuertevant, 1940; Drobnikova, 1983; Carpana a kol., 1995).
5.6. Sporulace na MYPGP a HCBB agaru

Sporulace P. larvae na umélych zivnych médiich je problematickd. Schopnost

sporulace na MYPGP agaru je dana pivodem surovin k piipravé média. V piipadé pouziti
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Mueller-Hintonova bujonu od firmy HiMedia jsme v nasi laboratoifi nezaznamenali Zadny
naznak sporulace u deponovanych kment P. larvae. Uspdchu bylo dosaZeno az pii pouziti
této slozky od firmy Difco. To potvrzuje tvrzeni D.W. Dingmana a D.P. Stahlyho (1983), Ze
Mueller-Hintonliv bujon miize byt inhibitorem sporulace. Respektive lze tento vysledek
zptesnit tvrzenim, Zze Mueller-Hintoniv bujén mize obsahovat komponenty, které jsou
inhibitorem sporulace. D.W. Dingman a D.P. Stahly (1983) tvrdi, Ze pro sporulaci je nutna
pritomnost glukdzy, pyruvatu a kvasnicného extraktu. V nami navrzeném HCBB agaru neni
zadna z téchto slozek implicitné pfitomna a ke sporulaci na tomto médiu dochazi. Jako zdroj
bilkovin je zde ptfitomen hemoglobin. Latky produkované béhem rlstu P. larvae mohou byt
absorbovany aktivnim uhlim, procez nedochdzi k jejich akumulaci v médiu. To mize mit
pfiznivy vliv na vitalitu a sporulaci mikroba. Jako zdroj riistovych faktorti obsahuje HCBB
agar zéklad pro krevni agar. Jednou z jejich komponent je i agar, slouZici coby zpeviujici
slozka.

Rovnéz zajimavy je fakt, ze na HCBB agaru roste P. larvae v hladkych hlenovitych
koloniich (forma S), kdezto na ostatnich pouzivanych médiich (MYPGP, krevni agar,
¢okoladovy agar,...) ve form¢é R. Tento fakt je nutné vzit vuvahu v pfipadé, ze by se

kultivace na HCBB agaru prosadila do diagnostické praxe.

Obr. 33. V¢eli buiiky prorazené diky vznikajicim plyntim pii infekci véelich larev P. larvae

I kdyz je P. larvae fakultativné anaerobnim mikrobem schopnym rist 1 v anaerobni

atmosféfe bez pritomnosti kysliku (St. Julian a Bulla, 1971; Hansen a Brodsgaard, 2001),
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byla zjiSténa sporulace pouze za ptitomnosti kysliku. Lze tedy vyslovit hypotézu, ze kyslik
(aerobni respirace) je dilezitym faktorem pro jeho sporulaci. Ta je potvrzena tim, ze ke
sporulaci nedochazelo v anaerobnim kultivacnich podminkach. Podobnost by bylo mozné
hledat u ostatnich gram pozitivnich sporulujicich tyc¢inek, jako naptiklad u Bacillus
anthracis. Zde bylo dok4zéno, Ze kjeho sporulaci dochazi ve striktné aerobnich
podminkach (Liu a kol., 2004), napiiklad az po otevieni téla pii pitveé. Jistou obdobu této
situace by bylo teoreticky mozné hledat i v patogenezi moru vceliho plodu. V urcité fazi
onemocnéni dochazi k nartstu tlaku plynt uvniti véeli buiiky a naslednému protrzeni vicka
buriky (viz obr. 33) (Hrabak, 2004b). Vznikajici plyny jsou pievazné na bazi sloucenin siry
(Titéra a kol., 2003) a mohou tedy v buiice snizovat oxido-redukéni potencial. Po jejich
uvolnéni dochazi k odvétrani buriky a tim k vytvofeni striktné aerobnich podminek
potfebnych pro sporulaci. Tuto hypotézu je potieba doplnit pokusem in vivo, ktery by byl

narocny, nikoliv v§ak nerealizovatelny.

5.7. Extrakce proteaz z povrchovych struktur spory

V literatufe je popsana fada extrak¢énich postupli k odstranéni proteinového plaste
spory (Driks, 1999).

Jako prvni extrakéni ¢inidlo byl zvolen Triton X-100 (Bollag a Edelstein, 1991). Pti
tomto postupu k extrakci protedz sice doslo, avSak naslednd prace se vzorkem byla
komplikovana. Diky interakci s dodecylsulfatem sodnym nebylo mozné pouzit ani metodu
SDS-PAGE, ani zymografii za ptitomnosti SDS. Jedinou moznou metodou byla nativni
elektroforéza. Ta vSak nepfindsi informace o molekulové hmotnosti, nebot’ rychlost
migrujicich molekul je zavisla nejen na velikosti, ale i na jejich naboji. Takto extrahovany
vzorek by se také obtizné purifikoval.

Dalsi metoda extrakce pomoci komplexniho extrakéniho pufru (Hayes a Setlow,
1997) se rovnéz ukézala byt nevhodnou. I kdyz slozky pufru bylo mozné odstranit ze vzorku
dialyzou, vedl tento postup k ireverzibilni inaktivaci proteolytické aktivity. Tento postup je
spiSe vhodny k ziskani spor zbavenych plasté, na coz byl ptivodné navrzen (Hayes a Setlow,
1997).

Na zakladé predchozich experimentl z nasi laboratote, kdy byly buniky z nichz mély
byt extrahovany povrchové proteiny, naneseny piimo do elektroforézy, bylo sestrojeno

zatizeni pro velkokapacitni extrakci proteint. Predpokladali jsme, Ze kortex spory je velice
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odolny a k jeho rozruSeni nedochdzi. Tato hypotéza byla potvrzena i pii barveni spor, které
se ve svételném mikroskopu jevily stejné jako spory s plastém.

K zabranéni kontaktu eluovaného vzorku s elektrodou, byla jamka s timto vzorkem
oddélena od elektrodového prostoru celofanovou membranou. Po optimalizaci podminek
elektroeluce se tato metoda ukédzala byt nejvhodnéjsi k extrakci povrchovych proteint
z plaste spory. S takto ziskanym vzorkem lze pracovat bez jeho dalSich tprav.

Elektroeluce povrchovych proteini pomoci standardnich elektroforetickych systému
umoziuje nanasku cca 20 pl vzorku (dle typu elektroforézy), kdezto nami zkonstruované
zafizeni umoziiuje zpracovani az 1 ml vzorku. Optimalni koncentrace spor ve vzorku se zda
byt okolo 1x10° spor/ml. B&hem procesu elektroeluce dochdzi zaroveii k odstranéni
nizkomolekuldrnich sloZek s elektrickym nébojem z vystupniho vzorku. Tyto jsou
odplavovéany do prostoru elektrody. Vyplavovani téchto slozek by bylo mozné regulovat
pouzitou membranou na zafizeni.

Vysledky dale ukazaly, Ze spory obsahuji velké mnozstvi vysoce aktivnich proteaz,
jejichz pH optimum je podobné proteazam sekretovanym do média (zymografické gely byly

inkubovany stejnym zptsobem jako pfi analyze sekre¢nich produkti).

5.8. Germinace spor zbavenych plasté
Nase vysledky zcela koresponduji s pozorovanimi popsanymi A. Driksem (1999) u
druhu Bacillus subtilis. Proteinovy plast’ neni ani u bakterie P. larvae nutnou komponentou

potiebnou pro germinaci a je pro sporu postradatelny.

5.9. Srovnani proteolytické aktivity proteaz izolovanych z povrchovych struktur spor u
ruznych kmenu P. larvae

Pti srovnavani proteolytické aktivity proteaz izolovanych z plasté spory lze ¢astecné
vychazet zprace B.N. Dancera a P. Chantawannakula (1997), ktefi srovnavali
proteolytickou aktivitu vodnych extrakti z ptiskvari. Tyto extrakty vSak nejsou
standardnimi vzorky a mohou byt kontaminovany proteiny a proteazami hostitele.

V piipadé naseho postupu se jedna o vzorky ziskané za piisné standardizovanych
podminek, nekontaminované hostitelskymi tkanémi. Vysledky naSich pokust ukazuji, Ze se
ve sbirce deponovanych kmeni nachdzi tfi rdzné varianty podle zastoupeni jednotlivych
velikosti proteaz, stejné jako v praci B.N. Dancera a P. Chantawannakula (1997). Ti vSak

k analyze pouzili nativni elektroforézu, avSak stejn¢ jako oni, i my jsme zaznamenali ve
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vzorcich Ctyfi razné protedzy. Na zdkladé ziskanych udaji je nepravdépodobné, Zze by
vyskyt pouze jediné z téchto protedz byl vyznamnym faktorem patogenity, nebot’ vSechny
tyto profily byly zastoupeny u izolath ziskanych z pfiSkvart, tj. izolatd signifikantné

patogennich.

5.10. Biochemické vlastnosti proteaz vazanych ve vnéjsi strukture spory

Na zéklad¢€ biochemickych vlastnosti protedaz izolovanych z vnéjSich struktur spory
lze ptedpokladat, ze se jedna o enzymy podobné s témi, které izolovali nékteti autofi (Patel
a Gochnauer, 1972; Dancer a Chantawannakul, 1997) z ptiSkvari. Vzhledem k tomu, ze
ptiskvar je v podstaté Cista sporova kultura, Ize ptfedpokladat, ze k uvoliiovani téchto proteaz

z plasté spory dochazi.

5.11. Infekéni pokusy

Dle literarnich ptedpokladli (Driks, 1999) neni proteinovy plast’ nutnou podminkou
germinace spor u sporulujicich ty¢inek. Vzhledem k tomu, Ze vSak tento plast obsahuje
vysoce aktivni protedzy, predpokladali jsme jeho vyznamnou tlohu ve virulenci P. larvae.
Nas predpoklad byl umocnén pozorovanim u sporulujicich mikrobii vyznamnych v huménni
medicing, ptedevSim u Bacillus anthracis, kde se predpoklddd, Ze jedinym infekénim
stadiem jsou prave spory, nikoliv vegetativni formy (Liu a kol., 2004). Obdobné pozorovani
u pivodce moru vceliho plodu zdokumentoval i H.L.A. Tarr (1937), ktery uvadi, ze
peroralné€ podavané vegetativni formy P. larvae nejsou pro véeli larvy infekéni. Naopak M.
Haklova (osobni sdé€leni, 2006) na zaklad¢ experimenti provadénych ve Vyzkumném
ustavu vcelarském uvadi, ze je mozné vceli larvicky peroralné nakazit suspenzi 24 hodinové
kultury P. larvae.

Nase pokusy ukazaly moznost nakazit vCeli larvy i sporami zbavenymi vn¢jSiho
proteinového plasté, které jiz nevykazuji jakoukoliv vnéjsi proteolytickou aktivitu. Na
zaklad¢ téchto vysledkl lze jednoznacné konstatovat, Ze protedzy véazané v proteinovém
plasti spory nemaji esencialni tlohu ve virulenci P. larvae a patogenezi moru véeliho plodu.
Vysledky ptedchozich praci (Hrabdk, 2004a; Hrabdk a Martinek, 2006) ukazuji, ze proteazy
podobné protedzam vazanym ve struktufe spory jsou sekretovany az v pozdéjSich fazich
rustu. Proto se lze domnivat, Ze tyto protedzy hraji pouze nutriéni vyznam spocivajici
v kompletni destrukci tkdni hostitele a pii procesu sporulace jsou zakomponovany do

proteinového plasté spory.
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Nelze tedy usuzovat na schopnost proteinového plasté spory byt nositelem faktorti
patogenity u P. larvae. SpiSe se bude jednat o strukturu chranici sporu pied vnéjSimi vlivy
(Driks, 1999).

Bez povSimnuti nemiZze zUstat obtiZznost nakazeni vcelich larvicek morem vceliho
plodu. Opomineme-li pokus in vitro, bylo v ptipadé piimé inokulace infek¢ni suspenze do
buiiky s larvickou zaznamenano vyborné Cistici chovani vcel, tj. v€ely kontaminované
larvicky okamzité odstranily bez klinické manifestace onemocnéni a sporulace mikroba. To
1 presto, Ze pokusné vcelstvo bylo vystaveno stresovym podminkdm laboratorniho chovu.
Toto chovani bylo zaznamenano 1 pifi nizkych davkach suspenze (1 pl) pipetovanymi
tenkymi Spickami (pouzity Spicky pro nandsku vzorku na elektroforézu) tak, aby nedoslo
k jakémukoliv kontaktu s larvickou. Uspéchu bylo dosaZeno pouze tehdy, bylo-li pokusné
vcelstvo nakazeno potravou s vysokou koncentraci spor.

Ve vcelarské literatufe se uvadi (Hrabak, 2004b) cela fada okolnosti, pfi nichz miize
byt mor vceliho plodu pienesen, napiiklad pienos zavijecem voskovym (Galleria
mellonella), rozto¢em Varroa destructor a vcelaiskymi pomulckami. Na zaklad¢ ziskanych
zkuSenosti, védomi si nebezpec¢nosti této informace pro laickou vcelafskou vefejnost, lze
ptedpokladat, ze hlavnim mechanizmem ptenosu je loupez vcel v infikovanych vcelstvech
(resp. doneseni infikovaného medu obecn¢) a §ifeni vcelimi plasty s pfisSkvary. Rizikovost
ostatnich hypotetickych mechanizmt pfenosu by bylo nutné verifikovat vhodnymi pokusy,

nebot’ v dostupné literatuie nejsou o rizikovosti ptenosu moru véeliho plodu udaje.
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6. Dosazené vysledky
Bé&hem préce se podafilo:
- optimalizovat kultivaci P. larvae sohledem na naslednou purifikaci
sekretovanych protedz,
- zjistit stabilitu sekretovanych protedz,
- nalézt vhodny postup pro purifikaci 87/74 a 42/40 kDa protedz,
- srovnat profily sekretovanych proteaz u 31 sbirkovych kmeni,
- navrhnout nové sporula¢ni médium pro P. larvae,
- nalézt vhodny extrak¢ni postup pro protedzy vazané v proteinovém plasti spory,
- provést zakladni biochemickou charakterizaci protedz vazanych v proteinovém
plésti spory,
- prokazat, ze protedzy vazané v proteinovém plasti spory nejsou esencidlnim

faktorem virulence P. larvae.
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Pouzité zkratky

ZKkratka Anglicky ekvivalent

APS amonium persulfate

BLA

BSA bovine serum albumin

CFU colony forming unit

DEAE-cell. diethylaminoethyl cellulose

E64 L-trans-epoxysuccinyl-leucylamido
-(4-guanido)butane

DTT dithiothreitol

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid

EGTA ethylene glycol-bis(B-aminoethyl
ether)N,N,N",N’-tetraacetic acid

HCBB

HCI

ME mercaptoethanol

MYPGP

NADH nicotinamide adenine dinucleotide

PBL1

PFU plaque forming unit

PMSF phenylmethysulfonylfluoride

PVX

SDS sodiumdodecylsulfate

SDS-PAGE sodiumdodecylsulfate —

polyacrylamide gel electro-

phoresis

84

Dizertacni prace

Cesky ekvivalent/vyznam
(pokud je pouZzivano)
persulfat amonny

oznaceni bakteriofaga

bovinni serovy albumin
jednotka tvoftici kolonii (pocet
zivych bakterii)

diethylaminoethyl celul6za

etylendiamintetraoctova kyselina

oznaceni agaru

kyselina chlorovodikova
merkaptoethanol
oznaceni agaru

nikotin amid adenin dinukleotid

oznaceni bakteriofaga
jenotka tvorici plaky (pocet
zivych bakteriofagu)

oznaceni ¢okoladového agaru
firmy Biomerieux
dodecylsulfat sodny
polyakrilamidova elektroforéza
za denaturujicich podminek

dodecylsulfatu sodné¢ho
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Zkratka

TEMED

Tris

Ox

Anglicky ekvivalent

N,N,N’,N’-tetramethylene-
ethylenediamine
2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-

propanediol

85

Dizertacni prace

Cesky ekvivalent/vyznam

(pokud je pouzivano)

rozptyl (statisticka veli¢ina)
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