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Cile prace

Vypracovani literarni reSerSe o imunitnim systému hmyzu.

Zpracovani literarni reSerSe o vlivu kleStika véeliho (Varroa destructor) a jim
prenasenych sekundarnich ndkaz na humoralni imunitni systém vcely medonosné.
Vypracovani piehledu metod pouzivanych ke studiu zmén hladin nebo genové
exprese antimikrobialnich peptidi hmyzu a vcel.

Studium biochemickych parametrii humoralni imunity na vzorcich vcel

ze zdravych a z varo6zou infestovanych vcelstev.



1 UVOD

Obratlovci 1 bezobratli maji vyvinuty imunitni systém. Imunitni systém rozpoznava, co je
pro organismus S$kodlivé a co nikoli. Tim jej chrani jak pfed hrozbami vnégjsiho, tak
i vnitiniho ptvodu. Véela ma nékolik linii imunitniho systému — fyzikalni bariéry,
bunécnou imunitu a humoralni imunitu. Jako eusocialni hmyz ma vcela jest¢ jednu
uroven imunity, a to imunitu socialni. VSechny tyto urovné imunitniho systému jsou pro
véelu i pro celé veelstvo zivotné dulezité. I pres nékolik Grovni imunitniho systému jsou
vcely a jejich zdravi ohrozeno riznymi ptivodci, kterymi mohou byt viry, bakterie, houby
¢1 roztoci.

Varroa destructor je roztoc¢, ktery patii k nejvétsim hrozbam véely medonosné.
Nejen, Ze sdm o sobé¢ jednotlivé véely oslabuje, ale rovnéz ptisobi jako vektor celé fady
vird. K 1é¢bé varodzy se pouzivaji predevsim akaricidy, latky k hubeni roztoci. Tyto
latky ale jsou nebezpecné pro vyvijejici se vcely. Zjisténi, jak pfesné klestik vceli
poskozuje imunitu vcely, by mohlo pfinést nové lé€ebné metody pro hospodaisky

vyznamnou véelu medonosnou.

11



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Imunitni systém hmyzu
Zivi tvorové jsou v podstaté obklopeni nepiatelskym prostiedim, aby piezili, vyvinuli
si nékolik obrannych mechanismd. Jednim z téchto mechanismi je imunitni systém.
Tento systém chrani organismy pied cizimi latkami a invazi patogenti (Lavine a Strand,
2002; Marmaras a Lampropoulou, 2009).

Hmyz ma velmi dobfe vyvinuty vrozeny imunitni systém, ktery umoziiuje obecné
a rychlé reakce proti patogenim. Ziskany imunitni systém jim chybi. Naproti tomu
obratlovci si vyvinuli novou linii obrany, ziskanou imunitu (Hoffmann, 2003).

Ziskana imunita je evolu¢né¢ mladsi a mechanismy reaguji na cizorodé latky
prostfednictvim vysoce specifickych molekul (protilatky, antigenné specifické receptory
T-lymfocytd) a aktivuji se aZ po setkdni s danym antigenem. Charakteristickym rysem
téchto reakci je imunologickd pamét’ (Hotejsi a Barttinkova, 2009).

V¢ely jsou eusocialni hmyz, ktery zije ve spolecenstvich ¢itajicich nékolik desitek
tisic jedinc. Na vceli imunitni systém muzeme pohlizet ze dvou zékladnich uhld
pohledu: imunita celého véelstva a imunita jedinct (Wilson-Rich et al., 2009). Obé¢
urovné spolu uzce souviseji, protoze oslabeni nebo poskozeni jednotlivych

véel mize vest k oslabeni celého vcelstva (Danihlik a Petfivalsky, 2015).

2.1.1 Socialni imunita a fyzikalni bariéry
Socialni imunitu zajistuje specifické chovani jednotlivych véel. Véely vyklizeji dno Gla
od zbytkt spadaného vosku, i mrtvolek véel nebo roztocu klestika véeliho (Pridal, 2014).
Dalsimi faktory socidlni imunity je kaleni a hynuti dospélych vcel mimo 1l, ¢imz
piirozené udrzuji prostiedi ulu ¢isté (Danihlik a Petfivalsky, 2015).

Jednim z dulezitych faktoru socialni imunity vcelstva je tzv. hygienické chovani,
coz je schopnost dospélych véel rozpoznavat a vyklizet uhynuly plod (larvy, kukly).
Hygienické chovani je mechanismus, jakym vcely snizuji infekéni tlak ve svém hnizdé
(Panasiuk et al., 2010).

Na individualni urovni maji v¢ely nékolik linii vrozené imunity. Prvni z nich jsou
fyzikalni bariéry, které zabranuji vstupu patogenu do organismu. Mezi fyzikalni bariéry

fadime kutikulu, sténu zazivaciho traktu a sténu vzdus$nic (Evans a Spivak, 2010).
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2.1.2 Buné¢na a humoralni imunita
a Strand, 2002). Hemocyty cirkuluji v hemolymfé (Charalambidis et al., 1995; Meister
a Lagueux, 2003), podili se na enkapsulaci, nodulaci a fagocytéze mikroorganismu, které
proniknou do téla vcely (Lavine a Strand, 2002). Dulezitou funkci hemocytl je produkce
latek ucastnicich se humoralni imunitni odpovédi, coz znamena, ze bunécna a humoralni
imunita jsou spolu uzce svazany (Danihlik a Petfivalsky, 2015).

Humoralni imunitu tvofi jednotlivé molekuly, ucastnici se imunitni odpovédi.
Patfi mezi né lektiny, lysozym, antimikrobialni peptidy a fenoloxidasova kaskada
(Hultmark, 2003; Evans et al., 2006). Tyto slozky jsou vyluovany tukovym télesem
a hemocyty. N¢které jsou v hemolymf€ pfitomny neustale, ¢ast je exprimovana v reakci
na zranéni ¢i mikrobialni infekci (Turner, 1994; Evans et al., 2006; Laughton et al., 2011).
Lektiny jsou v hemolymf& pfitomny neustale. Maji glykoproteinovou povahu, vazou
sena glykosylované proteiny bunécné stény bakterii a tim spoustéji fagocytézu
a fenoloxidasovou kaskadu (Turner, 1994). Lysozym je enzym S imunitni funkci,
hydrolyzuje  B-1,4-glykosidovou vazbu mezi N-acetylmuramovou kyselinou
a N-acetyl-D-glukosaminem v peptidoglykanu mureinu a mezi
N-acetyl-D-glukosaminovymi zbytky chitinu (Glinski, 2001; Evans et al., 2006). Vcela
produkuje tii typu lysozymu. Jeden i-lysozym (invertebrate-bezobratli) a dva c-lysozymy
(chicken-kute). Jeden z c-lysozymu je nadmérné regulovan napadenymi véelami (Evans
et al., 2006). Lysozym muizeme najit i u jinych zvifat, rostlin, hub a bakteriofagi (Bulet
etal., 1999).

Fenoloxidasova kaskadda je spusSténa lipopolysacharidy a peptidoglykanem
Z buné¢nych stén bakterii, B-1,3-glukany z hub (Kanost a Gorman, 1993) nebo jinymi
slou€eninami jako jsou napfiklad endogenni faktory produkované pii poskozeni tkané
(Cerenius a Soderhdl, 2004). Kaskada zacina zymogenem pro-fenoloxidasou.
Pro-fenoloxidasa aktivuje enzym fenoloxidasu, ktera katalyzuje oxygenaci fenoll
na o-difenoly a naslednou oxidaci 0-difenoli na 0-chinony. O-chinony jsou poté
neenzymové polymerovany az na barvivo melanin. Melanin je pfirozenou soucasti
kutikuly hmyzu. (Kanost a Gorman, 1993). Po mechanickém poranéni ¢i pfitomnosti
cizich objektl jako jsou parazité a mikroorganismy se melanin uklada kolem poskozené
tkané nebo ciziho objektu. Melanin vytvafi §tit proti vetielci, ktery pronikl do organismu,

¢imz brani jeho mnozeni nebo zpomaluje jeho rist (Cerenius a Soderhil, 2004).
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Antimikrobidlni peptidy (AmP) jsou vyznamnou skupinou molekul, které
se podileji na humoralni imunit¢ (Wimley a Hristova, 2011). AmP jsou aktivni vici
bakteriim (grampozitivnim i gramnegativnim), houbam i virim (Cooper, 2006). AmP
maji obecné kratky aminokyselinovy fetézec (30-60 aminokyselin), pozitivni naboj, jsou
tepeln¢ stabilni a nemaji ucinek na eukaryotni bunky (Li et al., 2012).

Antimikrobidlni peptidy byly izolovany ze vSech zivych organisma od prokaryot
po savce (Li et al., 2012). Ptirodnich AmP bylo popsano vice nez 7000 (Hongyu, 2019),
Z toho ptiblizné 200 u hmyzu (Li et al., 2012). AmP hmyzu jsou syntetizovany predevsim
Vv tukovém télese, ale i v hemocytech, odtud jsou poté exprimovany do hemolymfy
(Vilmos a Kurucz, 1998). Véely produkuji AmP do hemolymfy, jedu i matefi kaSicky
(Danihlik et al., 2016).

Ke zvyseni tvorby AmP dochazi, pokud se véela dostane do kontaktu s mikrobem.
Jejich hladina muze stoupat dokonce i po dva dny (Kucharski a Maleszka, 2003).
Bunécnou signalni drahu vedouci k tvorbé AmP spousti molekuly z povrchu bakterii —
lipopolysacharidy, i hub -  -1,3-glukany (Danihlik et al., 2016). Mechanismus u¢inku je
u peptidt rizny. Peptidy mohou zplisobovat permeabilizaci, tedy naruseni membrany
amaji U€inky na fadu intracelularnich cilovych molekul. V ptfipadé€, Ze je naruSena
bunécnd membrana, vede toto naruseni k bunééné smrti. Vytvofeni membranové
interakce zpusobi vznik doasného poéru. Témito pory se peptidy dostanou dovniti buriky.
V cytosolu mohou mit AmP vice intercelularnich cild. Mohou vazat DNA, RNA
i proteiny (Maréti et al., 2011; Yang et al., 2011). Uginky AmP jsou jak bakteriocidni,
tak bakteriostatické (Otvos et al., 2000; Brogden, 2005).

2.1.2.1  Antimikrobialni peptidy detekované u vcel

Véely produkuji AmP do hemolymfy, jedu i mateti kaSi¢ky. U v¢éely medonosné
byly popsany ¢Ctyfi rodiny antimikrobidlnich peptidii: apidaeciny, abaecin,
hymenoptaecin a defensiny (Danihlik et al., 2016).

A) Apidaeciny

Apidaeciny jsou peptidy, které jsou tvotfeny sekvenci 18-20 aminokyselin.
Apidaeciny jsou peptidy bohaté na prolin. V soucasné dobé jsou zndmy 4 isoformy
apidaecint. Jsou G¢inné prevazné proti gramnegativnim bakteriim (Casteels et al., 1989).
Mechanismus u¢inku zahrnuje nespecifickou vazbu peptidu na vnégj§i membranu.

Po navazani nasleduje proniknuti peptidu do mezimembranového prostoru

14



a irreverzibilni vazba s receptorovou molekulou. Nakonec je pfemistén dovniti buiiky,
tam se navaze na bakterialni chaperon DnaK a chaperonin GroEL (Casteels a Tempst,
1994; Otvos et al., 2000).

B) Abaecin

Abaecin je peptid bohaty na prolin, je tvofen sekvenci 33-34 aminokyselin (Xu et
al., 2009). Abaecin je syntetizovan z prekurzoru, ktery je del$i o 19 aminokyselin, ty
se po aktivaci peptidu odstépi. Na rozdil od apidaecinu ma abaecin niz§i antimikrobialni
aktivitu. Je aktivni vii¢i grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim. Proti gramnegativnim
bakteriim je ovSem mén¢ ucinny (Casteels et al., 1990).

C) Hymenoptaecin

Hymenoptaecin je linearni peptid tvofeny sekvenci 93 aminokyselin. Patii do skupiny
peptidi bohatych na glycin. Je aktivni vii¢i gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim
(Casteels et al., 1993). U vcel i u plodu se jeho hladina velmi rychle zvySuje v reakci
na infekci (Chan et al., 2006).

D) Defensiny

Defensiny jsou peptidy bohaté na cystein, obsahuji 5 cysteinovych zbytku, které
vytvareji 3 disulfidové vazby. Jsou tvoteny sekvenci 51 aminokyselin (Casteels-Josson et al.,
1994). Struktura je tvofena smyc¢kou z a-helixu a dvéma antiparalelnimi -skladanymi listy,
které jsou stabilizovany disulfidovymi mustky (Klaudiny et al., 2005). U v¢el se vyskytuji
ve dvou formach — defensin 1 a defensin 2. Defensin 1 je syntetizovan ve slinnych zlazach
a nalezneme jej v mateti kasi¢ce a medu. Defensin 2 je syntetizovan butikami tukového télesa

a hemocyty (llyasov et al., 2012).

2.1.3 Bunécné signalni drahy
U vcely medonosné byly popsany 4 signalni dréhy: Imd signéalni drdha, Toll signdlni
draha, JAK/STAT signalni draha a JNK signalni draha (Evans et al., 2006). Prvnim
krokem ke spusténi bunécné signalizace je rozpoznavani struktur charakteristickych pro
patogenni mikroorganismy (PAMP — pathogen-associated molecular patterns) (Brutscher
et al., 2015). PAMP mohou byt lipopolysacharidy gramnegativnich bakterii,
peptidoglykany, které jsou charakteristické pro grampozitivni bakterie nebo glukany
a mannany typické pro kvasinky a plisn¢ (Hotejs$i a Bartinikova, 2009). Po navéazani
molekuly na receptorovy protein na povrchu bunky dojde k jejimu rozpoznani
receptorovym proteinem. Receptory signal prevedou do vnitini signaliza¢ni drahy-slozité

kaskady molekul, které fidi chovani bunky (Alberts, 1998).
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2131 IMD

IMD (Immune deficiency pathway — draha imunitni nedostate¢nosti) (Myllymaéki et al.,
2014) fidi expresi vétSiny antimikrobialnich peptidi u octomilky Drosophila
melanogaster (Lemaitre et al., 1995). IMD je aktivovana gramnegativnimi bakteriemi,
které proniknou do hostitelského organismu (Silvermann et al., 2000). Patogen je
detekovan diky vazbé jeho povrchovych molekul na receptorové proteiny bunék
hostitelského organismu (Janeway, 1989). Jednou zrozpoznavanych patogennich
molekul muze byt peptidoglykan. Peptidoglykan je vazan na povrchu buné¢né membrany
bakterii a je rozpoznavan a vazan konzervovanymi hostitelskymi proteiny
(PGRPs — peptidoglycan recognition protein) (Werner et al., 2000; Werner et al., 2003).

Peptidoglykan je rozpoznavan PGRP-LC (transmembranovy receptor, ktery vaze
peptidoglykan) (Leulier et al., 2003; Kaneko et al., 2004) pro aktivaci IMD. IMD se vaze
na FADD (Fas-asociovany protein smrtici domény) a DREDD (protein) za vzniku
komplexu. DREDD stépi IMD, ktery je poté aktivovan ubikvitinaci. Polyubikvitinované
fetézce (zluté kruhy) pomahaji pfipojit TAB 2 (vazebny protein 2 spojeny s TAK 1)
a ziskavat a aktivovat TAK 1 (transformovany ristovy faktor beta aktivovany kinasou 1).
TAK 1 je zodpovédny za aktivaci komplexu IKK, ktery fosforyluje jaderny faktor Relish.
Po Stépeni a fosforylaci se miize Relish translokovat do jadra, kde aktivuje transkripci

specifickych antimikrobialnich peptidi (Rosales 2017).

poly PGN

bunééna membrana

jadro \ AMP h

Obrazek 1 — Mechanismus signalni drahy IMD v bufice (pfevzato a upraveno z Rosales 2017).
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2132 Toll
Draha Toll byla identifikovana jak u savcu, tak i u octomilky (Leclerc a Reichhart, 2004).
Tato draha zahrnuje signalizaci transkripénimu faktoru kB a je nezbytna pro embryonalni
vyvoj a imunitu (Ashok, 2009; Valanne et al., 2011).

Draha Toll vyzaduje proteolyticky Stépenou formu extracelularniho cytokinu —
Spétzle (Shia et al., 2009). Po rozpoznani Spitzle dimerem Toll molekul se sestavi
signalizacni komplex. Toll se vaze na Myd88 prostiednictvim TIR domén. Myd 88 vaze
Tube a Pelle pies jejich smrtelné domény. Kinasa Pelle se aktivuje autofosforylaci a poté
fosforyluje Cactus a oznacuje jej pro degradaci. Transkripéni faktory NF-kB Dorsal nebo
Dif se uvolni a pfemisti do jadra, kde aktivuji transkripci antimikrobidlnich peptidi

(Rosales 2017).

bunétna membrana

smrtici domény

Tube Pelle
kA
/ ! Dif/Dorsal
" x= TN
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__, ANP
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Obrazek 2 — Mechanismus signalni drahy Toll v buiice (pfevzato a upraveno z Rosales 2017).
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2.1.3.3 JAK/STAT
Zatimco drahy Toll a IMD byly poprvé popsany u octomilky, poté byly podobné drahy
nalezeny u savct. Naproti tomu draha JAK/STAT byla poprvé objevena u ¢loveka, jako
dilezita draha pii regulaci kaskady imunitnich reakci (O’Shea a Plenge, 2012), jako
napiiklad kontroly zanétd, aktivaci leukocytd (Myllymaki a Ramet, 2014).

JAK/STAT (Janus kinase/signal transducer and activator of transcriptions) (Geng
et al., 2016) vede k produkci bilkovin tukovym télesem, véetné cytokinli a proteint
reagujicich na stres (Ekengren et al., 2001).

Draha JAK/STAT je iniciovana extracelularni vazbou glykosylovaného,
neparového proteinu (upd) s receptorem Domeless (Dome), ktery se vaze na jeden JAK,
hopscotch (hop). Po aktivaci receptoru hop fosforyluje sam sebe a specifické tyrosinové
zbytky na cytoplazmatické ¢asti receptoru. Tyto fosforylované tyrosiny se stavaji mistem
pro STAT transkripéni faktor — Stat92E. Hopscotch také fosforyluje Stat92E
na tyrosinové zbytky, coz mu umozni tvofit dimery a poté se premistit do jadra, kde
se vaze na promotory cilovych gent. ET (eye transformer) je nesigndlni receptor pro upd,

ktery je schopen spojit se s receptorovym komplexem a integrovat s Dome i s hop
(Rosales 2017).

Dome
bunéénd membrana

jadro " genyhl\unitni W
odpovédi

DNA

Obrazek 3 — Mechanismus signalni drahy JAK/STAT v buiice (pfevzato a upraveno z Rosales,
2017).
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2.1.4 RNAI VvV imunitnim systému hmyzu
RNA interference (RNAI) je hlavni antivirova vrozena imunitni odpovéd’ u hmyzu (Wang

et al., 2006; Zambon et al., 2006; Ding a Voinnet, 2007; Ding, 2010; Flenniken et al.,
2010). Tato vrozena antivirova draha je spusténa v cytoplazmé pii detekci exogenni
dvouvlaknové RNA (dsRNA), coz je meziprodukt, ktery je generovan béhem replikace
RNA viru. Imunitni odpovéd’ zahrnuje enzym podobny RNAase III — Dicer 2 (Dcr 2),
ktery rozpoznava virovou dsRNA jako PAMP a §té€pi dlouhé tisecky RNA na kratké useky
RNA (siRNA) (Weinstock et al., 2006). siRNA je dlouha 21 nukleotidl, z téchto
nukleotidii jich 19 tvofi duplex a 2 nukleotidy zlstavaji nesparované na kazdém
za 3" koncu (Elbashir et al., 2001). Vysledny duplex sSiRNA ve spojeni s Dcr2 a protein
vazajici dsSRNA je nanesen na RICS (proteinovy komplex a molekuly RNA), ¢imz vznika
siRISC, cozZ je RISC komplex, ktery obsahuje podjednotkovou doménu a Agronaute2
(Ago2) jako katalytické jadro tohoto komplexu. Tento komplex rozpoznava fetézec
mRNA a degraduje jej. Vedouci fetézec siRNA zlstava vazan k RISC a vede jej
k rozpoznani virové RNA. Virova RNA je poté rozstépena endonukleasami, ¢imz se
omezuje replikace viru (Weinstock et al., 2006). Nakonec se rozstépené mRNA degraduji

pisobenim bunéénych exoribonukleas a RISC je recyklovan pro dalsi pouziti (Singhania
etal., 2012).

@ virus

(/cytoplazma

dsRNA

SIRNA

SiRNA-RISC

rozpoznani cile mRNA

= rozstipnutimRNA |
L ~— ~ ~ ~ ~ degradace mRNA /

Obrazek 4 — Mechanismus pisobeni RNA interference v buiice (pievzato a upraveno z Singhania
et al., 2012).
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2.2 Varroa destructor (klestik véeli)

V¢ely jsou piirozené zasazeny fadou parazitli, patogenti a Skidci (Di Prisco et al., 2011,
Wilfret et al., 2016), kteii zptsobuji vaznéjsi i méné vazné zdravotni komplikace.

Varroa destructor je parazit, ktery celosvétové zptsobuje vazné zdravotni komplikace
u véely medonosné (Reyes-Quintana et al., 2019). Rozto¢ Varroa destructor je
ektoparazit véel (Rosenkranz, 2010) a je nejvétsi hrozbou pro zdravi véel (Traynor et al.,
2020). Je povazovan za klicovy faktor pravidelnych ztrat vcelstev v Evropé a USA,
rovnéz zpusobuje vazné ckonomické ztraty v oblasti vcelafstvi (Rosenkranz, 2010).
Zadny jiny patogen nemél srovnatelny dopad na véely medonosné (Traynor et al., 2020),

proto je studium tohoto roztoce velmi dulezité.

2.2.1 Nebezpecnost
Existuje n€kolik dtvodu, pro¢ je rozto¢ Varroa destructor nejvétsi hrozbou pro véelu
medonosnou (De la Rua et al., 2009).

- Relativné novy parazit véely medonosné. Chybi proto vyvaZzeny vztah mezi
hostitelem a parazitem.

-V kratké dob¢ se rozsifil téméf po celém svété. V soucasné dobé se nevyskytuje
jen v Australii, jinak je rozsifen po vSech kontinentech, kde se vyskytuje vcela
medonosna.

-V mirném pasu by bez pravidelného oSetfeni vétSina vcelstev uhynula béhem
2-3 let.

- Pravidelné oSetfovani ale zvySuje ndklady na vcelafeni. ZvySuje se také riziko
chemickych rezidui ve v¢elich produktech (De la Rua et al., 2009).

- Rychle si vyviji rezistenci na akaricidy (pesticidy, uréené k hubené roztoch)
(Rinkevich a Vontas, 2020).

- Klestik veeli se povazuje za klicovy faktor sniZzovani poctu veelait 1 vCelstev
v Evropé.

- Celosvétove se snizuje pocet opylovatell, klestik véeli mize tento problém jeste
vice prohloubit (De la Rua et al., 2009).

- Je prokazano, ze rozto¢ Varroa destructor pienasi fadu vcelich viréz (Di Prisco
et al., 2011; Wilfret et al., 2016). Byl prokazan jako pienase¢ kasmirského viru
(KBV), viru akutni paralyzy vcel (ABPV), viru izraelské akutni paralyzy (IAPV)
a viru deformovaného ktida (DWV) (Boecking a Genersch, 2008).
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2.2.2 Pivod
Klestik vceli byl dfive povazovan za roztoe Varroa jacobsoni. Toto tvrzeni bylo
vyvraceno az diky vyzkumu za pouziti genetickych markera. Bylo zjisténo, ze Varroa
destructor predstavuje samostatny druh (Anderson et al., 2000).

Varroa destructor byl pivodné parazit véely vychodni (Apis cerana), ktera
se vyskytuje na velkém Uzemi jihovychodni Asie (Rosenkranz, 2010). Oblast jejiho
vyskytu zahrnuje hlavné Indii, Cinu, Japonsko i ¢ast Sibife (Vesely, 1985). Vazné
poskozeni v¢el vychodnich nebylo nikdy hlaseno. Pii vcelarstvi se véelou vychodni neni
1é¢ba proti varrooze nutna (Rath and Drescher, 1990; Tewarson et al., 1992). Apis cerana
si jako ptivodni hostitel roztoce vytvorila stabilni hostitelsky vztah s rozto¢i Varroa

béhem dlouhého obdobi koevoluce (Rath, 1999).

2.2.3 Sireni
V prvni poloviné minulého stoleti se rozto€¢ rozsifil v podstaté po celém svéte
(Rosenkranz et al., 2010), a to pravdépodobné v disledku masového obchodu (Navajas
et al., 2010) nebo pfi transportu véelstev véely medonosné do vychodni ¢asti Ruska nebo
na Dalny vychod (Oldroyd, 1999).

Podrobnosti o zméné hostitele jsou nejasné. Rozto¢ se rozsifil po SSSR (1952),
Japonsku (1958), Cin& (1959), Paraguay (1971) (Ruttner a Ritter, 1980). Prvni zaznamy
o rozsifeni roztoce v USA pochazeji z roku 1987 (De Guzman a Rinderer, 1999).
pravdépodobnosti roku 1967. V roce 1976 byl zavleCen na Uzemi Mad’arské lidové
republiky a ve stejném obdobi pravdépodobné pronikl na tizemi Ceskoslovenské
socialistické republiky. A to do nejvychodnéjSich okresti Slovenska. Prvniho roztoce
v Ceskoslovenské socialistické republice objevili v roce 1978 pii systematické kontrole.
Po zjisténi varodzy ve vychodni oblasti Slovenska byla vyhlaSena ochranna opatieni,
pozdéji se vSak ukazalo, ze byla velmi malo Gi¢inna. Na jafe roku 1981 se zjistilo, Ze i pies

véechna ochranna opatieni se rozto& objevil v okresu Usti nad Orlici (Vesely, 1985).

2.2.4 Popis
Varroa destructor vykazuje zietelny sexualni dimorfismus (Ifantidis, 1983). Samci jsou
mensi nez samicky béhem celého ontogenetického vyvoje (Donze a Guerin, 1994; Kanbar
a Engels, 2003).
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Tvar téla samiCky se méni bchem jejich vyvoje zpodlouhlého k pficné
eliptickému tvaru téla (Donze a Guerin, 1994; Kanbar a Engels, 2003) a maji hnédou
barvu. Nohy samicky jsou kratké a silné, coz umoziuje rychly pohyb (De Ruijter a Kaas,
1983). Samecek roztoce ma téméf kulaty tvar a je biloZluty. Nohy samecka jsou delsi
k velikosti téla ve srovnani se samickami. Nohy Varroa destructor jsou zakoncéeny

ptisavkami, coz usnadiiuje parazitaci na téle hostitele (Kirchner, 1993).

2.2.5 Mnozeni a reprodukéni cyklus
MnoZeni parazita zavisi na reprodukci plodu véely medonosné (Oldroyd, 1999).
V zivotnim cyklu jsou dvé faze: faze reprodukéni a faze foreticka (Kuenen a Calderone,
1997).

Reprodukci zahajuje samicka roztoce tim, Ze vstoupi do builky délnice nebo
do buniky trubce pted zavickovanim bunky. Do trub¢ich bunék pronika 40 hodin pied
zavickovanim bunky, do dé€lnicich pronikéd 18 hodin pied zavickovanim bunky (Bailey
a Ball, 1991). Samicka se schovava pied délnicemi a to tak, ze se ponofi do krmné kase
nachdzejici se na dné buiiky pod larvou. V tekutém krmivu lezi samicka vzhiru nohama.
Rozto¢ mé upravené peritremy, které po ponofeni rozto¢e do mateii kasicky vycuhuji
ven, coz umoznuje dychani (Donze' a Guerin, 1997). V této pozici zistava pouze kratkou
dobu, pfiblizné 4 hodiny poté, co je buitka uzaviena (Ifantidis, 1983).

Po zavickovani buiiky rozto¢ zafne zivit parazitovat na téle larvicky. Asi
60-70 hodin po uzavieni buriky rozto¢ naklade prvni vajicko (Bailey a Ball, 1991).
Samicka klade vajicka po jednom, obvykle na sténu bunky, a to ve 30hodinovych
intervalech. Prvni vajicko je obvykle samec, dalsi vajicka jsou samice (Martin, 1994).
Samc¢i roztoci se vyvijeji z vajicka na dospélce piiblizné za 6,5-6,9 dne. Samici roztoci se
vyvinou na dospélce za 5,5-6,2 dnt (Martin, 1994; De Jong, 1997).

Samci nepieziji mimo buriku plodu, dochazi tedy k oplodnéni dospélych samicek
rozto¢l uvniti bunky. Pafeni se uskuteCtiuje i mezi sourozenci, a to v piipadé, Ze se
v bunkach vyskytuje pouze jedna matka roztoct. V piipadé, ze je matek vice se populace
kiizi (Donze' a Guerin, 1994).

Obdobi mezi reprodukénimi obdobimi se nazyva foreticka faze. Béhem foretické
faze samiCky roztoCe zustavaji na dospélé vcele (Donze' a Guerin, 1994; Donzé et al.,
1996). Hostitelska vcela roztocim poskytuje transport mezi reprodukénimi misty (Boot

etal., 1995).
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Poté, co se vcela vylihne, opousti buitkku s plivodnim roztoem i s novymi
samickami roztoc¢d (Kraus, 1994). Samecci a vajicka zlstavaji v bunice a umiraji nebo
jsou odstranéni a zabiti nejmlad$imi délnicemi. Samice rozto¢l zustavaji na dosp€lych
v¢elach razné dlouhou dobu v fadu dni az tydnt (Kuenen a Calderone, 1997).

Za nepiiznivych podminek ma foreticka faze ziejmé negativni dopad na plodnost
rozto¢l Varroa. Bylo prokazano, ze po Stydenni foretické fazi nebo po 7-18hodinovém
hladovéni se zvysil pocCet neplodnych roztoch dvakrat az tfikrat oproti kontrole
(Rosenkranz a Stiirmer, 1992; Rosenkranz a Bartalszky, 1996). Po foretické fazi zaCinaji

samice znova reproduk¢ni cyklus a napadaji nové bunky plodu (Beetsma, 1992).

2.2.6 Vliv klestika véeliho na vcely a v€elstva
Klestik poSkozuje vcelu tak, ze probodne kutikulu, nésledné vznika rana, ktera zistava
oteviena mnoho dni (Kanbar a Engels, 2003; 2005). Klestik typicky vytvaii 1 krmny otvor
(Kanbar a Engels, 2004; Calderén et al., 2009), ktery je relativné velky. Primérna délka
otvoru je 100 um (Kanbar a Engels, 2004; Ramsey et al., 2019), ale mize dosahnout
délky az 300 um (Kanbar a Engels, 2005). Nejcitlivejsi vyvojové stadium vcel ke klestiku
v¢elimu jsou kukly a larvy (De Jong et al., 1982; Schatton-Gadelmayer a Engels, 1988).
Rozto¢, pritomny v larvickach a kuklach je spojovan s narusenym vyvojem vcel, se
snizenou syntézou lipidd a se sniZzenymi titry proteinii (Bowen-Walker a Gunn, 2001).
Parazitované véely nejsou schopny nahradit chybé&jici bilkoviny (van Dooremalen et al.,
2013).

Parazitace béhem vyvoje zplisobuje vyraznou ztratu hmotnosti lihnouci se vcely.
Ztrata hmotnosti zavisi na poctu samicek a na poctu nové vzniklych roztocti. Napadeni
i jednim roztocem Varroa vede k 7% ztraté hmotnost lihnouci se véely (De Jong et al.,
1982; Schatton-Gadelmayer a Engels, 1988). Délnice, které byly parazitovany béhem
svého vyvoje maji vyrazné zkracenou délku zivota (De Jong et al., 1982; Schneider
a Drescher, 1987; Amdam et al., 2004) a snizenou toleranci k pesticidam (Wahl a Ulm,
1983; Schneider a Drescher, 1987).

V piipad€, Ze rozto¢ parazituje na kuklach trubci, snizuje se trub&i hmotnost
0 11-19 %. Stejné, jako v ptipadé lihnoucich se vcel, zavisi na mife napadeni (Duay et
al., 2003). Snizeni hmotnosti u trubct ma za nasledek zkraceni doby letu (Duay et al.,
2002).

Drive se mélo za to, Ze se rozto¢ zivi hemolymfou vcely (Tewarson a Engels,

1982; Donze a Guerin, 1994; Garedew et al., 2004). Avsak odli$na skala patologii, kterou
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zpusobuje Varroa destructor byla obtizné vysvétlitelna na zaklade zaveéru, ze se rozto¢
zivi hemolymfou (Ramsey et al., 2019). Odstranéni hemolymfy nikdy nevysvétlilo, pro¢
vcely nejsou schopny nahradit chybéjici proteiny, nebo pro¢ vykazuji snizenou schopnost
syntetizovat lipidy, jelikoz hemolymfa neni ulozi§tém proteint, ani neni mistem syntézy
lipidt (Locke, 1980; Keeley, 1985; Bowen-Walker a Gunn, 2001). Ramsey et al., (2019)
zjistili, ze rozto¢ Varroa destructor se primarn¢ zivi tukovym télesem a ne hemolymfou.
Diky tomuto zjisténi je jiz mozné vysvétlit rozdilnou $kalu patologii (Ramsey et al.,
2019), jelikoz tukové téleso je mistem syntézy a ulozistém proteind a lipidu (Locke, 1980;
Keeley, 1985; Arrese a Soulages, 2010).

Poskozeni na trovni véelstva se objevuje i pii mirné infestaci véelstva rozto¢em
Varroa. Napadené kolonie se méné roji (Fries et al., 2003; Villa et al., 2008). Omezeni
rustu populace zplsobuje snizeny vynos medu, klinické ptiznaky ovSem stidle nemusi byt
patrné a vcelafem nemusi byt rozpoznano. Kroky k nevratnému poskozeni jsou malé,
zvlasteé pokud populace roztoc¢u stale roste a hostitelska populace véelstva klesa (Fries et
al., 2003).

2.2.6.1 PoSkozeni tukového télesa
Tukové téleso je organ, ktery je bohaty na zZiviny, nachazi se blizko kutikuly dospélych
i jesté nevyvinutych véel (Arrese a Soulages, 2010). Je to primarni misto syntézy proteini
a obsahuje relativné vysoké hladiny guaninu (Cochran, 1979; Arrese a Soulages, 2010).
Zékladni tloha tukového télesa je pii regulaci hormont, imunitni odpovédi. Slouzi
ke skladovani energie, jejimu vyuziti a také pii detoxikaci pesticidi (Arrese a Soulages,
2010).

Tukové téleso u larev je velmi silné vyvinuto. Je tvofeno vrstvami bunék, jez
vypliiuji znacnou cast téla larvy. Slouzi jako rezervoar zdsobnich Zivin pro larvu
a nasledné jsou spottebovany hlavné v dalsim obdobi celkové prestavby téla, kdy larva
nepfijima potravu. Tukové téleso u dospélych vcel se nachazi hlavné v zadecku kolem
traviciho Ustroji a na ventralni strané¢ pod kutikulou. Jeho velikost se méni podle
fyziologického stavu vcel, podle jejich vyzivy v larvalnim obdobi i podle rocni doby
(Vesely, 1985).

Varroa destructor se primarné zivi tukovym télesem a ne hemolymfou. Rozto¢i,
kteti byli krmeni hemolymfou se nijak nelisili od roztoct, ktefi hladovéli (Ramsey et al.,

2019). Hmyzi hemolymfa je relativné chuda na obsah cukrt a tukd, které by vyuzivali
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jako zdroje zivin rozto¢i Varroa (Rapp, 1947; Popel et al., 1994). Naopak roztoci, ktefi

se zivili na tukovém télese prezili déle a produkovali vice vajicek (Ramsey et al., 2019).

2.2.6.2  Ovlivnéni obsahu proteini a mnoZstvi hemocyti v hemolymfé
Vitellogenin je nejvice zndm jako Zloutkovy protein. Je to glykoprotein o molekulové
hmotnosti 180 kDa. Je syntetizovan v buikach tukového télesa a uvolhovan
do hemolymfy (Fleig, 1995). Vitellogenin snizuje oxida¢ni stres a podstatné prodluzuje
zivot v¢el v zimnim obdobi (Amdam et al., 2003).

V porovnani s 1étavkami (vcely, které¢ vylétavaji z Glu a pfinaseji do néj nektar,
vodu, pyl apod.) byla u kojic¢ek (véely, které krmi matku a plod matefi kasSickou) zjisténa
vy$si hladina vitellogeninu v hemolymf€. Vitellogenin slouzi jako zdsobni protein, ktery
mohou kojicky pouzit k produkci krmiva (Amdam et al., 2003). Vysoka koncentrace
vitellogeninu udrzuje nizkou hladinu juvenilniho hormonu, ¢imz zpomaluje starnuti
1étavek a potencialné zahajuje vznik dlouhoveékych zimnich véel (Fluri et al., 1982; Doke
et al., 2015). V¢eli kolonie pfezimuji s velmi omezenymi zasobami pylu (hlavni zdroj
aminokyselin, proteind a lipida pro vcely), a proto je pravdépodobné, Ze si zasobni
proteiny dé¢lnice ukladaji ve formé vitellogeninu (Fluri et al., 1982; Maurizio, 2015). Bylo
zjisténo, ze véely napadené kleStikem maji niz$i koncentraci proteinii v hemolymfg, a to
véetné vitellogeninu. Naproti tomu zdravé véely mély hladinu proteini v hemolymfé
vyssi (Amdam et al., 2004).

Aby mohl klestik vceli parazitovat na v€ele medonosné probodne jeji kutikulu.
V kutikule poté vznikd rana, kterd zistdva nezhojena mnoho dni (Kanbar a Engels, 2003;
2005). V ptipadé, ze dojde k poskozeni kutikuly jsou obvykle aktivovany imunitni
a hojivé reakce, jejichz cilem je zvySeni Sance na pfeziti a zamezeni ztraty hemolymfy
(Theopold et al., 2002; Dushay, 2009). Avsak v piipad¢ parazitace klestikem vcelim
dochazi k tomu, Ze krmny otvor zlstdva nezhojen, jelikoz ve slinach, které klestik
produkuje pfi propichnuti kutikuly jsou pfitomny antikoagulacni proteiny (Richards et
al., 2011). Proteiny obsazené ve slinach rovnéz poskozuji hemocyty cirkulujici
V hemolymf&. Zpiisobuji rozklad hemocytti, inhibuji jejich schopnost rozsitit pseudopody

(povrchové vy¢nélky) a migrovat tak, aby vytvorily agregaty (Richards et al., 2011).
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2.2.7 Virozy vcel asociované klestikem véelim

Rozto¢ klestik vceli plisobi jako pfenase¢ mnoha vcelich virdz, kterych do dnesni doby
bylo popsano pies 20 (Grozinger a Flenniken, 2019). Jako pienasSe¢ byl Varroa destructor
spojen s kaSmirskym virem (KBV), svirem akutni paralyzy vcel (ABPV),
s virem izraelské akutni paralyzy (IAPV) a svirem deformovaného kiida (DWYV)
(Boecking a Genersch, 2008). Pied vyskytem roztoc¢u Varroa byly viry véel povazovany
za men$i hrozbu pro zdravi véel (Allen et al., 1986; Bailey a Ball, 1991; Bowen-Walker
et al., 1999; Yue a Genersch, 2005).

2.2.7.1  Kasmirsky virus — KBV
Pivod KBV viru u vcelich druht je nejasny. Poprvé byl izolovan z dospélych vcel
medonosnych, které byly experimentdlné¢ naockované extraktem z vcely vychodni
v Kasmiru, severozapadni oblast Indie, odtud nazev (Bailey a Woods, 1977).
KBV je patogenni vSechny vyvojové faze vcel (Hornitzky, 1981; Hornitzky,
1982) a bézné pietrvava u plodu a dospélych véel jako skryta infekce (Dall, 1985).
Klinické ptiznaky nejsou spolehlivé definovany. Umrtnost zptisobend KBV se vyskytuje

bez jasn¢ definovanych symptomt nemoci (Bailey et al., 1979).

2.2.7.2  Virus akutni paralyzy véel - ABPV
Virus ABPV byl poprvé objeven béhem laboratornich testli s virem chronické paralyzy
vcel (Bailey et al., 1963). ABPV lze detekovat jak u dospélych vcel, tak i ve stadiu vyvoje
véely. U v€el v ptirodé se virus ABPV vyskytuje u zjevné zdravych dospélych vcel

(Bailey, 1965; Bailey et al., 1981).

2.2.7.3  Virus deformovanych kfidel - DWV
DWYV byl poprvé izolovan z nakazenych vcel v Japonsku. Je to jeden z mala vcelich vird,
ktery zpiisobuje dobie definovatelné symptomy. K typickym pfiznakiim nemoci patii
zmackana a scvrkla kiidla, mensi velikost téla a zména zbarveni dospélych véel. Viriony
DWV miuzZeme najit jak u dospélych vcel, tak i v dalsich stadiich vyvoje vcel (Kovac
a Crailsheim, 1988; Bailey a Ball, 1991; Ball a Bailey, 1997).
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2.2.8 Vliv na humoralni imunitni systém
Vlastnosti imunity vcel ovliviiuje klestik veeli, rovnéz i viry a jiné mikroby, kter¢ klestik
prenasi (Gregory et al., 2005; Yang a Cox-Foster, 2007). N¢kolik studii zabyvajicich se
imunitni odpovédi véely medonosné ukazalo, ze rozto¢i a viry mohou zménit hladiny
transkripti genti souvisejicich s imunitou (Khongphinitbunjong et al., 2015). Parazitace
rozto¢em Varroa spojend s virovou infekci vedla k vyznamné vys$§imu mnozstvi
transkriptti pro antimikrobialni peptidy: abaecin, hymenoptaecin a defensin 1 (Gregorc et
al., 2012).

PGRPs tvoii velkou skupinu konzervovanych proteini. Jsou pfitomny u hmyzu
I u savcll a maji spoleénou doménu o 160 AMK (Kang et al., 1998). Vysledky Gregorc
etal., 2012 prokazaly, Ze pii napadeni véely klestikem dojde ke zvySeni hladin transkriptt
PGRP. Infestaci kleStikem Ize spojit se zvySenou hladinou genu PGRP-SC
(peptidoglykan rozpoznavajici protein S1) (Gregorc et al., 2012). PGRP-SC je znamy pro
svou funkci potlaceni aktivaci drahy Imd (Bischoff et al., 2006; Richard et al., 2012).

Profenoloxidasa je kli¢ovym enzymem v melanizacni reakci, kterd je vyznamnym
obrannym mechanismem a soucast humoralniho imunitniho systému véely medonosné.
Exprese genu profenoloxidasy hraje zdsadni roli v omezeni ristu a mnozeni mikrobt
(Zou et al., 2008; Wang et al., 2009). Béhem krmeni rozto¢i Varroa inhibuji proces
melanizace kolem krmného otvoru dosud nezndmym mechanismem. Napadeny plod ma
sniZzenou expresi genu, jez aktivuje profenoloxidasu. Toto zjiSténi naznacuje, Ze roztoCi
pfimo inhibuji regulaci fenoloxidasové kaskady, coz muze pozdé€ji zvysit riziko
mikrobidlni  kontaminace nebo Sifeni patogenti (jako napiiklad DWYV)
(Khongphinitbunjong et al., 2015).

Exprese genti pro lysozym je siln¢ indukovana bakteriemi (Gillespie et al., 1997).
Avsak v piipadé parazitismu rozto¢em Varroa byly potlaceny geny pro lysozym (Yang
a Cox-Foster, 2005).

Pti infekci se z tukového télesa a hemocytl vcely uvolnuji ¢tyfi rizné peptidy:
apidaecin, hymenoptaecin, abaecin a defensin (Casteels et al., 1993). Peptidy piitomné
vV hemolymf€ eliminuji vétsinu bakterii (Casteels-Josson et al., 1994), avsak zatim neni
znama souvislost mezi expresi urcitého antibakteridlniho peptidu v zavislosti
na parazitaci klestikem vcelim. V roce 2005 bylo zjiSténo, ze Varroa pusobi jako
imunosupresivum pro parazitované vcely, tedy ze kolonie vice napadené exprimuji méné
defensinu 2 (Yang a Cox-Foster, 2005). Naproti tomu Abbo et al., 2017 zjistili pozitivni

korelaci mezi expresi defensinu a trovni parazitace. Dle nejnovéjsiho vyzkumu neni
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mozné stanovit vztah mezi defensinem 2 a parazitaci rozto¢em Varroa. Bylo ovSem
prokazano, ze pii zvySeni virové zatéze DWYV, jehoz je Varroa destructor vektorem,
dochazi k expresi abaecinu (Flores et al., 2021). Nazzi et al., (2012) zjistili, Ze zvySeny

pocet roztocht Varroa spousti vyssi hladiny DWV.
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3 METODY DETEKCE A KVANTIFIKACE
ANTIMIKROBIALNICH PEPTIDU

Pro detekci vcelich antimikrobidlnich peptidii se vyuziva nékolik metod. Vyuziva
se elektroforéza na polyakrylamidovém gelu nasledovana metodou Western blot.
K separaci se vyuziva vysokou¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi
(RP-HPLC) nasledovana hmotnostni spektrometrii. K purifikaci peptidd se vyuziva
extrakce na pevné fazi. Metoda qPCR se vyuziva ke stanoveni exprese gent.

Apidaecin, abaecin, hymenoptaecin a defensin se izoluji z hemolymfy. Jsou
vysoce bazické, velmi stabilni pti nizkém pH a vysoké teplote. Diky vysoké stabilité AmP
je mozné ze vzorku srazet protein pomoci 0,1 % kyseliny trifluoroctové. Nasledné se
I nesrazené proteiny denaturuji varem. (Casteels et al., 1989; 1990; 1993; Casteels-Josson
etal., 1994).

Royalisin se izoluje z matefi kasi¢ky. Royalisin je amfifilni peptid. Fujiwara et
al., 1990 pouzili k purifikaci royalisinu kyselou extrakci nasledovanou gelovou filtraci.
Dalsi purifikace proteinu byla provedena pomoci HPLC na reverzni fazi (Fujiwara et al.,
1990).

3.1 Detekce a kvantifikace AmP

3.1.1Extrakce na pevné fazi — SPE
Extrakce na pevné fazi je populdrni technika pro rychlou a selektivni ptipravu vzorku.
Metoda SPE se pouziva pro cisténi vzorkll a izolaci analytll z nejriznéjSich matric
(Biziuk, 2001). Mezi vyhody této metody patii vysoka vytéznost, G¢inné zakoncentrovani
analytu (Novakova a Dousa, 2013b), zisk vysoce purifikovaného extraktu ¢i snadna
mozZnost automatizace (Zwir-Ferenc a Biziuk, 2006).

Princip SPE je podobny principu extrakce kapalina-kapalina, ale zahrnuje
rozdéleni latek mezi kapalinu (matrice vzorku nebo rozpoustédlo) a pevnou fazi
(stacionarni faze) (Camel, 2003). Pro uspésnost extrakce musi mit analyt vyssi afinitu
K pevné fazi nez k matrici vzorku. Obecny postup je kondiciovani kolonky (Novakova
a Dousa, 2013b), zavedeni roztoku na pevnou fazi, odplaveni nezadouci slozky a poté
vyplaveni analytti do sbérné zkumavky (Camel, 2003).

Vybér vhodné stacionarni faze zavisi na mechanismu interakce mezi stacionarni

fazi a sledovanym analytem, napf. na znalosti hydrofobnich, polarnich a ionogennich
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vlastnosti obou latek. Nejbéznégjsi retenni mechanismy jsou v SPE zalozeny na van der

Waalsovych silach (nepolarni interakce), vodikovych vazbach, vazbé dipol-dipdl (polarni

interakce) a iontové interakce (Zwir-Ferenc a Biziuk, 2006).

kondicionace

———

T

.
0

| — [
promyvani
naneseni vzorku necistot

(s

QO {1chg

eluce

—E=

)
2l

Obrazek 5 — Schéma extrakce na pevné fazi (pfevzato a upraveno z Guide to Solid Phase

Extraction, 1998).
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Existuji tfi zékladni druhy extrakci, které se lisi polaritou jednotlivych fazi: reverzni faze,

normélni fize a iontové vyménna faze (Zwir-Ferenc a Biziuk, 2006).

3.1.1.1 Reverzni faze
Separace na reverzni fazi zahrnuje nepolarni staciondrni fazi a polarni matrici vzorku.
Cileny analyt je obvykle stfedné polarni az nepoldrni. Retenénim mechanismem jsou
hydrofobni interakce typu van der Waalsovych sil ¢i disperznich sil (Zwir-Ferenc
a Biziuk, 2006). Retence organickych analyti z polarnich roztokd (vodnych) je
zpusobena pfitazlivymi silami mezi vazbami uhlik-vodik v analytu taktéZ nepolarnimi
fetézci na povrchu stacionarni faze. Analyt je eluovan promytim kolonky nepolarnim
rozpoustédlem, které narusuje interakci analytu a stacionarni faze (Guide to Solid Phase

Extraction, 1998).

3.1.1.2 Normalni faze
Normalni fdze SPE obvykle zahrnuje polarni analyt, mirn€ polarni az nepolarni matrici
a polarni staciondrni fazi. Zadrzeni analytu je zplsobeno interakcemi mezi polarnimi
funkénimi skupinami analytu a polarnimi skupinami na povrchu stacionarni faze
(vodikova vazba, m-m interakce, interakce dip6l-dipol nebo indukovany dipol-dipol).
Sloucenina adsorbovana pomoci téchto mechanismi je eluovana priichodem polarniho
rozpoustédla, které naruSuje vazby. Rozpoustédlo (aceton ¢i hexan) je obvykle polarné;si

nez puvodni matrice vzorku (Guide to Solid Phase Extraction, 1998).

3.1.1.3 Iontové vyménna faze
Separaci iontové vyménnou fazi lze pouZit pro slouceniny, které jsou v roztoku nabité.
Roztok obvykle byva vodny, nékdy i1 organicky. Dochéazi k oddéleni analytu na zakladé
elektrostatickych interakci mezi analytem a kladné nebo zaporné nabitymi skupinami
ve stacionarni fazi. K eluci analytu z kolony se pouziva roztok o hodnoté pH, které
neutralizuje bud’ funk¢ni skupinu na povrchu stacionarni faze, anebo funkéni skupinu
slouCeniny. V ptipadé, Ze je jedna ztéchto skupin neutralizovana, dojde k naruSeni
elektrostatické sily a slou¢enina je z kolony eluovana. Jinou moznosti je pouziti roztoku
o vysoké iontové sile. Pfipadné roztoku, ktery obsahuje ionty, které vytlacuji

adsorbovanou slouceninu (Guide to Solid Phase Extraction, 1998).
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Danihlik et al., 2014 vyvinul novy analyticky postup pro izolaci a kvantifikaci
peptidu apidaecinu 1. Postup je zalozen na kombinaci reverzni faze slabé iontoménicové
sméSovaci extrakce na pevné fazi a nanokapilarni kapalinové chromatografie spojené
s hmotnostni spektrometrii S vysokym rozliSenim.

SPE se nevyuziva jen k purifikaci antimikrobidlnich peptidi vcel, ale vyuziva
se i pro purifikaci AmP z jinych zdroji. Leon-Calvijo et al., 2015 vyuzil SPE k purifikaci
Lactoferricinu (antimikrobialni peptid z mlééného proteinu). Byla vyuzita reverzni faze,

kolony Supelclean LC-18, které byly pied pouzitim aktivovany a ekvilibrovany.

3.2 Metody separace a detekce AmP

3.2.1 Kapalinova chromatografie-hmotnostni spektrometrie - LC-MS
Zakladnim obecnym principem chromatografickych metod je nestejnomérné rozdélovani
slozek smési mezi staciondrni a mobilni (pohyblivou) fazi. Predpokladem
nestejnomernosti rozdéleni je rizna afinita jednotlivych slozek k mobilni a stacionarni
fazi nebo jejich nestejnad schopnost do nich difundovat. Disledkem toho jsou jednotlivé
slozky zadrZzovany v systému rtiznou dobu a opoustéji tak chromatograficky systém
v odlisnych ¢asech — retenénich casech (Mikes, 1980).

Hmotnostni spektrometrie je metoda analytické chemie, kterd je svou podstatou
separacni technikou. Je zaloZena na interakci nabitych castic s elektrickym nebo
magnetickym polem ve vakuu. VSechny hmotnostni spektrometry se skladaji ze tii ¢asti
—1iontovy zdroj, analyzator a detektor ¢astic. Hmotnostni spektrometrie ma Siroké vyuziti,
pouziva se v potravinaistvi, zemédélstvi nebo tfeba ve farmacii (Friedecky a Lemr,
2012).

Peptidy se obvykle rozdéluji vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii
na reverzni fazi (RP-HPLC) (Danihlik et al., 2014). Mobilni faze je polarni, obvykle
se jedna o smés vodné slozky s polarnimi organickymi rozpoustédly, ktera jsou misitelna
s vodou. Stacionarni faze ma nepolarni charakter. NejCastéji se jako stacionarni faze
pouzivaji dlouhé uhlikaté fetézce navazané na povrch nosice (silikagel). Nejcastéji
vyuzivanou fazi je Cis. Retence latek vznikd na zéklad¢ jejich hydrofobnich interakci se
staciondrni fazi. Pfi separaci na reverznich fazich je retence latek ovlivnéna mnoZstvim
nepolarni faze na nosici (obsah uhliku a délka alifatickych fetézct a sloZenim mobilni

faze) (Novakova a Dousa, 2013a).
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Kapalinovéa chromatografie - hmotnostni spektrometrie (LC - MS) je analyticka
technika pouzivana pfti identifikaci slozek ve smésich. Ve své nejjednodussi podobé
se smes zavede do kapalinového chromatografu, kde se oddéli (Castecné nebo upln¢)
na jeji soucasti. Tyto rizné komponenty eluuji z kapalinového chromatografu postupné.
Odtok z kapalinového chromatografu se zavede do hmotnostniho spektrometru, kde jsou
ziskana hmotnostni spektra z oddélenych slozek. Z hmotnostnich spekter miizeme zjistit
molekularni hmotnosti slozek a molekularni struktury slozek (Buschow et al., 2001).

Casteels et al., 1989, 1990, 1993 pouzili k separaci fragmentti metodou RP-HPLC
na Cs koloné. Nasledné byla pouzita metoda RP-HPLC na Cig kolon€ pouze pro vybrané
frakce. Metoda RP-HPLC se vyuziva jak pro peptidy, které v¢ela uvoliiuje do hemolymfy
(apidaecin, abaecin, hymenoptaecin), pro peptidy, jeZ v¢ela uvoliuje do jedu (melittin),
i pro peptidy z mateii kasicky (jelleiny). Marques Pereira et al., 2020 vyuzila pro separaci
peptida ze véeliho jedu pouze metodu RP-HPLC na Cig koloné. Fontana et al., 2004
vyuzil stejnou metodu pro separaci peptidii z matefi kasicky. Po detekci peptidi byla
urena jejich aminokyselinova sekvence. Peptidy se dile mohou analyzovat pomoci

hmotnostni spektrometrie (Casteels et al., 1993; Pereira et al., 2020).

3.2.2 Elektroforéza
Elektroforéza je elektromigracni metoda, kterd rozdé&luje latky na zéklad€ rdzné
pohyblivosti elektricky nabitych ¢astic v elektrickém poli. Separa¢ni systém je slozen
ze dvou elektrod, které jsou umistény do vodivého prostiedi. Mezi elektrody je vloZzen
gradient elektrického pole. Rychlost pohybu elektricky nabité ¢astice zavisi na vloZeném
napéti i na odporu prostiedi. Elektroforézu miiZzeme rozdélit dle principu na elektroforézu
bez nosice a na elektroforézu na nosici (Lehotay, 2009).

Elektroforéza na nosi¢i je v praxi vice pouzivana (Lehotay, 2009). Vzorek
se pohybuje a pevném podkladu jako je naptiklad filtracni papir, celulosa nebo gel (\Voet
a Voetova, 1995). Nosi€ je nasycen tlumivym roztokem, ten zabezpe¢i vodivost mezi

elektrodami. Mezi elektrodami se vklada potencial nékolik set volti (Lehotay, 2009).
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3.22.1  Gelova elektroforéza a Western blot

Gelova elektroforéza se pouziva pro déleni makromolekul. Nejcastéji pouzivanymi gely
jsou agarosovy a polyakrylamidovy gel. Velké molekuly se oproti malym zpozd'uji,

Agarosové gely obsahuji ve své struktute velké pory, z toho diivodu se vyuzivaji
pro separaci a analyzu DNA. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu je citliva metoda
poskytujici vysoké rozliSeni. Vyuziva se pro separaci proteinl, fragmenti RNA
a fragmenti DNA (Mikkelsen a Corton, 2004). SDS-PAGE je elektroforéza
V polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS). Bilkoviny jsou
nejdiive denaturovany varem v pifitomnosti B-merkaptoethanolu a iontového detergentu
SDS, ktery nese zaporny naboj. Denaturované bilkoviny jsou vSechny ,,potazené” SDS
a nesou tudiz zhruba stejny specificky zaporny naboj, jsou po piipojeni zdroje el. proudu
rozdéleny dle velikosti. SDS-PAGE se vyuziva ke stanoveni molekulové hmotnosti
proteintt porovnanim jejich pohyblivosti v gelu s pohyblivosti standardi o znamé

relativni molekulové hmotnosti (Murray, 2002).
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Obrazek 6 — Schéma gelové elektroforézy (prevzato a upraveno z Mikkelsen a Corton, 2004).
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Western blot je technika, ktera se vyuziva pro kvalitativni nebo semikvantitativni
detekci urcitého proteinu ve vzorku. Blotingové techniky byly poprvé vyuzity v roce
1975 pro analyzu DNA (Southern blotting), pozd¢ji byly tyto metody aplikovany na RNA
(Northern blotting) a proteiny (Western blotting). Tyto techniky se vyuzivaji, pokud
chceme extrahovat proteiny nebo nukleové kyseliny z elektroforetického gelu pro dalsi
charakterizaci nebo pro mikropreparativni ucely. Bandy z elektroforetického gelu jsou
fixovany bud’ adsorpci, nebo kovalentné (Pingoud et al., 2002).

U metody Western blot jsou proteiny z SDS-PAGE elektroforeticky pieneseny
na nitrocelulosovou membranu nebo na polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu.
Ob¢ tyto membrany maji vysokou kapacitu pro proteiny, Cehoz se vyuziva
u mikropreparativnich ucelti. Ma-li byt protein detekovan imunochemicky, jsou
neobsazend hydrofobni vazebnd mista na membrané nejprve blokovana, bud’ hovézim
albuminem, nebo levnéji odtu¢nénym susenym mlékem. Proteiny jsou detekovany
vazbou specifické protilatky proti sledovanému proteinu (primarni protilatka) a poté
inkubaci se sekundarni protilatkou (namifenou proti prvni protilatce), ktera je spojena
s enzymem, jako je alkalickd fosfatasa nebo peroxidasa. Pfitomnost téchto enzymu je

stanovena kalorimetricky pfeménou chromogennich substrati na barviva. (Pingoud et al.,
2002).
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Obrazek 7 — Schematické znazornéni metody Western blot a detekce (pfevzato a upraveno

z Kurien a Scofield, 2006).
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Proafio et al., 2021 vyuzil k separaci a detekci antimikrobialnich peptidi metodu
SDS-PAGE a Western blot. Tyto metody vyuzili k separaci a detekci véeliho defensinu 1
Z medu. Byla vyuzita nitrocelulosova membrana, k blokovani byl pouzit pufr, ktery
obsahoval odtu¢néné suSené mléko. Jako primarni protilatka byla pouzita kralici
polyklonalni protildtka proti véelimu defensinu 1. Jako sekundarni se pouzila kozi
anti-krali¢i protilatka spojena s kienovou peroxidasou.

Pti analyze peptidi z matefi kaSicky byla pro separaci vyuzita tricinova
SDS-PAGE. Pro detekci peptidu byla vyuzita metoda Western blot, avSak na rozdil
od Proafio et al., 2021 byly proteiny pfeneseny na PVDF membranu. K blokovani bylo
vyuzito odtu¢néné susené mléko. Jako primdrni protilatka byla vyuzita kralici
polyklonalni protilatka proti apimisinu. Jako sekundarni byla vyuzita praseci anti-kralici

protilatka spojena s peroxidasou. (Bilikova et al., 2002).

3.3 Metody studia genové exprese AmP

3.3.1 Kvantitativni PCR — RT-gPCR
Polymerasova fetézova reakce (PCR) byla zavedena v roce 1985 Kary B. Mullisem.
(Smarda et al., 2005). PCR je metoda zmozeni uréité sekvence DNA. Jeji specifi¢nost je
zaloZena na pouziti dvou vychozich nukleotidovych jednotek (primert), které hybriduji
do komplementarnich sekvenci opacnych vldken DNA a ohranicuji zadanou sekvenci.
Vzorek DNA je nejdiive zahtivan, aby se oddé€lila obé vldkna (denaturace DNA), primery
se nechaji navazat na DNA (annealing) a kazdé vlakno je kopirovana DNA-polymerasou
pocinajic od primeru. Dvé vlakna DNA slouZi poté jako matrice pro syntézu nové DNA
ze dvou primertu (extenze). Opakovani cyklii denaturace, pfipojeni primeru k jejich
komplementarnim sekvencim a prodluZovani ptipojenych primerit DNA polymerasou
vede k exponencialnimu mnozeni segmentt DNA o definované délce (Murray, 2002).
Pro syntézu dostate¢ného mnoZstvi amplikonu je potfeba cyklus PCR opakovat 25-30-
(Miilhardt, 2007). Vysledkem PCR je namnoZend sekvence templatové DNA.
K vyhodnoceni je potieba vyuzit dalSi techniky. Vyuziva se gelova elektroforéza ¢i
Southern blot (McPherson a Moller, 2006).

gPCR —kvantitativni PCR, PCR v redlném case je variantou PCR, ktera umoziuje
ptimou kvantifikaci produkti v pribéhu reakce. Cyklus qPCR je velmi podobny klasické
PCR. V kazdé cyklu se opakuji tii faze: denaturace dvoufetézcové DNA, annealing

a extenze. Do reak¢ni smési se pridavaji fluorescen¢ni barviva, jelikoz produkty nejsou
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samy od sebe schopné fluorescencniho zareni. Fluorescencni barviva jsou schopny
fluorescen¢niho zareni, ale neovliviiuji pribéh reakce. Kvantifikace produktt se provadi
prostiednictvim detekce a kvantifikace fluorescencniho signalu, protoze intenzita
fluorescenéniho signélu je pfimo tmérna mnozstvi produktu (Bustin, 2004; Smarda et al.,
2005). Dle vazby fluorescencniho barviva na DNA rozliSujeme specifickou
a nespecifickou detekci produktu. K nespecifické detekci produktu se vyuzivaji
interkalac¢ni barviva. Interkalacni barviva se vazou na dsDNA, ktera vznika béhem PCR.
Vazba barviva je reverzibilni. Casto vyuZivanym barvivem je barvivo SYBR Green
(Bustin, 2004). Jednou z nevyhod interkala¢nich barviv je, Ze detekuji veSkerou DNA,
ktera je pfitomna v reakéni smési, tedy i nespecifické produkty (Kaltenboeck a Wang,
2005). U specifické detekce dochdzi ke zméné fluorescence pouze pii amplifikaci cilové
sekvence. VyuZziva se sond, které jsou sekvenci komplementarni k templatové DNA.
V ptipad¢ pouziti sond jiz nemohou byt detekovany nespecifické produkty (Miilhardt,
2007).

qPCR se vyuzivd pro kvantitativni analyzu genové exprese. Analyza genoveé
exprese probiha na trovni mRNA, nikoli na trovni DNA. Pfed provedenim metody qPCR
je potieba prepsat RNA do komplemetarni cDNA pomoci reverzni transkripce. Prepis
RNA do DNA probiha s pouzitim enzymu reverzni transkriptasy (Valasek a Repa, 2005).
RNA je ve srovnani s DNA extrémné labilni, proto musi byt izolace provedena co
nejpeclivéji. Pro izolaci RNA se vyuziva guanidium thiokyanat-fenolchloroformova
metoda. Metoda je zaloZena na fdzové separaci. Vzorek se nejdiive podrobi centrifugaci
ve smési fenolu, chloroformu a GITC (guanidium isothiokyanat). Po centrifugaci je RNA
pfitomna ve vodné fazi. RNA je precipitovana pomoci 2-propanolu nebo ethanolu, je
vysusena a rozpusténa ve vodé nebo tris/EDTA pufru (Chomzynski, 1987). Pro izolaci
RNA se kromé fenol-chloroformové metody vyuZivaji komeréné vyrabéné kity. Vyhodou
kith je rychla, spolehlivd a pohodlna izolace RNA. Pfi praci navic odpadd manipulace
s toxickym chloroformem a ziravym fenolem (Kocarek, 2007).

Metodu qPCR pro studium AmP vyuzil Klaudiny et al., 2005 ke studiu defensinu
1. Wang et al. 2021 rovnéz vyuzil kvantitativni PCR za ucelem stanoveni exprese

abaecinu u ¢melaka (Bombus lantschouensis).
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4 EXPERIMENTANI CAST

4.1 Material
4.1.1 Chemikalie
Albumin

Bradfordovo ¢inidlo

4.1.2 Biologicky material
Vzorky zdravych vcel a véel ze veelstev silné napadenych klestikem véelim. Vzorky byly

ziskany od vedouciho prace.

4.1.3 Pristroje a vybaveni
Analytické vahy
Kulovy mlyn
Centrifuga
Mikrodestickovy spektrofotometr

4.2 Metody
4.2.1 Zpracovani vzorku véel
Mrtvym vcéeldm byla ustfihnuta hlavicka, pinzetou byl vytdhnut travici trakt (uchopit
zihadlo a zadeckovym ¢lankem vytahnout cely travici trakt) a poté byla ustfihnuta hrud’
od zadecku. Jednotlivé ¢asti byly vloZeny do mikrozkumavek, poté byly pfidany sklenéné
kulicky a 200 pl vody. Jednotlivé c¢asti byly homogenizovany v kulovém mlynu.
Nasledné byly mikrozkumavky centrifugovany pii 16900-g 10 minut pii laboratorni
teploté. Ze supernatantu bylo odebrano 20 pl a piidano 180 pl vody. Z takto pfipravenych

extraktll byly stanoveny proteiny Bradfordovou metodou.

4.2.2 Stanoveni proteinii metodou dle Bradforda
Meéfieni probihalo v mikrodestickach, kam bylo postupné vneseno 45 pl destilované vody,
5 pl vzorku proteinu a 200 pl pracovniho roztoku Bradfordova ¢inidla. Nasledné byla

zmé&fena absorbance pii 595 nm (Bradford, 1976).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni proteinti metodou Bradforda
5.1.1 Kalibraéni kfivka
Pro stanoveni proteinti Bradfordovou metodou byly vytvofeny dvé kalibra¢ni kiivky. 1.
kalibraéni kiivka byla pouZita pro koncentraci v rozmezi 0-200 pug-ml?. 2. kalibra¢ni
kiivka byla pouzita pro koncentraci 200-1000 pg-ml™. Jako standard byl pouzit roztok

albuminu.
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Obrazek 8 — Kalibragni kiivka pro rozmezi 0-200 pug-ml™,
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Obrazek 9 — Kalibragni kiivka pro rozmezi 200-1000 pg-mi=.
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5.1.2 Stanoveni proteinii ve vzorcich véel

Byla stanovena koncentrace proteintt metodou dle Bradforda ve vzorcich zdravych vcel
a ve vzorcich vcel ze vcelstev silné napadenych klestikem vcéelim. Bylo zpracovano
11 vzorki zdravych vcel a 11 vzorki veel ze vCelstev siln€ napadenych klestikem vcelim.
Proteiny byly stanoveny u obou skupin zvlast v hlavé, hrudi a zadecku. Primérna
Koncentrace proteini v hlavach u zdravych véel byla 0,197 pg-ml?t +3,204:1072
v hrudich od 0,450 pg-ml? £+ 5,931-102 a v zade¢ku od 0,291 pug-ml* +7,321-102
Primérna koncentrace proteind v hlavach u vcel ze véelstev nakazenych varo6zou byla
0,170 pg:mlt + 5,542:102, vhrudich 0,464 ug-mlt + 7,298:10% av zadecku
0,325 ug-ml? + 5,995:102. Vzorky byly vyhodnoceny T-testem na hlading vyznamnosti
5 %. K vyhodnoceni dat byl pouZit program Statistica.
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Obrazek 10 - Koncentrace proteinti v extraktu z hlav ze véel z kontrolni skupiny (n=11) (CTRL)

a ve skupiné v¢el odebranych z Varroa siln¢ napadenych véelstev (n=11) (VD).
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Bowen-Walker a Gunn, 2001 zjistili, ze u vcel parazitovanych klestikem v¢elim
doslo k poklesu mnozstvi proteinti vV hlavé. Na hladiné vyznamnosti 5 % nebyl nalezen
statisticky vyznamny rozdil u hlav mezi zdravymi v¢elami a véelami ze veelstev ze silné
napadanych klestikem v¢elim. Vysledky odporuji studii Bowen-Walker a Gunn, 2001.
Vysvétlenim by mohla byt skutecnost, ze Varroa destructor pievazné neparazituje

na hlavach v¢ely medonosné (Ramsey et al., 2019).
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Obrazek 11 - Koncentrace proteint v extraktu z hrudi ze véel z kontrolni skupiny (n=11) (CTRL)

a ve skupiné v¢el odebranych z Varroa siln¢ napadenych véelstev (n=11) (VD).
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Na hladin¢ vyznamnosti 5 % nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil u hrudi
mezi zdravymi vcelami a vcelami ze vcelstev silné napadanych kleStikem véelim.
Vysledky potvrzuji vyzkum Bowen-Walker a Gunn, 2001, ktefi zjistili, ze k poklesu

mnozstvi proteint v hrudich po infestaci klestikem vcelim nedochazi.
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Obrazek 12 - Koncentrace proteint v extraktu ze zadeckt ze vcel z kontrolni skupiny (n=11)

(CTRL) a ve skupiné véel odebranych z Varroa silné napadenych véelstev (n=11) (VD).
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Klestik je spojovan se snizenymi titry proteinti u parazitovanych vcel v zadecku
(Bowen-Walker a Gunn, 2001). Hlavnim zdrojem potravy klestika vceliho je tukové
téleso (Ramsey et al., 2019), které je mimo jiné hlavnim mistem syntézy proteint (Arrese
a Soulages, 2010). Ocekavanym vysledkem proto méla byt vyrazné nizsi hladina proteinii
u véel ze vcelstev silné napadenych klestikem véelim. Na hladiné vyznamnosti 5 % nebyl
nalezen statisticky vyznamny rozdil u zadeCku mezi zdravymi vcelami a vcelami
ze veelstev ze silné€ napadanych klestikem vcelim. Surlis et al., 2018 stanovovali obsah
proteinti u kukel vCely medonosné. V tomto vyzkumu byla zjisténa rozdilna hladina
proteinti u zdravych kukel véely medonosné a u kukel, které byly parazitovany klestikem
vcelim. V tomto vyzkumu ovsem nebyla stanovovéna celkova koncentrace proteind, ale
byly stanovovany konkrétni proteiny: proteiny souvisejici s kutikulou, transportem
lipidi, vrozenou imunitou a proteiny podilejici se na metabolickych procesech. Bylo
zjisténo, ze pii parazitaci dochazi ke snizeni koncentrace proteini, které souviseji
s kutikulou, transportem lipidli a vrozenou imunitou. Na druhou stranu doslo ke zvyseni
proteind, které¢ se podileji na metabolickych procesech. Divodem, pro¢ nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil, by mohlo byt stanovovani koncentrace celkovych proteinti

Vv télnich ¢astech, nikoli stanoveni koncentrace jednotlivych proteind.
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6 ZAVER

Byla vypracovana bakaléaiska prace s nazvem Vliv klestika v¢eliho na humoralni imunitni
systém vCely medonosné. Bylo dosazeno téchto vysledkii:
1. Byla zpracovana literarni reSerSe o imunitnim systému hmyzu.
2. Byla zpracovana literarni reSerSe o vlivu klestika véeliho a jim pfenasenych
sekundarnich nédkaz na humoralni imunitni systém vcely medonosné.
3. Byl vypracovan piehled metod pouzivanych ke studiu zmén hladin nebo genové
exprese antimikrobialnich peptidi hmyzu a vcel.
4. Bylo provedeno prvotni meéfeni koncentrace proteini v télnich cCastech vcel

odebranych ze vcelstev infestovanych roztoci a véel zdravych.
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ABPV
AMK
AmP

Da

DNA
DWV
EDTA
GITC
IAPV
KBV
LC-MS
PAMP
PCR
PGRP
PGRP-LC
PGRP-SC
PVDF
gPCR
RNA
RNAI
RP-HPLC
SDS
SDS-PAGE
SPE

Tris

8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

virus akutni paralyzy vcel

aminokyselina

antimikrobialni peptidy

jednotka Dalton

deoxyribonukleova kyselina

virus deformovanych kiidel

kyselina etylendiaminotetraoctova

guanidium isothiokyanat

virus izraelské akutni paralyzy

kasmirsky virus

kapalinova chromatografie — hmotnostni spektrometrie
struktury charakteristické pro patogenni mikroorganismy
polymerasova fetézova reakce

peptidoglykan rozpoznavajici proteiny
transmembranovy receptor, ktery vaze peptidoglykan
peptidoglykan rozpoznavajici proteiny S1
polyvinylidendifluorid

kvantitativni PCR

ribonukleova kyselina

RNA interference

vysokoucinna chromatografie na reverzni fazi
dodecylsiran sodny

polyakrylamidova elektroforéza s pouzitim SDS
extrakce na pevné fazi

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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