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1 UVOD

Pro mnohobunééné organismy je dilezitd imunita, tedy bunééné a molekularni obranné
mechanismy v boji s patogeny. Hmyz, véetné vcel, oplyva pouze imunitou vrozenou, kam
fadime fyzikalni bariéry, humoralni imunitu a imunitu bunéénou. Neni tak schopen
produkce protilatek, ktera je typicka pro adaptivni imunitni systém (Rosales, 2017).
Bunééna imunita je charakterizovana hemocyty cirkulujicimi v hemolymfé. Ty jsou
zodpovédné za mechanismy bunééné imunity, kam ftadime fagocytézu, nodulaci,
enkapsulaci ¢i melanizaci. Humordlni imunita stoji na produkci antimikrobidlnich
peptidi, k cemuz dochdzi diky signdlnim drahdm po rozpoznani konzervovanych
patogennich motivli (Rosales, 2017). Pro humordlni imunitu je dilezitd také
fenoloxidasova kaskada, v ¢ele s enzymem fenoloxidasou (Cerenius & Soderhall, 2004).
Imunitni reakce vSak neprobihaji pouze v hemolymf€, dilezité jsou také urcité tkané.
V tukovém télisku, homologu sav¢ich jater, probihd mj. syntéza antimikrobidlnich
peptidi (Tsakas & Marmara, 2010). Vyznamna je také stfevni tkan ¢i hltanové Zlazy
(Alaux et al., 2010; Zeng et al., 2022). Zajimavym je immune priming, tedy zvySena
rezistence vaci patogentm, kterym byl jedinec jiz pfedtim vystaven v subletaIni davce
(Sheehan et al., 2020). Imunitni rezistence mize byt pfenasena i mezi generacemi, tento
jev byl nazvan jako transgenera¢ni immune priming (Hernandez Lopez et al., 2014).
Veely jsou kvili svému socialnimi zptsobu Zivota citlivé k mnoha rozmanitym
patogenum (Antunez et al., 2015). Jsou napadany bakterialnimi, virovymi i houbovymi
patogeny (Finfhaus et al., 2018). Z hlediska $ifeni patogenti je vyznamny rozto¢, klestik
véeli, ktery Sifeni bakterii i vird zna¢né napomaha (de Miranda & Genersch, 2010).
Ve veelstvu se béhem roku vyskytuji dvé generace vcel, letni a zimni (Steinmann et
al., 2015). Mimo rozdilné délky zivota se li§i také imunitnim systémem. Zimni generace
véel vyuziva primarné¢ humorélni imunitu, oproti tomu vcely letni generace kombinuji

mechanismy humoralni i bunééné imunity (Kunc et al., 2019).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Imunitni systém hmyzu

Mnohobunécéné organismy si vytvorily bunééné a molekularni obranné mechanismy
v boji proti infekcim. Tyto mechanismy oznacujeme jako imunitu. V piipad¢ obratlovct
se imunita sklddd z okamzité vrozené imunitni odpovédi a adaptivniho imunitniho
systému. Adaptivni imunitu hmyz postrada, presto vSak oplyva tfadou vrozenych
imunitnich mechanismi, mezi které fadime fyzikalni bariéry, buné¢nou imunitu a imunitu
humoralni (Rosales, 2017). Cilem je odolani infekci, eliminace infekce, ¢i tolerance
patogenti (Evans & Spivak, 2010). V nasledujicich podkapitolach budou popsany
jednotlivé trovné imunitniho systému hmyzu se zaméfenim na véelu medonosnou (Apis
mellifera), jeji humoralni imunitu a imunitni reakce vic¢i virovym patogenim.

2.1.1 Fyzikalni bariéry

Mezi fyzikalni bariéry patii integument a peritrofickd membrana. Integument tvoii vnéjsi
povrch téla hmyzu a je tvofen jednou vrstvou bunék pokrytou vicevrstvou kutikulou.
Peritrofickd membrana vystyld stiedni Cast zaZivaciho traktu, sklada se z chitinu
a glykoproteinu (Rosales, 2017). Hlavnim cilem bariér je zabranit adhezi mikrobti na télo

hmyzu a vstupu do néj, jedna se o prvni linii obrany (Evans & Spivak, 2010; DeGrandi-

Hoftfman & Chen, 2015).

2.1.2 Bunééna imunita
Pokud patogen pronikne fyzikalnimi bariérami, dochazi k aktivaci druhé linie obrany,
tedy bunécné a humoralni imunity. V obou piipadech stoji na pocatku rozpoznani vysoce
konzervovanych strukturnich motivi na povrchu patogent, oznaCovanych jako
molekularni struktury typické pro patogeny (PAMPs), a to pomoci motiv
rozpoznavajicich receptorti (PRR). Rozpoznani vede ke spusténi signalnich drah, které
Usti v aktivaci vySe zminénych imunitnich odpovédi (DeGrandi-Hoffman & Chen, 2015).

Buné¢nd imunita je zprostfedkovana hemocyty, bunikami, které cirkuluji v hemolymfg.
Hemocytl existuje mnoho druht s rozlicnymi funkcemi. Nékteré jsou schopny adheze
a fagocytozy, jiné produkuji profenoloxidasu (proPO), dilezity zymogen fenoloxidasové
kaskady, popsané v kapitole 2.1.3.2 (Rosales, 2017).

V hmyzi {i8i existuje vzhledem k obrovskému mnoZstvi hmyzich druhli mnoho variant
bunééné imunitni odpovédi. Mezi nejcastéjsi vSak patii fagocytdéza, nodulace,
enkapsulace a melanizace. Béhem fagocytdzy dochazi k rozpoznani, navazani a pohlceni

relativné velké Castice. Nodulace znaci tvorbu mnohobunéénych agregati z hemocyti,
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diky kterym dojde k polapeni vétSiho mnozstvi bakterie. Oproti tomu enkapsulaci
organismus vyuzije v boji s vétsim patogenem (Rosales, 2017).

Melanizace zahrnuje enzymatické i neenzymatické reakce, jejiz vysledkem je tvorba
melaninu, jehoz prekurzorem je aminokyselina tyrosin. Proces je zodpovédny
za enkapsulaci mnohobunéénych patogenti, obnovu tkani i obranu viaéi dal§im
bakterialnim, houbovym i virovym patogenim. V piipadé mechanického poskozeni ¢i
ptitomnosti parazitii dochazi k ukladdni melaninu kolem postizenych tkani ¢i cizich
objekti. Klicovym enzymem melanizace je L-tyrosin-L-dopa:O; oxidoreduktasa
(fenoloxidasa, PO, EC 1.14.18.1), aktivovand vrdmci fenoloxidasové kaskady

(Gonzalez-Santoyo & Cordoba-Aguilar, 2012).

2.1.3 Humoralni imunita
Humoralni imunitni odpovéd’ je zaloZzena na produktech imunitnich gend, jejichZ exprese
je indukovana po rozpoznani patogeni. Tyto geny kdduji antimikrobialni peptidy (AmP),
které jsou syntetizovany pievazné v tukovém télisku a nasledné¢ uvolnovany
do hemolymfy. Pied infekci exprese zminénych geni bud’ neprobihd, nebo je
konstitutivné nizka. Humoralni imunita zahrnuje také aktivaci enzymovych kaskad
regulujicich koagulaci hemolymfy a melanizaci, stejné jako produkci reaktivnich forem
kysliku (ROS) (Tsakas & Marmara, 2010). Z enzymového hlediska je tedy dulezita
aktivace proPO (Rosales, 2017).

Z casového hlediska je jako prvni aktivovana buné¢na imunita, humoralni je zpozdéna
o nékolik hodin. Imunitni mechanismy bunécné a humoralni imunity nepracuji oddélené
a hranice mezi nimi neni ostra. Napiiklad hemocyty mohou stimulovat tukové télisko

k produkci AmP (Rosales, 2017).
2.1.3.1 Antimikrobialni peptidy A. mellifera

V hmyzi {i8i bylo isolovano a charakterizovano ptes 150 AmP. Jedna se o malé molekuly
obsahujici 12-50 aminokyselin, které se diky své kationické povaze mohou vézat
na membrany patogentll, ¢imz zapficini smrt jejich buiiky. Plisobi jak na bakteridlni,
tak 1 houbové patogeny (Tsakas & Marmara, 2010). Cili vSak pouze na bunky
prokaryotni. V genomu A. mellifera bylo detekovano omezené mnoZstvi AmP.
V hemolymf€ bylo detekovano 7 AmP kodovanych 19 komplementdrnimi DNA (cDNA).
AmP byly identifikovany i v matefi kaSi¢ce a v¢elim jedu (Danihlik et al., 2016).
Neékteré AmP cili na pouze jeden typ mikrobt, napf. apidaeciny a hymenoptaecin

vykazuji vyssi aktivitu viac¢i gramnegativnim (G—) bakteriim. Oproti tomu abaeciny cili



na bakterie grampozitivni (G+) (Danihlik et al., 2016). Jak uvadi napt. studie Evanse
(2004), exprese abaecinu je vyznamn¢ up-regulovdna po inokulaci véelich larev
G+ bakterii Paenibacillus larvae. Jak uvadi studie Klaudinyho et al. (2005), defensin-I
pusobi jak na G+ a G— bakterie, tak i na houby. Jeho isoforma, royalisin, objevena
v mateti kaSicce, pusobi efektivnéji na G+ bakterie. Dalsi AmP mateti kaSicky, jelleiny,
vykazuji aktivitu nejen vici G+ a G— bakteriim, ale i kvasinkam (Danihlik et al., 2016).

Antimikrobialni aktivita AmP je rtiznd. Po navdzani na membranu patogenni bunky
dochazi obvykle k vytvofeni kandlu v membrané, kterym zbunky unikaji ionty
a esencidlni metabolity, ¢1 dokonce peptidy a proteiny. Jiné AmP mohou pronikat
do buiiky, kde interaguji s proteiny, DNA, RNA ¢i komponenty bunétné stény.
Kuptikladu apidaeciny, AmP bohaté na prolin, pronikaji do bakterialni bunky bez
lytického efektu a vazi se na GroEL-GroES komplex, komplex zodpovédny za spravné
sloZeni prokaryotnich proteinli, coZ vede k inhibici syntézy proteini (Danihlik et al.,

2016).

2.1.3.2 Fenoloxidasova kaskada

PO je enzym zodpovédny za aktivaci melanizace u bezobratlych, je vSak také dulezitym
nastrojem obrany proti riiznym patogentim. Patfi mezi tyrosinasy, jejiz hlavnim tkolem
je oxidace fenold. Jedna se o metaloenzym, v aktivnim misté¢ enzymu se nachazi
binukledrni centrum tvofené dvéma atomy médi, z nichz kazdy je obklopen tfemi
histidinovymi zbytky. V genomu A4. mellifera byl nalezen jediny proPO gen (Gonzélez-
Santoyo & Cordoba-Aguilar, 2012). Zajimavé je, ze teplotni optimum PO je 20 °C,
piestoze teplota v ulu je piiblizné 34,5 °C (Danihlik et al., 2016).

PO je exprimovana jako inaktivni zymogen proPO, jehoz syntéza probiha prevazné
v hemocytech. Oproti tomu v tukovém télisku se nevytvaii. Do své aktivni formy je
v ptipadé potieby PO konvertovana systémem zvanym fenoloxidasova kaskada (Obr. 1).
Jednd se o komplex aktivacnich a inhibi¢nich reakci zahrnujici rizné typy bunék,
zymogenu, proPO inhibitorti a signalnich molekul. Na poc¢atku kaskady je stejné jako
v ptipad¢ jinych imunitnich drah rozpoznadni patogennich motivli pfisluSnymi PRR.
Lipopolysacharid (LPS) je rozpoznavan LPS-rozpoznavajicim proteinem (LGRP),
peptidoglykany (PGs) PGs rozpoznavajicimi proteiny (PGRPs) a B-1,3-glukan -glukan
rozpoznavajicim receptorem (BGRP). Signal je pfenaSen diky kaskad€ serinovych
proteas, z nichZ posledni je proPO aktivujici serinova proteasa neboli profenoloxidasu

aktivujici enzym (PPAE). U nékterych hmyzich druht, napt. u 4. mellifera je pro aktivaci



proPO pomoci PPAE potieba kofaktort, tzv. homologii serinovych proteas (SPH), které
PPAE aktivuji (Gonzélez-Santoyo & Cordoba-Aguilar, 2012). Aktivovana PO katalyzuje
oxygenaci monofenold na o-difenoly a jejich naslednou oxidaci na o-chinony, ty poté
polymerizuji za vzniku melaninu. Pro imunitu jsou vSak dilezité i meziprodukty, které
cely proces doprovazeji. Jedna se o chinony, difenoly, superoxid, peroxid vodiku

¢i reaktivni dusikaté radikaly (Cerenius & Soderhall, 2004).

B-1.3-glukany Lipopolysacharid Peptidoglykany
+ pGRP + LGRP +PGRP

L J

Kaskada serinovych proteas (PPAE)

Homology serinovych v
proteas (SPH) > PPAE
'7 Serpiny
Profenoloxidasa -
—
(proPO) Fenoloxidasa (PO)
Oz Fenoly

Melanin R Chinony

Obr. 1: Schéma fenoloxidasové kaskady. Cely proces spousti rozpoznani patogennich motivi
ptislusnymi receptory (BGRP, LGRP, PGRP). Nésleduje kask&da serinovych proteas ustici
v aktivaci profenoloxidasy (proPO) na aktivni fenoloxidasu (PO) pomoci profenoloxidasu
aktivujiciho enzymu (PPAE). V piipadé A. mellifera je nutna aktivace PPAE pomoci homologti
serinovych proteas (SPH). Aktivni PO katalyzuje oxidaci fenol na chinony, které polymerizuji
za vzniku melaninu. Kask&du inhibuji serpiny (upraveno dle Gonzalez-Santoyo & Coérdoba-
Aguilar, 2012).



Vzhledem k faktu, ze béhem fenoloxidasové kaskady vznikaji reaktivni molekuly,
které by v pfipadé¢ nadbytku mohly poskodit buiky vlastniho organismu, musi byt
kaskéada regulovana. V hmyzi hemolymf¢ bylo nalezeno nékolik inhibitordi serinovych
proteas, které tak inhibuji aktivaci PO. Patifi mezi n¢ napt. serpiny (Gonzalez-Santoyo &
Cordoba-Aguilar, 2012). Superrodina serpini obsahuje znaéné mnozstvi proteinti, z nichz
vétSina funguje jako inhibitor serinovych proteas. Identifikovany byly v rostlinach,
zvitatech 1ivirech. Bézné obsahuji okolo 370-390 aminokyselin, blizko C-konce se
nachazi reaktivni misto tvofici smycku. Pravé tato smycka na povrchu molekuly
interaguje s cilovou proteasou, konkrétné dochézi k vytvoreni vazby s aktivnim mistem
proteasy, ¢imZ dojde k inhibici enzymové aktivity (Jiang & Kanost, 1997). Inhibitory
mohou vyuZivat i1 parazité. Serpiny byly identifikovany napiiklad v jedu vosicky
Leptopilina boulardi. Parazit tak serpiny vyuziva k potla¢eni imunitni odezvy hostitele
(Colinet et al., 2009).

2.1.4 Signalni drahy zapojené do imunitni odpovédi

Hmyz, vCetné vcel, oplyva tfemi hlavnimi, vzajemné propojenymi drahami odpovédi
na expozici patogenim. Jedna se o signdlni drahy Toll, drahu imunitni nedostatec¢nosti
(Imd) a ATP:[protein]-L-tyrosin O-fosfotransferasa (nespecifickd) (Janus kinasa, JAK,
EC 2.7.10.2)-pfevodnik signalu a aktivator transkripce (JAK-STAT) drédhu. Drahy se
skladaji z proteinti, které rozpoznavaji signdly z invazivnich parasitl, proteini
upravujicich a zesilujicich signal a efektorovych proteinti ¢i metabolitt, které jsou primo
zapojené v inhibici patogenti (Evans et al., 2006).

Toll je signal transdukujici transmembranovy receptor hrajici diilezitou roli v imunité
1 vyvoji (Evans et al., 2006). Draha Toll je aktivovana v moment¢, kdy se po rozpoznani
bakteridlniho ¢i houbového patogenu proteolyticky aktivovany Spitzle, cytokinu
podobna molekula, navaze na extracelularni doménu receptoru Toll (Rosales, 2017).
Navazani zapfiCini konformacni zménu receptoru, tvorbu a aktivaci receptorového
komplexu a usti v degradaci Cactusu, inhibitoru transkripéniho faktoru kappa B (NF-«kB)
Dorsal. Transkripcni faktory jsou nasledné translokovany do jadra (Evans et al., 2006).
Vysledkem  je  produkce = AmP, napiiklad  defensinu-I,  peptidoglykan
N-acetylmuramoylhydrolasy (lysozym, EC 3.2.1.17) ¢i PO pro naslednou melanizaci
(Evans et al., 2006; Danihlik et al., 2016).

Stejné tak Imd aktivuji bakteridlni a houbové patogeny. PfenaSeny signal aktivuje

NF-kB Relish, ktery tak indukuje transkripci gent AmP, napif. hymenoptaecinu ¢i



abaecinu (Evans et al, 2006; Danihlik et al., 2016). Aktivace drdhy vede také
k melanizaci (Evans et al., 2006). Signalni drdha JAK-STAT je zapojena do imunitni

odpovédi na virové patogeny, je proto probrana v kapitole 2.1.5.2.

2.1.5 Obranné reakce hmyzu proti virovym patogenim
Virova onemocnéni patii mezi faktory, které ovliviji zdravi a dlouhovékost veel. Proti
infekci vystupuji imunitni reakce hostitele (McMenamin et al., 2018). V piipadé

A. mellifera se jednd primarné¢ o drdhu RNA interference (RNAIi), signalni drahu

JAK-STAT a autofagii (Rosales, 2017).
2.1.5.1 Draha RNA interference (RNAI)

RNAI je hlavni drahou, ktera se vyporadava s infekci virovymi patogeny. Jejim zakladem
je rozpoznani virem produkované dvouvladknové RNA (dsRNA) s naslednou produkci
malych interferujicich RNA (siRNAs). Dale siRNAs zacili virovou RNA k degradaci
a tim suprimuji virovou replikaci (Rosales, 2017). Jedna se o posttraskripni sekvencné
specificky mechanismus umlceni genu (McMenamin et al., 2018).

Virovou replikaci produkovand dsRNA je rozpoznana endonukleasou Dicer-2 (EC
3.1.26.3) spole¢né s proteinem R2D2 (Obr. 2). Dicer-2 katalyzuje nastépeni dsRNA
na malé, 21-nukleotidové RNA fragmenty, siRNAs (Rosales, 2017). Poté jsou siRNAs
navedeny do ,,RNA-induced silencing complex* (RISC), jehoz soucasti je i RNasa
Argonaut (Arg). V RISC zistane jedno RNA vldkno asociovano s Arg, jedna se o tzv.
vedouci fetézec, zatimco doprovodny fetézec je degradovan. Vedouci vldkno se
v cytoplasmeé spolu s RICS dle komplementarity bazi véze na cilovou virovou
jednovlaknovou RNA (ssRNA), ¢imz zprostiedkuje degradaci ssSRNA katalyzovanou Arg
(McMenamin et al., 2018).
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Obr. 2: Schéma RNAI. Virova dsRNA je rozpoznana proteinem Dicer-2 spolu s proteinem R2D2.
Dicer-2 katalyzuje nastépeni dsSRNA na siRNAs, které jsou navadény do RISC. Vedouci vlakno
(modré) se spolu s RISC dle komplementarity bazi vaze na virovou ssRNA, doprovodné
(oranzové) je degradovano. Po navazani na cilovou ssRNA katalyzuje protein Arg degradaci
virové RNA (upraveno dle Rosales, 2017).

Mnoho virovych patogenti kéduje supresory RNA1. Miize dochazet napt. k blokaci
RISC, ptipadné k vazb¢ na virovou dsRNA, coZ brani navazani enzymu Dicer-2. Existuji

také inhibitory aktivity Arg (Rosales, 2017).
2.1.5.2 JAK-STAT signalni draha

Do imunitni odezvy jsou zapojeny také signalni drahy, nejlépe prostudovanou je v tomto
sméru draha JAK-STAT. V antivirové imunité¢ je dulezitd pro pfedchdzeni rozsifeni
infekce (Rosales, 2017). Jak ukdzala napt. studie Paradkara et al. (2012), JAK-STAT
dréha vykazuje podobnosti se savéim systémem interferontl. Napadend buiika produkuje
faktory, které aktivuji drahu ve vedlejSich zdravych bunkach, ¢imz roste jejich rezistence
k infekei.

Na poc¢atku JAK-STAT drahy je navazani cytokinu na receptor, ktery dimerizuje, ¢imz
dojde k aktivaci Janus kinas (JAKSs), které jsou nepfetrzité¢ navadzany na cytoplasmaticky
konec receptoru (Obr. 3). Aktivované JAKs fosforyluji sebe navzijem, stejné jako

specifické tyrosinové zbytky v cytoplazmatické ¢asti receptoru. Prave na tyto tyrosiny se



vazi ,,Src-homology 2 (SH2) domény molekul transkripénich faktord ptevodnikt
signdlu a aktivatora transkripce (STATs). Po navazani jsou STATs pomoci JAKSs
fosforylovany na tyrosinech, coz jim umoziuje dimerizovat a translokovat se do jadra,
kde se vazou na promotory cilovych genii. U octomilky obecné (Drosophila
melanogaster) jsou znamy 3 cytokinim podobné molekuly vazici se na receptor,
pojmenovany ,unpaired 1-3“ (upd). VSechny 3 molekuly signalizuji ptes jediny receptor,
pojmenovan ,,Domeless” (Dome), na ktery je navazana jedina JAK, ,,hopscotch® (hop).
Byl nalezen také jediny STAT, STAT92E. Signalizace je regulovana, napt. na receptoroveé
urovni. V membrdnach bunék D. melanogaster se nachdzi nesignalizaCni ,eye
transformer* (ET) protein, ktery vaZe upd, ¢imZ inhibuje intracelularni signalizaci

(Rosales, 2017).

upd 0 upd
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Obr. 3: JAK-STAT signalni draha. Na pocatku je navdzani cytokinu-podobné molekuly (upd)
na transmembranovy receptor (Dome), ktery je asociovan s JAK (hop). Vysledkem je
autofosforylace JAK, stejn¢ jako specifickych tyrosinovych zbytki na Dome, kam se navaze
transkripcni faktor (Stat92E). Vysledkem je fosforylace Stat92E pomoci hop, jeho dimerizace
a translokace do jadra, kde se vaze na promotor genu imunitni odpovédi. Signalizace je
regulovana nesignalnim proteinem (ET), ktery vazbou s upd inhibuje intraceluldrni signalizaci
(upraveno dle Rosales, 2017).



Signalni draha JAK-STAT je aktivovand i v riznych stresovych podminkéch, at’ uz
v pripad¢ mechanického poranéni, dehydratace ¢i tepelného Soku. Hemocyty v takovém
ptipad¢ produkuji molekulu upd3, ktera interaguje s Dome receptorem bunék tukového

téliska, ve kterych tak dochazi k indukci genti imunitni odpovédi (Rosales, 2017).
2.1.5.3 Autofagie

Autofagie je mechanismem antivirové imunity nezavislym na signalnich drahach Toll,
Imd ¢i JAK-STAT. Jedna se o proces, béhem kterého jsou v buiikach vytvofeny
dvoumembranové  vesikuly, autofagosomy. Vesikuly jsou tvofeny z nové
nasyntetizovanych membran, které inkorporuji velké cytoplazmatické komponenty jako
jsou poskozené organely ¢i proteinové agregaty. Autofagosom nésledné fuzuje
s lysozomem, kde dojde k degradaci jeho obsahu (Rosales, 2017).

Autofagie je indukovana riznymi stresovymi signdly, jako je hladovéni, infekce ¢i
bunécné opravné mechanismy. Cely degradativni proces pomaha recyklaci Zivin a slouzi

k udrzovani bunééné homeostazy (Rosales, 2017).

2.1.6 Vyznamné tkané hmyzu zapojené do imunitni odpovédi

Mimo hemolymfu, ve které probiha fada vySe zminénych imunitnich reakci a ve které
cirkuluji hemocyty, jsou pro imunitni systém hmyzu dalezité 1 urcité specifické tkane.
Jedna se hlavné o tukové télisko, stievni tkan a v ptipad¢ 4. mellifera také o hltanové

zlazy (Alaux et al., 2010; Tsakas & Marmara, 2010; Zeng et al., 2022).
2.1.6.1 Tukové télisko

Tukové télisko je organ specificky pro hmyz obklopujici sttevo a reproduk¢ni organ.
Jedna se o homolog savCich jater, oproti nim jde ale o volnou tkan uspofadanou
do tenkych lalokd, které jsou omyvany hemolymfou (Arrese & Soulages, 2010; Tsakas
& Marmara, 2010). Toto uspotadani zajiStuje maximalni expozici hemolymf&. Zakladni
buiikou téliska je adipocyt, ktery je typicky pfitomnosti mnoha tukovych kapének.
Tukové télisko predstavuje hlavni zasobu Zivin a energie. Stejné tak v ném dochézi
ke mnoha biosyntetickym a metabolickym pochodim. Syntetizuje se v ném vétSina
proteinll i metaboliti hemolymfy, do které jsou nasyntetizované latky secernovany. Jedna
se naptiklad o proteiny slouzici jako rezervoar aminokyselin pii morfogenezi
¢ivitellogenin (Vg) pfi zrani vajicek. Procesy v tukovém télisku jsou regulovany
hormonalné (Arrese & Soulages, 2010).

Tukové télisko je dilezitym mistem imunitni odpovédi. Mikrobidlni infekce indukuje

geny téliska zodpovédné za produkci AmP. Ty jsou nésledn€ uvolnény do hemolymfy.
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Tukové télisko stoji za syntézou i jinych dulezitych molekul, naptiklad urcitych PRR,
serpinti ¢i PPAE (Tsakas & Marmara, 2010).

2.1.6.2 Strevni tkan

Hmyzi stievo je tubuldrni struktura, ktera prochazi skrz celou télni dutinu a propojuje usta
s fitnim otvorem. U vétSiny dospélych hmyzich druhti Ize rozdélit na ptedni, stiedni
a zadni stfevo. Piedni stfevo slouzi k polykani, zvykani a docasnému uskladnéni potravy.
Stejné tak se v ném nachazi struktury, které brani prichodu bakterii a jinych ¢astic
do dalsi casti stfeva. Ve sttednim stfevé dochéazi k hlavnimu traveni a absorpci Zivin.
Préave stfedni stfevo je centrem imunitni odpoveédi v hmyzi stievni tkdni. Zadni stievo je
napojeno na malpighické trubice, jeho hlavni funkei je eliminace nestravenych zbytkl
a recyklace vody (Zeng et al., 2022).

Pfijimani potravy hmyzem ptedstavuje dilezity zdroj stfevnich mikroorganisma.
Vzhledem k dlouhodobym interakcim mezi mikroorganismy a sttevem hostitele tak doslo
k vytvoteni fady obrannych systémd, které jsou klicové pro udrZeni stability stfevniho
mikrobiomu. Jedna se o fyzikalni bariéry a samotnou imunitni odpoveéd’. Fyzikalni bariéry
zde ptedstavuje semipermeabilni peritrofickd membrana tvoiena chitinem a proteiny
a mukus, jehoz dulezitou soucasti jsou glykosylované proteiny. Bariéry ochraiuji
epitelidlni bunky pted infekci, dehydrataci ¢i fyzikalnim i chemickym poSkozenim (Zeng
et al., 2022).

V piipad¢ pruniku patogent prvni linii obrany dochazi k aktivaci imunitni odpovédi.
Jeji dllezitou soucasti je produkce AmP, ke které ve stieveé dochazi primarné Imd signalni
drahou. Dochazi vSak také k produkci ROS, a to pomoci aktivace stfevniho enzymu
NAD(P)H:O; oxidoreduktasa (H,O»-tvofici) (dvojita oxidasa, Duox, EC 1.6.3.1). ROS
mohou pfimo niit patogenni bakterie, houby i1 plasmodia. V rdmci stfevni imunitni
odezvy dochézi také k melanizaci. Jejim hlavnim centrem, a tedy 1 mistem vyskytu PPO
je zadni stievo, jedna se tak o posledni linii obrany celé sttevni tkan¢ (Zeng et al., 2022).

Pro imunitu je dilezity také sttevni mikrobiom. V ptipadé délnic A. mellifera se jedna
o 9 bakteridlnich druhii vyskytujicich se pfevazn€ v zadnim stfevé. K pienosu
mikroorganismil dochazi fekalni cestou a je podpofen socialnimi interakcemi a kontaktem
v ramci véelstva. Mikrobiom piedstavuje dileZitou roli v metabolismu, boji s patogeny,
rustu i1 vyvoji véely (Raymann & Moran, 2018). Jak napovidd vyzkum Kwonga et al.
(2017), vcely inokulované béznymi stfevnimi bakteriemi vykazuji vy$s$i koncentrace

AmP ve stievé, ale také v hemolymf€, coz znaci efekt mikrobiomu na systémové tirovni.
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Tyto vcely také vykazuji vétsi schopnost vypotadat se s bakteridlni ndkazou, coz
napovida, Ze nepatogenni mikroorganismy indukuji ve svém hostiteli imunitni odpovéd'.
Tyto organismy jsou pak vici AmP méné citlivé. NaruSeni homeostazy sttevniho
mikrobiomu vede ke zvySené citlivosti vii¢i patogentim. Naptiklad piisobeni antibiotika
tetracyklinu vede ke zméné mnozstvi bakterii i slozeni mikrobiomu, coZ ma za nésledek
vySsi mortalitu véel pfi vystaveni patogenim, napi. bakterii Serratia marcescens

(Raymann et al., 2017).
2.1.6.3 Hitanové Zlazy

Hltanové Zlazy vcel jsou parovy organ umistény frontaln¢ v hlave, pfed mozkem a mezi
slozenyma oc¢ima. Kazda Zzlaza se sklada z tisici sekrecnich jednotek napojenych
na sekre¢ni kanal. Z hlediska kast jsou nejvyvinutéjsi u délnic. Pfi pfemeéné ulové vcely
na létavku zakrnuji. Jsou dilezité pro sekreci proteini mateti kaSicky, coz hraje
podstatnou roli pfi vyzivé a diferenciaci v¢elich kast (Ahmad et al., 2021).

V hltanovych 7lazach je exprimovan enzym [-D-glukosa:O> 1-oxidoreduktasa
(glukosaoxidasa, GOX, EC 1.1.3.4). GOX je zodpovédna za oxidaci B-D-glukosy
na glukonovou kyselinu a peroxid vodiku, ktery ma antiseptické vlastnosti. Nasledné
dochazi k sekreci produkt do larvalni potravy a medu, coz vede k podpofe sterilizace
potravy vcelstva, a tedy prechazeni kontaminace. GOX tedy umoznuje piedchazet
chorobam v ramci celého spolecenstva (Alaux et al., 2010). Vzhledem k faktu, ze vCely
oplyvaji jen tfetinou genli imunitni odezvy ve srovnani se solitarné Zijicim hmyzem,
piedstavuji jiné typy obrany na urovni spolecenstva, véetné¢ GOX, diilezitou soucast

imunity (Evans et al., 2006; Alaux et al., 2010).

2.1.7 Stimulace imunitniho systému hmyzu patogeny
Na povrchu mnohych mikroorganismi jsou specifické molekuly, které pii interakci
s receptory hostitele spousti imunitni odpovéd’. MiiZze se jednat o sacharidy ¢i lipidy.
Rozpoznavana je také cizoroda nukleova kyselina (Buchon et al., 2014).

Aktivace imunitniho systému hmyzu bakteriemi souvisi s interakci mezi PAMPs
a PRR. Hlavni PAMPs ptedstavuji PGs a LPS. PGs jsou diilezité souc¢asti bunécné stény
bakterii, dle struktury rozliSujeme dva typy. U G+ bakterii jsou rozpoznavany PGs
s lysinem, u G— bakterii diaminopimelové PGs. PGs aktivuji imunitni systém silnéji nez
LPS, ktery je soucasti bunéné stény G— bakterii. Do zapojenych PRR patii PGRPs
a LGRP (Chen & Lu, 2018). Tyto interakce stoji na po¢atku signalnich drah. G+ bakterie

spoustéji primarné Toll signalni drahu, zatimco G— Imd (Evans et al., 2006).
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V ptipadé houbovych infekci dochdzi k rozpoznavani B-1,3-glukanu, komponentu
bunécné stény (Staczek et al., 2020). Po rozpoznani piislusnymi PRR, BGRP, dochazi
ke spusténi prevazné Toll signalni drahy a odpovédi imunitniho systému (Evans et al.,
2006; Staczek et al., 2020). Jak uvadi studie Staczka et al. (2020), dalsi komponent
bunééné stény hub, a-1,3-glukan, md naopak imunoinhibi¢ni efekty, kdy dochazi
k inhibici fenoloxidasové kaskady.

Hmyz vsak neni ohroZen pouze bunéénymi patogeny, ale také virovymi. Pro moznost
viru proniknout do bunky, ale i pro imunitni systém hostitele jsou dilezité proteinové
struktury na povrchu €astice umoziujici pfichyceni se na receptor bunky. Naptiklad
v ptipadé viru ¢ernani matecniki (BQCV) se jednd o homologni prstovité vybeézky. Poté,
co virus pronikne do hostitelské bunky, dochazi k uvolnéni virové genetické informace,
jejireplikaci a translaci (Prochazkova et al., 2020). Pravé virova dsRNA je rozpoznavana
hostitelskou butikou a stoji tak na pocatku antivirové odpovédi. dSRNA je rozpoznavana
enzymem Dicer-2, ktery patfi mezi endoribonukleasy. Na tento krok navazuje RNAi
(Rosales, 2017). Virova infekce vSak mlize také zpisobit vyssi expresi mRNA proteinu
Vago ve virem infikované bufice, ktery po navazani na receptor zdravé bunky spousti
JAK-STAT signalni drahu. Tento receptor vSak nebyl jesté piesné popsan (Kingsolver et
al.,, 2013). Imunitni systém mtize byt také aktivovan strukturami na povrchu virové
Castice. V ptipadé infekce D. melanogaster virem vezikularni stomatidy (VSV) je
rozpoznavan povrchovy glykoprotein VSV-G, ktery funguje jako PAMPs. Rozpoznani
struktur pak vede napt. k autofagii (Rosales, 2017).

Obecné existuji dvé cesty, kterymi patogeny napadaji hmyz. Mizou se nachazet
v potravé a tim vstoupit do stfeva. Dalsi vstup je mozny hemolymfou, a to v piipadé
poranéni povrchu téla ¢i penetraci integumentem nebo stievni tkdné (Chen & Lu, 2018).
Na vyskyt patogenl ve stievé reaguje hmyz produkci AmP a ROS (Zeng et al., 2022).
Za eliminaci patogent z hemolymfy stoji buné¢nd 1 humoralni slozka imunity, tedy napf.
fagocytoza, ale 1 produkce AmP (Chen & Lu, 2018). Dle studie Barribeau et al. (2016),
dochazi pfi injektovani bakterie Arthobacter globiformis ¢melaku zemnimu (Bombus
terrestris) ke zvysené genové expresi AmP kodujicich gentl, genti zapojenych do procesu
melanizace ¢i BGRP. Naruseni celistvosti povrchu téla injekci mize v§ak samo o sobé
vést k aktivaci imunitniho systému (Erler et al., 2011).

Jak uvadi studie Cornmana et al. (2013), 12 hodin star¢ larvy vcely medonosné krmené
sporami P. larvae vykazuji po 72 hodinach od infekce zvySenou genovou expresi genil

kodujicich AmP, napt. apidaecinu ¢i hymenoptaecinu. ZvysSena byla také exprese dvou
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gentl, které koduji proteiny peritrofické matrix. Autofi vSak nezaznamenali zvySeni
exprese lysozymu ¢i proPO. Hladiny lysozymu a proPO uz vsak byly zvysené v 5 dni
starych larvach, 4 dny po infekci. Rychle rostouci aktivita PO tak podporuje s vékem se
zvySujici odolnost larev vii¢i nakaze (Chan et al., 2009). Jak popisuje studie Tehel et al.
(2020), pti infekci hemolymfou ma patogen ptistup k veskerym tkanim téla, zatimco
oralni infekce poskytuje ptistup pouze ke stievu. Pii inokulaci ¢meldka zemniho virem
deformovanych ktidel (fb) injekci byly proto zjistény vyssi titry viru nez pti inokulaci
oralni.

Experimentalni nakaza nemusi byt provadéna inokulaci celého patogenu, mize byt
pouzita jeho imunogenni struktura, napt. LPS. Pt1injektazi LPS z Escherichia coli véelim
délnicim bylo zjisténo, Ze v mladych infikovanych vcelach dochazi k silnéjsi produkci
AmP, aktivita PO vSak byla niz$i neZ u v€el kontrolnich. S rostoucim vékem se situace
meéni, aktivita PO roste a mnozstvi AmP klesa (Laughton et al., 2011a). Infekce LPS vede
také ke zvySeni poctu cirkulujicich hemocytl (Charles & Killian, 2015).

2.1.8 Immune priming

Imunitni systém bezobratlych je v mnohém podobny imunité obratlovcti, postrada vSak
systém na urovni tvorby protilatek adaptivniho imunitniho systému. Pokud jsou vSak
urcité hmyzi druhy vystaveny subletalni ddvce patogenu ¢i ¢astici z patogenu, dochéazi
ke zvySeni imunitni odpovédi, coz zapfiCini rezistenci pii nasledné, jindy letdlni expozici
danému patogenu. Tento jev byl nazvan jako immune priming (Sheehan et al., 2020).

Zvysenim imunitni odpovédi rozumime narast mnozstvi cirkulujicich hemocytt
v hemolymf€, stejn¢ jako produkci AmP. Spise, nez k tvorbé novych hemocyti dochazi
k aktivaci bun¢€k, které jsou normaln¢ prichyceny na vnitini strané kutikuly (Sheehan et
al., 2020).

Jak ukazala studie Bergina et al. (2006), pokud jsou larvy zavijece voskového
(Galleria mellonella) inokulovany kvasinkou Candida albicans v subletalni koncentraci,
roste v larvach produkce AmP a dochazi tak k ochrané larev pti nasledné letalni infekci.
Zajimavé je, ze k ochrané pii ndsledné infekci vedla 1 pfedchozi inokulace kvasinkou
Saccharomyces cerevisiae ¢i glukanem anebo laminarinem.

Priming mize vykazovat urcitou druhovou specifitu, a to v piipad¢ kdy existuje
konkrétni patogen, ktery pro hmyz pfedstavuje opakované a vysoké riziko. Specifita je
moznd, pokud systém hostitele umoziiuje rychlou identifikaci patogenu, v takovém

pfipadé¢ miZzeme i u hmyzu mluvit o urcité paméti. Urcitou specifitu vykazuje napf.
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¢meldk zemni. Mira pteziti ¢melakl byla vyznamné vyssi v pripad¢€, ze byli vystaveny

infekci bakterii homologni k té, kterou byli primovéni (Sadd & Schmid-Hempel, 2006).

2.1.8.1 Transgenera¢ni immune priming

Efekt primingu maze byt rozsiten i do dalsi generace. Imunologick4 informace matky
ziskand béhem expozice patogenu a predand potomkim, se nazyva transgeneraCni
immune priming (TGIP). TGIP je vyznamny u eusocialn¢ zijiciho hmyzu, jakym je napf.
A. mellifera. Potomci ¢eli stejnym patogentim jako matka, a proto mohou benefitovat
z efektu primingu. Pravé u A. mellifera byla popsana zvySena rezistence primovanych
larev viici P. larvae. Potomci matek, které¢ byly vystaveny sporam P. larvae vykazovali
0 26 % vyssi miru preZziti pti infekci danou bakterii. Jak ukazal vyzkum, priming u larev
podporuje diferenciaci prohemocytti na hemocyty (Herndndez Lopez et al., 2014).

TGIP spociva v pienosu mikrobidlnich fragmentl nesoucich elicitory imunity z matky
na potomky. Zistavalo zahadou, jakym zpiisobem mohou elicitory proniknout do vajicka.
Jak v8ak ukazal vyzkum Salmela et al. (2015), nositelem informace u 4. mellifera je Vg,
prekurzor Zloutkového proteinu, vice popsan v kapitole 2.3.1. Vg vaze G+ 1 G— bakterie,
stejn¢ jako PAMPs, napi. LPS. Vg je nasledné potteba k transportu bakterialnich molekul
do vajicek, ¢imz se stavd pienaseCem imunitniho signalu. K expozici kralovny
patogentim mtize dojit pti pozieni kontaminované potravy, mateti kasicky. Tato cesta by
znamenala nutnost transportu fragmentt patogent z traviciho traktu délnic do hltanovych
zlaz. Jak ukazala studie Harwooda et al. (2019), i1 zde hraje kliCovou roli Vg. Hltanové
zlazy exprimuji receptory pro Vg, ve zlazach pak dochéazi k jeho metabolizaci a produkci
mateii kaSicky. Pokud Vg vaze imunitni elicitory, dostavaji se tak do potravy, kterou pozie
matka a mohou prejit az do vajicka. Fragmenty patogenti mohou také zlistat v ramci

hltanovych zlaz a zah4jit imunitni odezvu vedouci k produkci AmP do matefi kaSicky.

2.2 Vyznamné mikrobialni nakazy véely medonosné

Véely jsou kvili svému socidlnimi zptisobu Zivota citlivé k mnoha rozmanitym
patogeniim (Antunez et al., 2015). Pravé vyskyt téchto patogenil ve véelstvu je jednim
z faktord uhynu jedincii a ztrat véelstev (Genersch, 2010). Patogeny navic ¢asto plsobi
v synergii. Schopnost v¢el odolat ndkazdm je omezena, pokud jsou vystaveny pesticidim
nebo maji nedostatek potravy (Antunez et al., 2015). Vcely jsou napadany bakterialnimi,
virovymi i houbovymi patogeny. Mezi nejznamé;jsi bakterialni patogeny vcel patii mor

véeliho plodu (AFB) a hniloba véeliho plodu (EFB) (Fiinthaus et al., 2018).
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Také viry predstavuji jednu z hrozeb pro zdravi a kondici v¢el (Tantillo et al., 2015).
Do dnesniho dne bylo popsano vice nez 20 virt, které napadaji véely (Ullah et al., 2021).
Vétsinou se jedna o SSRNA viry s pozitivni polaritou z rodin Dicistroviridae a Iflaviridae,
fad Picornavirales. Jsou schopny napadat rtizna vyvojova stadia vcel, stejné jako
dospélce. Prestoze se vétSinou priznaky infekce klinicky neprojevuji, mize nakaza
vyznamné ovlivnit zdravi a délku Zivota infikovanych véel (Tantillo et al., 2015). Zaroven
mohou Vv nékterych piipadech zplsobit zavazna, az smrtelna onemocnéni jednotlivych

vcel, nebo dokonce kolaps celého veelstva (Berenyi et al., 2006).
2.2.1 Prehled vcelich virovych a bakterialnich patogenii

2.2.1.1 Reprodukéni cyklus viri

Pro studium hmyzich vird se vyuzivaji napt. bunééné linie bource morusového (Bombyx
mori) ¢i komara tropického (Aedes aegypti) (Grace, 1969). Poznatky o reprodukénim
cyklu véel napadajicich virti jsou vSak omezené, jelikoZ neexistuje bunécna linie véeli
tkané€, ktera by podporovala jejich replikaci. Predpokladd se, ze reprodukéni cyklus
odpovida cyklu pfibuznych vird zrodiny Picornaviridae. Viry se pravdépodobné
dostavaji do bunék cestou receptorem zprosttedkované endocytosy (Obr. 4). Kyselé pH
endosomu spusti uvolnéni genetické informace a dochazi k translaci virove RNA.
Po translaci jsou vysledné polyproteiny za tcasti virem kodovanych proteas nastépeny
na funkéni podjednotky. Nestrukturalni proteiny indukuji reorganizaci intracelularnich
membran hostitele do kompartmentd, které slouzi k efektivni syntéze virove RNA
a sestaveni viriont. Geneticka informace je replikovana za katalyzy virem kodované
nukleosid-trifosfat:RNA nukleotidyltransferasy (RNA-dependentni-RNA polymerasa,
RARP, EC 2.7.7.28). Protomery kapsidovych proteini se seskupuji do pentamerd
a prazdnych ¢astic. Zatim neni zndmo, zda jsou tyto prazdné castice prekurzorem viriond,
odpadnim produktem nebo zasobou kapsidovych proteind. Dochazi k lyze bunky

a vypusténi virionti do extracelularniho prostoru (Prochézkova et al., 2020).
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Obr. 4: Reprodukéni cyklus virti. Na bunku prichycena virova castice se dostane endocytosou
do buniky (1). Dojde k uvolnéni genetické informace do bunky (2) a nasledné k translaci RNA
na polyprotein (3), ktery je $tépen na jednotlivé podjednotky (4). Virové proteiny indukuji
vytvofeni centra replikace z intracelularnich membran (5), kde je geneticka informace
replikovana za katalyzy RARP (Zluta kolecka). Viriony se vytvori sbalenim genomu do vytvoiené
kapsidy (6a) nebo seskupenim kapsidy kolem genomu (6b). Nové viriony jsou lyzou uvolnény
z bunky (7) (upraveno dle Prochazkova et al., 2020).

2.2.1.2 Virus ¢ernani mate¢niki
BQCYV je ve vcelstvech jednim z nejbéznéjsich. Poprvé byl izolovan z mrtvych larev
a predkukel kralovny v zavickovanych matecnicich se zCernalymi sténami. Setrvava
ve vCelstvu chronicky diky pfenosu mezi dospélymi jedinci, pfenosu z kralovny
na potomky a z dospé€lcti na larvy skrz vymésky z1az napt. mateti kaSicku (Spurny et al.,
2017). Ptendsi se mezi trubci 1 délnicemi, klinicky ale ovliviiuje hlavné vyvijeji se larvy
a kukly kraloven, to jsou jeho primdrni hostitelé (Tantillo et al., 2015). VétSinou se
ve vCelstvu nachazi v asymptomatické koncentraci, ale pti zvySeni titru zabiji vyvijejici
se matefi plod. Pravé uhynulé kukly, které zlstdvaji v mateCnicich, zplsobi jejich
z¢ernani (Spurny et al., 2017).

Nejcastéji se ve veelstvech klinicky vyskytuje béhem obdobi mnozeni véelstev pomoci
roju. Titry BQCYV, a tedy i mortalitu v&el, zvySuji napt. subletalni davky pesticidd. Virus
patii mezi Dicistroviridae a napada nejen rizné druhy vcel, ale i ¢meldky (Spurny et al.,

2017).
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2.2.1.3 Virus deformovanych kridel

DWV byl poprvé nalezen v japonskych vcelnicich, ve kterych se vyskytovaly vcely
s deformitou kfidel. S vyjimkou Ocednie byl jiz detekovan po celém svéte a studie
uvadéji, ze infekce timto virem neni geograficky limitovana (Tantillo et al., 2015).

Frekvence nékazy vzrlstd od jara do podzimu, vyssi prevalence je u kukel nez
u dospélych jedinct. To je pravdépodobné zplisobeno nizsi u¢innosti imunitniho systému
kukel oproti imunitnimu systému dospélcti. Virus v§ak napada vSechna vyvojova stadia.
Infikované kukly hynou, nebo mohou dokoncit sviij vyvoj a vylihnout se
v asymptomatické nebo symptomatické dospélce, dle toho, zda jsou vystaveny dalSim
stresujicim faktoriim. V obou piipadech maji vSak tito jedinci znaéné zkracenou délku
zivota. DWV je jednim z mala vcelich virti, ktery zapticiuje definované symptomy
onemocnéni. Mezi ptiznaky patii scvrkla kiidla, neschopnost letu, zmenSena velikost téla
a ztrata barvy dospélych véel (Tantillo et al., 2015).

V roce 2004 byl z mozku agresivnich délnic izolovan do té doby nezndmy virus,
pojmenovan jako Kakugo virus. Tento virus vykazuje vysokou homologii s DWYV,
v rdmci sekvence nukleotidl z 98 %. Malé rozdily zapti¢inuji, Ze primarnim cilem tohoto
viru je mozek. Napada regiony zodpovidajici za senzorické funkce a koordinujici véeli

chovani. Nezptisobuje vSak deformity kiidel (Tantillo et al., 2015).

2.2.1.4 Virus pytlickovitého plodu

Virus pytlickovitého plodu (SBV) napada stadia plodu i dospélce, nejcitlivéjsi k nakaze
jsou dvoudenni larvy. S postupem onemocnéni dochézi k replikaci virovych castic v téle
larvy a kjejich akumulaci v ekdysialni tekutiné mezi télem a kizi, coz zapfiCini
charakteristicky tekutinou naplnény vacek (Wei et al., 2022). Larva neptfechazi do stadia
kukly, protoZze neni schopna ptevléct starou kutikulu (Chen & Siede, 2007). Infikovana
larva méni barvu z perletové bilé na svétle Zlutou a po zavickovani uhyne, mrtvé télo je
tmavé ve tvaru gondoly a miiZze byt snadno odstranéno z buiiky. Jednim ze symptomul
choroby je ndlez mrtvych larev mimo vcelstvo, tyto larvy byly vyhozeny ze vcelstva
délnicemi (Wei et al., 2022). U dospélych v¢€el je infekce latentni, projevuje se pouze

zkracenou délkou Zivota (Tantillo et al., 2015).

2.2.1.5 Viry akutni a chronické paralyzy vcel

Virus chronické paralyzy véel (CBPV) je Siroce rozsiteny virus, ktery zpisobuje masivni
uhyn jedinct pievazné silnych vcelstev (Dittes et al., 2020). Vir se mize ve véelstvu roky

vyskytovat pouze jako skryta infekce, ale pfi namnozeni dojde k propuknuti onemocnéni
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(Tantillo et al., 2015). Projevuje se dvéma odlisnymi skupinami symptomti. Na jedné
stran¢ se jednd o paralyzu, ataxii, chvéni a neschopnost letu. Na stran¢ druhé se
onemocnéni projevuje vyskytem cernych jedinci bez ochlupeni a se zkracenym
zadeCkem. Ve vcelstvu se mohou vyskytovat obé skupiny ptiznakli najednou. Virus
napada dospélce vSech kast a koncentruje se hlavné v mozku (Dittes et al., 2020).

Virus akutni paralyzy véel (ABPV) byl objeven béhem provadéni laboratornich testt
s CBPV. Zatimco vétSina véel, kterym byly inokulovany CBPV castice, zemiela za 5-7
dni, vCely, kterym byl injektovan extrakt ze vcel, které nevykazovaly ptiznaky napadeni
patogenem, ztratily schopnost 1état a rychle zemfiely. Z pouzitych extrakt byly nasledné
vyizolovany castice viru, ktery byl pojmenovan jako ABPV (Chen & Siede, 2007).

ABPYV je bézny infekéni agens veel, Casto detekovan ve vizualné zdravych koloniich.
Infekce ale mohou byt nastartovany zhorSenymi enviromentalnimi podminkami, napf.
infestaci roztoCi nebo pouzivanim insekticidii. V takovém ptipad¢ dochdzi k rychlému
uhynu jedinct (Tantillo et al., 2015). Jak ukazuje studie Baileyho (1965), v¢ely postizené
ABPV vykazuji stejné ptiznaky jako pifi ndkaze CBPV, umiraji ale béhem dvou dni.
Oproti tomu u CBPV mohou vcely zit az nékolik dni. Virus napadéd vSechna vyvojova
stadia vcely, nejcitlivéjsi jsou vSak kukly (Tantillo et al., 2015).

Geneticky 1 sérologicky podobny ABPV je Kasmirsky vceli virus (KBV), stejné jako

virus izraelské paralyzy vcel, ktery byl poprvé izolovan v roce 2004. Oba viry mohou

vvvvv

2.2.1.6 Mor vceliho plodu

AFB zpiisobuje G+ sporulujici bakterie Paenibacillus larvae. Spory bakterie odolavaji
vysokym teplotam, stejné jako dalSim fyzikaln¢ chemickych faktoriim. Ve vysuSenych
larvach ¢i v€elich plastvich mohou ziistat spory infekéni az 30 let. Spory ziskané z vosku,
propolisu ¢i medu dokonce let 70 (Matovi¢ et al., 2023). Pravé spory jsou jedinou infekéni
formou P. larvae (Fiinthaus et al., 2018).

Jedna se o vysoce nakazlivou chorobu, k niz jsou nejnachylné;jsi larvy mladsi 36 hodin.
Infekce jedné larvy miiZze vést k infekci a thynu celého véelstva. Po pozieni spor dochazi
k jejich kli¢eni ve stfevé larvy a rapidnimu mnozeni bakterie. Bakterie poté enzymové
rozrusi peritrofickou membranu a epitel a postupuje do hemocoelu, coz kon¢i smrti larvy
(Al-Ghamdi et al., 2021). Délnice, které bunku vyklizi, pak rozsituji spory dal do ob&hu
(Matovic¢ et al., 2023).
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Klinické ptiznaky vétSinou nejsou pozorovatelné v nezavickované buiice, jelikoz jsou
infikované larvy detekovany ulovymi vcelami a z ulu odstranény. Pokud dojde k tthynu
az v pozdéj$im stadiu po zavickovani, dochdzi ke zméné barvy, struktury a konzistence
larvy. Z larvy se nakonec stavd tmavd mazlavd hmota. Zmény jsou pozorovatelné

i na vicku bunky (Matovi¢ et al., 2023).

2.2.1.7 Hniloba vceliho plodu

EFB zptsobuje anaerobni G+ bakterie Melissococcus plutonius, kterd nevytvari spory
(Fiinfhaus et al., 2018). Stejné jako AFB napada vcely v larvalnim stadiu, s rostoucim
veékem larvy se citlivost k ndkaze snizuje. Larvy se nakazi pfi pozieni infikované potravy,
bakterie poté proliferuje ve stfeveé a spotiebovava potravu. Larva nasledné hyne z diivodu
vyhladovéni (Genersch, 2010). Uhynul¢ larvy zistavaji v nezavickovanych buinkéch
ve zkroucené poloze. Jejich dekompozici zajist'uji saprofytické bakterie (Fiinthaus et al.,
2018).

Nejcastéji dochazi k uhynu 4-5 dni starych larev. Infikované larvy vSak mohou piezit
a prejit do stadia kukly, pticemz kaleji. Vysledkem jsou kontaminované vykaly, které se
nachazi na sténach buiky. Vykaly zlstavaji stale infek¢ni. Vylihli dospélci jsou poté

zakrnéli (Genersch, 2010).
2.2.1.8 Klestik véeli

V. destrucor je vyznamny ektoparazit véely medonosné. Zije v teplotnich i vlhkostnich
podminkach, které odpovidaji podminkam ve véelstvu (Nazzi & Le Conte, 2016). Zivotni
cyklus klestika se sklada ze dvou fazi, foretické a reproduk¢ni (Obr. 5). Béhem foretické
faze parazituje na dospélych véelach, béhem reprodukeni taze na véelim plodu (Ramsey
et al., 2019). Foretickd faze byla definovéna jako fize, béhem které rozto¢ vyuziva
hostitele pouze k transportu a nepfijima potravu. Jak ale ukdzala studie Ramseyho et al.
(2019), klestik 1 v této fazi piijima potravu ve formé tukového téliska dospéleii. Samice
kleStika se do bunky plodu dostdvd nckolik hodin pied zavickovanim larvy. Zde
spotfebovava potravu larvy a vysava larvalni hemolymfu, jakoZto primérni zdroj Zivin
reprodukéni faze (Nazzi & Le Conte, 2016; Han et al., 2024). Zaroven klade vajicka
na stény bunky. Nejdiive se lihne jeden samec, poté nasleduje n€kolik samic. Potomci se
mezi sebou pafi, tudiz po vylihnuti dospé€lé véely opousti buitku samice obou generaci.
K pienosu roztoce dochazi na téle veely krmicky, tedy v ramci foretické faze, az dokud

znovu nepronikne do bunky s larvou. Klestik vyrazn€ upfednostiiuje trubci buiiky. Rozto¢
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je zéaroven schopen napodobit ,.chemicky podpis® hostitele tak, aby jej tlové vcely
neidentifikovaly jako cizi organismus (Nazzi & Le Conte, 2016).

Foreticka faze

Reprodukéni faze

Obr. 5: Zivotni cyklus ¥ destructor. V ramci reprodukéni faze pronika do larvalni buiiky,
parazituje na larvé a klade vajicka. Vylihli jedinci se mezi sebou paii a po vylihnuti dospélé vcely
na ni bunku opoustéji. Rozto¢ se piesouva na véelu krmicku, na jejiz téle prochazi foretickou fazi,
az dokud znovu nepronikne do burniky s plodem (upraveno dle Nazzi & Le Conte, 2016).

Klestik vysava tukové télisko skrz ranku v kutikule, coZ umoznuje konzumaci potravy
klestikem 1 jeho potomky, zaroven to vSak vytvaii moznou cestu prenosu patogeni.
Uz samotna konzumace tukového téliska je spojena s oslabenim hostitele, utlumem jeho
imunitniho systému a zkrdcenim doby zivota (Tantillo et al., 2015; Ramsey et al. 2019).
Proces ziskavani potravy z plodu je spojen s injektovanim slin roztoce do téla larvy
(Becchimanzi et al., 2020). SloZeni slin je dle studii zodpovédné za supresi imunitniho
systému larvy (Tantillo et al., 2015). Ramsey et al. (2018) dokdazal, Ze je pfi injektovani
slin V. destructor indukovana destrukce bunék tukového téliska dospélych vcel. Prave
ve slinach byly nalezeny virové €astice, coz napovida, ze je klestik biologickym vektorem
a ma tedy s patogenni castici dlouhodoby ekologicky vztah. Tomu odpovida i nalez
virovych ¢astic v cytoplazmé buné€k roztoce (Shen et al., 2005).

V. destructor je vyznamnym pienaseCem mnoha vir,, napt. KBV. Jak uvadi studie
Chena et al. (2006a), pfi umisténi roztoce zvirem infikovanych vcelstev

do zavi¢kovanych zdravych bungk plodu dochézi k nakaze véel. Cim vice roztoci bylo
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do buiikky umisténo, tim vyssi byla incidence viru v plodu. Pfi umisténi 4 roztoc¢l
do buiky byl pfenos dokonce 100%, coz znaci velice efektivni pienos. Experimentem byl
dokéazan také horizontdlni pienos roztoc-roztoc, jelikoz vyskyt viru v rozto¢ich piimo
koreloval s jejich poc¢tem v buiice. Klestik je vektorem také DWYV, stoji za rozsifovanim
viru ve tkanich véely pfes hemolymfu. V neptfitomnosti klestika setrvava obvykle
na nizkém titru a neprojevuji se jeho patologické efekty. Pokud je vSak vcelstvo zamoteno

klestikem, roste mnozstvi symptomatickych vcel (de Miranda & Genersch, 2010).

2.2.1.9 Hmyzomorka vceli

Nosema apis zpusobuje ve vcelstvech onemocnéni zvané nosemoza, rozsifena je uz také
Nosema ceranae. Onemocnéni napadd travici trakt, charakteristické je pokalenim
a ubytkem vcel ve vcelstvu. K infekci dochdzi po pozieni potravy, ve které se nachazi
spory. Z téch se v travicim traktu uvolni polové vldkno, které pronikne do buriky hostitele.
Nasleduje injekce sporoplasmy do hostitelské bunky. V buiikdch se nasledné parazit
mnozi (Galajda et al., 2021).

I hmyzomorka je spojovana s pfenosem patogenti. Ve studii Baileyho et al. (1983) bylo
dokézano, Ze je pii koinfekci BQCV s nosemozou zvySena mortalita véel. Nosemoza
zapticini stievni tkan citlivéjsi k virové ndkaze (Tantillo et al., 2015). Dittes et al. (2020)
zminuje spojitost nosemozy s CBPV.

2.2.2 Sifeni patogenii ve véelstvu

Vcely ziji v pocetnych koloniich, ve kterych spolu jednotlivei organizované spolupracuji.
Z toho ditvodu dochazi k témét neustalym kontaktim mezi jedinci skrze potravu i
chemickou komunikaci. To ze v¢elstva ¢ini idedlni prostor pro pfenos patogentl. Proces
pfenosu patogeni je urcujici pro Sifeni a setrvdni patogen v populaci. K pfenosu

patogenil obecné dochazi horizontdlni nebo vertikalni cestou (Tantillo et al., 2015).

2.2.2.1 Horizontalni prenos patogent
K horizontalnimu ptenosu patogenti dochdzi mezi jedinci stejné generace. V piipadé
piimého prenosu piechazi patogen z infikovaného jedince na zdravého, sem fadime
pfenos vzduSnou cestou, potravni ¢i pohlavni cestou. Dochézi ale i k nepfimému pienosu,
tato cesta zahrnuje biologického nebo fyzikalniho pfenaSece, ktery pienaSi patogen
z jednoho hostitele na druhého (Tantillo et al., 2015). S nepfimym pienosem je nejcastéji
spojovan klestik vceli ¢i hmyzomorka véeli (viz kapitoly 2.2.1.8, 2.2.1.9).

K pfenosu potravni cestou dochéazi pti pozieni kontaminované potravy (oraln€) a pii

pfenosu patogenli ze stiev fekaliemi (fekdlné-ordln€). Tato cesta hraje ve vcelstvu
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vyznamnou roli, protoze ve véelstvech je vysoka hustota jedincii, tim je vysokd mira
fyzického kontaktu i trofalaxe (pfedavani potravy mezi jednotlivymi ¢leny kolonie). Tuto
cestu prenosu podporuje chovani véel, jako je krmeni plodu, starani se o kralovnu ¢i
zpracovavani nektaru (Chen at al., 2006a). Dikazy podporujici tuto cestu pfinesly jiz
mnohé studie, napft. studie Shena et al. (2005), ve které byly nalezeny ¢astice SBV a KBV
v potravé pro plod, pylu i matefi kaSicce. Infekce oralni cestou mize byt také sledovana
pritomnosti patogend ve tkanich vcéel. Studie ukézaly, Ze nejvyssi titry virovych ¢astic
jsou ve stieve. Diilezitd je také pfitomnost patogennich ¢astic ve vymescich (Chen at al.,
2006a).

Ptenos pohlavni cestou se uskuteciiuje mezi jedinci dvou pohlavi béhem patfeni (Chen
at al., 2006a). Autoii de Miranda a Fries (2008) ve své studii uméle oplodnili zdravé
kralovny DWV infikovanym semenem. Vysoké titry DWV nebyly naméfeny pouze
ve spermatékach kraloven, ale 1 ve vajeCnicich, coZz potvrdilo pohlavni pfenos viru
s ndslednym vertikalnim pfenosem (viz kapitola 2.2.2.2). Vzhledem k faktu, ze se
kralovna pafi s az 20 trubci, by pfenos pohlavni cestou mohla byt mnohem efektivnéjsi
forma horizontalniho pfenosu mezi koloniemi nez cesta driftingu nebo kradezi mezi
vcelstvy (de Miranda & Fries, 2008).

Pravé horizontalni cestou dochazi k Sifeni AFB, jak v ramci kolonie, tak i mezi
koloniemi (Forsgren et al., 2018). Dochazi k driftovani vcel, které nesou spory mezi
koloniemi, ptipadn¢ ke kradeni infikovanych zasob z infikovanych vcelstev (Lindstrom
et al., 2008).

Jiz byl popséan také prenos patogeni mezi jednotlivymi hmyzimi druhy, konkrétné
mezi véelami a ¢meldky. V ramci studie Tehel et al. (2022) byl popsan pfenos DWV
ze veely na ¢meldka zemniho, ov§em ne naopak. K pfenosu dochézelo ptimym kontaktem
(omakem), ale stejné tak i pfi sdileni stejného zdroje potravy (pfenos potravni cestou).
Dle této studie je pfenos omakem efektivnéjsi. V ptirodé by vSak mohl byt nejefektivnéjsi
nepiimy prenos vektorem.
2.2.2.2 Vertikalni pienos patogenii
Pti vertikdInim pfenosu dochazi k pfenosu mezi generacemi, tedy mezi kralovnou a jejimi
potomky (Chen at al., 2006a). Mize k nému dochazet dvéma zptsoby. V prvnim piipadé
dochazi ptimo k oplodnéni vaji¢ek kontaminovanym semenem trubci, v piipadé druhém
dochazi nejdiive k infekci reprodukénich organti kralovny pohlavni cestou a nasledné

prenosu patogenu do nové generace. Pii uskutecnéni prvniho piipadu se budou rodit
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infikovani jedinci pouze z oplozenych vajicek, tedy délnice. Zatimco v piipadé druhém
budou infikovani trubci i d€lnice. Pienos vSak neni 100% (de Miranda & Genersch,
2010). Ve studii Chena et al. (2006b) byl poprvé popsan vertikalni ptenos vird, konkrétné
ptenos BQCV, DWV, CBPV, KBV a SBV.

Rizné cesty prenosu jsou dilezité pro urceni virulence viru. Dochazi ke kompetici
mezi horizontalnim a vertikdlnim pfenosem. Horizontalni pienos je zavisly na produkci
vétsitho mnozstvi patogenu, coz zvysSuje virulenci. Naopak vertikalni pienos je zavisly
na preziti a rozmnozovani hostitele, hraje dilezitou roli pro dlouhodobé setrvani patogenu
ve vcelstvu a je spojovan s niz8i virulenci. Obecné dochédzi ve zdravych vcelstvech
k vertikdlnimu pfenosu a tim udrzovani infekce na latentni urovni. Jakmile jsou vSak
véely vystaveny stresovym podminkam, viry pfechdzi k horizontadlnimu pienosu, coz

vede az k thynu vcelstev (Tantillo et al., 2015).

2.3 Generace véel a jejich imunitni systém

U eusocialné Zijici v€ely medonosné se vytvotfila schopnost pfezit vyrazné sezonni
rozdily v teploté a dostupnosti nutri¢nich zdroji, a to rozdélenim délnic do dvou generaci,
letni a zimni, které se 1isi svou fyziologii a délkou Zivota (Steinmann et al., 2015). Letni

generace vcel zije ptiblizné 15 az 48 dni, zatimco zimni generace az 8 mésicti (Kunc et

al., 2019).

2.3.1 Letni generace vcel

Letni generace vcel se lihne od brzkého jara do pozdniho 1éta. Jejim ukolem je hlavné
shanéni potravy a chov potomkt v ulu (Dostalkova et al., 2021). Délnice vykonavaji
rizné prace v ulu ¢i mimo Ul v zavislosti na stari. Mladé délnice, ulové véely, se po dobu
dvou az tii tydnl staraji o plod (Steinmann et al., 2015). Starsi vcely, 1étavky, vylétava;ji
ze vCelstva a sbiraji nektar a pyl pro zajiSténi dostatku zadsob na zimu (Kunc et al., 2019).
Toto behaviordlni zrdni je regulovano dle potteby spolecenstva a je spojeno
s fyziologickymi zménami (Robinson, 1992; Lourenco et al., 2019). Mezi tyto zmény
patii zvySeni titru juvenilniho hormonu (JH) a postupné sniZzovani koncentrace Vg
(Lourengo et al., 2019).

Vg je glykoprotein antioxida¢ni a nutri¢ni funkce. Jednd se o 180 kDa monomer
syntetizovany v tukovém télisku a uvoliiovany do hemolymfy. Hladina Vg v hemolym{&
se méni v zavislosti na vyvojovém stadiu véely a kasté&. Cerstvé vylihnuté véely maji Vg
velmi malo, nejvice ho obsahuje hemolymfa krmicek (Dostalkova et al., 2021). Nejvyssi

hladiny Vg maji krdlovny, u kterych by pravé tento protein mél svou antioxidacni
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schopnosti stat za dlouhou délkou zivota (3-5 let) (Corona et al., 2007). Naopak u trubcti
se Vg s priabéhem zivota zcela vytraci (Kunc et al., 2019).

Syntéza Vg je regulovana JH, seskviterpenem syntetizovanym v corpora allata
(Steinmann et al., 2015). U vétSiny hmyzich druhii hladina JH pozitivné koreluje
s hladinou Vg, u vcel je tomu vSak naopak. Zvyseny titr JH tak zastavuje produkci Vg.
a létavek. Prave interakce mezi JH a Vg stoji za regulaci fyziologickych procest, jako je
délba prace v ulu, ale také dlouhovékost (Dostalkova et al., 2021). 1 ptfes souvislost
s vékem je vSak dé€lba prace flexibilni a pf1 nedostatku tlovych ve€el dochdzi k navratu
létavek k ¢innostem v ulu. U téchto veel dojde ke snizeni titru JH v hemolymf€ a tim
ke zvySeni syntézy Vg (Lourenco et al., 2019).

2.3.2 Zimni generace vcel

Vcely zimni generace se lihnou od pozdniho Iéta do Casného podzimu. Musi piezit
nejchladné;j$i mésice a udrzovat ve véelstvu teplotu (Dostéalkova et al., 2021). Od tinora
zaina u této generace délba prace pro zacatek vyvoje plodu letni generace (Steinmann et
al., 2015). Tyto vcely jsou také vystaveny vyssi ekologické zatézi z pesticidii
a onemocnéni. Behem zimy tak dochazi k nejvyssimu poctu ztrat vcelstev (Kunc et al.,
2019).

Zimni a letni generace vcel se liSi v obsahu proteini, hlavné Vg. Vyssi hladiny Vg
v hemolymf€ jsou u zimni generace (Dostalkova et al., 2021). Tato generace ma také veétsi
tukové télisko. Oproti tomu titr JH je vySsi u generace letni, tyto véely maji také vetsi
hltanové zlazy (Kunc et al., 2019). Mezi generacemi je vSak také rozdil na trovni

imunitniho systému.

2.3.3 Imunitni systém vcelich generaci

Se starnutim organismu dochdzi ke zhorSeni UC€innosti imunitniho systému,
imunosenescenci. U savcl dochédzi k pfestavbé adaptivniho imunitniho systému
a aktivaci vrozené imunity, coz vede k Cast&j§im chronickym zanétim. Clenovci
adaptivni imunitu nemaji, k imunosenescenci tak dochdzi v ramci imunity vrozené.
U D. melanongaster se s postupem véku snizuje pocet hemocytl a schopnost hemocytl
fagocytovat mikroby. Zarovenn dochazi k upregulaci geni zapojenych do imunitni
odpovédi, coZ ma za nasledek chronickou aktivaci imunitniho systému a zkraceni délky

zivota (Lourenco et al., 2019).
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Létavky jsou vystaveny vice rizikiim nez ulové vcely, napt. patogenim nachéazejicim
se na kvétindch (Lourenco et al., 2019). Studie Wilsona-Rich et al. (2008), uvadi,
ze ve srovnani s ulovymi véelami maji létavky aktivnéj$i PO. S vékem vsak klesa pocet
hemocytti (Butolo et al., 2021). Ulové v&ely maji vétsi tukové télisko, coz umoziuje vétsi
produkci AmP (Lourenco et al., 2019). Jak vSak uvadi studie Lourenca et al. (2019),
imunosenescenci u véel neovliviiuje pouze starnuti organismu, ale také jejich
behavioralni status.

Vcely letni generace vcel kombinuji mechanismy bunécné a humoralni imunity,
zatimco zimni generace vyuziva k obrané hlavné humoralni imunitu (Kunc et al., 2019).
Ve studii Steinmanna et al. (2015), byla porovndna genova exprese 8 geni zapojenych
do imunity po ndkaze DWV u obou vcelich generaci. Vyssi titry viru byly nalezeny
u zimni generace. Nakaza vedla ke snizené expresi genli zapojenych do bunééné imunity
a fyziologické aktivity, naopak v porovnani s letni generaci véel byla vyssi exprese genti
AmP. S nakazou byla také spojena snizend exprese Vg. Pravé snizena funkce bunétné
imunity v zim¢ muze vést k vyssi citlivosti k DWV. Studie Dostalkové et al. (2021), uvadi
aktivaci imunitniho systému vcelich generaci po injekci teplem usmrcenych bakterii u 10
dni starych ulovych vcel. Vysledky ukazuji, Ze u zimni generace dochézi k intenzivnéjsi
odpovédi na patogen vyssi expresi genti kodujicich AmP, u téchto vcel byla také vyssi
antimikrobialni aktivita hemolymfy. Stejn¢ jako v ptedchozi studii, 1 zde doslo po nédkaze

k poklesu Vg.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

3-(3,4-dihydroxyfenyl)-L-alanin (DOPA) (Sigma-Aldrich, USA)
3,3',5,5'-tetramethylenbenzidin (TMB) (Carl Roth, Némecko)
5-brom-4-chlor-3-indoylfosfat (BCIP) (Sigma-Aldrich, USA)
96% kyselina sirova (Lach-Ner, Ceska republika)

Akrylamid (AA) (Sigma-Aldrich, USA)

Albumin (PanReac AppliChem, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrat (Sigma-Aldrich, USA)
Dimethylformamid (DMF) (Sigma-Aldrich, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, USA)

Ethanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Glycerol (Sigma-Aldrich, USA)

Glycin (Sigma-Aldrich, USA)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, USA)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Sigma-Aldrich, USA)
Hydrogenuhli¢itan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid hofecnaty (Sigma-Aldrich, USA)

Chlorid sodny (Penta chemicals, Ceska republika)

Kyselina citronovéa bezvoda (Lach-Ner, Ceska republika)
Kyselina chlorovodikova (Penta chemicals, Ceska republika)
Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina trifluoroctova (TFA) (Sigma-Aldrich, USA)

Marker molekulové hmotnosti (SERVA Triple Color Protein Standard III,
rozsah 5-245 kDa, SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
Methanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Mocovina (Sigma-Aldrich, USA)

N,N'-methylen-bisakrylamid (bAA) (Sigma-Aldrich, USA)
N,N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Carl Roth, Némecko)
n-butanol (Sigma-Aldrich, USA)

Nitrotetrazoliovd modt (NBT) (Sigma-Aldrich, USA)
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Perborét sodny tetrahydrat (Merck KGaA, Némecko)

Ponceau S (Merck KGaA, Némecko)

Praskové mléko (Carl Roth, Némecko)

Premixed Tricin sample buffer (Bio-Rad, USA)

- Slozeni: 200 mmol-dm™ Tris-HCl (pH 6,8), 40% glycerol, 2% SDS,
0,04% Coomassie Brilliant Blue R 250

Tricin (Sigma-Aldrich, USA)

Tris (Sigma-Aldrich, USA)

Tween 20 (Carl Roth, Némecko)

Uhligitan sodny (Lach-Ner, Ceské republika)

a-chymotrypsin (Sigma-Aldrich, USA)

B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.2 Roztoky

0.1 mol-dm™ kyselina citrénova

2,1 g bezvodé¢ kyseliny citronové bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody (dH>0).
0.2 mol-dm™ hydrogenfosfore¢nan sodny

1,78 g NaxHPO4-2 H>0 bylo rozpusténo v 50 ml dH»O.

0,5 mol-dm™ kyselina sirova

2,79 ml 96% H>SO4 bylo smichano s 97,21 ml dH»O.

2 mg-ml! a-chymotrypsin

2 mg a-chymotrypsinu byly rozpustény v 1 ml HPLC vody.
10% APS

50 mg APS bylo rozpusténo v 500 ul dH>O.

100 mmol-dm™ Na-Pi puft, pH 7,0

V 50 ml dH20 bylo rozpusténo 78 g NaxHPO4:2 H>O. 68,99 g NaH,PO4- H20 bylo

rozpusténo v 50 ml dH>O. Pro ptipravu pufru bylo smichano 30,5 ml roztoku Na,HPO4
a 19,5 ml roztoku NaH;PO4. Hodnota pH byla upravena pomoci pH metru.

100 mmol-dm> TMB

24 mg TMB bylo rozpusténo v 1 ml DMSO.

AB-3 zaosttovaci gel monomer (49,5 % T, 3 % C)

96 g AA a3 g bAA bylo rozpustény v 200 ml dH>O.

AB-6 separacni gel monomer (49,5 % T, 6 % C)

93,0 g AAa 6,0 g bAA bylo rozpusténo v 200 ml dH>O.
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Anodovy pufr (0,1 mol-dm™ Tris, pH 8.9), 10X koncentrovany

60,57 g Trisu bylo rozpusténo v 200 ml dH»O. Nasledn¢ bylo upraveno pH roztoku
na hodnotu 8,9 a roztok byl doplnén do 500 ml. Pfed pouzitim byl roztok 10X natfedén
dH20.

BCIP

50 mg BCIP bylo rozpusténo v 1 ml 100% DMF.

Blotovaci pufr, pH 8.3

4,5375 g Trisu a 21,615 g glycinu bylo rozpusténo v 350 ml dH»O, néasledné bylo ptidano
300 ml methanolu. Po kontrole pH byl roztok doplnén dH>O do 1,5 L

Coating pufr

1,272 g Na,CO3 a 1,512 g NHCO3 bylo rozpusténo v 250 ml dH>O a pH roztoku bylo
upraveno na 9,6. Pufr byl doplnén dH>O do 300 ml a autoklavovan.

3 mg-ml"! DOPA

3 mg DOPA byly rozpustény v 1 ml Na-Pi pufru.
ELISA substrat

1 ml fosfo-citratového pufru s perboratem sodnym o pH 4,6 bylo smichano s 25 pl
100 mmol-dm™ TMB.

Fosfo-citratovy pufr s perboratem sodnym, pH 4.6

24 ml 0,2 mol-dm™ Na;HPO4 bylo smichano s 26 ml 0,1 mol-dm™ kyseliny citronové.
Hodnota pH roztoku byla upravena na 4,6. Nasledné bylo k roztoku ptidano 0,0375 g
NaBOs-4 H2O.

Gelovy puft (3.0 mol-dm™ Tris, 0,3% SDS, pH 8.45), 3xkoncentrovany

181,65 g Trisu a 1,5 g SDS bylo rozpusténo v 300 ml dH>O. Hodnota pH roztoku byla

upravena na hodnotu 8,45 a objem doplnén do 500 ml.

Katodovy pufr (0,1 mol:dm? Tris, 0,1 mol:dm> Tricin, 0,1% SDS, pH 8.25),

10X koncentrovany

60,55 g Trisu, 89,6 g Tricinu a 5 g SDS bylo rozpusténo v 500 ml dH>O. Pred pouZzitim
byl roztok 10X natedén dH20.

NBT

50 mg NBT bylo rozpusténo v 1 ml 70% DMF.

Pracovni promyvaci pufr

50 ml 10x koncentrovaného promyvaciho pufru bylo smichano s 500 ul Tween 20.
Nésledné bylo ptidano 450 ml dH>O.
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Promyvaci pufr 10X koncentrovany

43,82 g NaCl, 2,08 g NaH,PO4-H>0 a 0,93 g Na,HPO4-2 H>0O bylo rozpusténo v 400 ml

dH»0O. Hodnota pH roztoku byla upravena na 7,5 a roztok byl po doplnéni do 500 ml
autoklavovan.

Pufr pro ALP

12,11 g Trisu, 1,016 g MgCl; a 5,84 g NaCl bylo rozpusténo v 900 ml dH»O a pH roztoku
upraveno na 9,5. Roztok byl doplnén do objemu 1 1.

TBS puftr, pH 7.5, 5X koncentrovany

24,2 g Trisu a 292,2 g NaCl bylo rozpusténo v 1,5 1 dH20. Hodnota pH roztoku byla

upravena na 7,5 a roztok byl doplnén do 2 1. Pfed pouzitim byl roztok 5X nafedén dH>O.
TBS-T (0.1% a 0,05% Tween)

K natfedénému TBS pufru bylo pro zisk 0,1% roztoku ptidano ke 100 ml pufru 0,1 ml
Tween 20 (pro Def), a pro zisk 0,05% 50 pl Tween 20 (pro Aba).

Tris-HCI

1,2114 g Trisu bylo rozpusténo v 100 ml dH>O. Pomoci HCI bylo upraveno pH
na hodnotu 6,8.

3.1.3 Biologicky material

Optimalizaéni vzorky

Optimalizacni vzorky byly dodany Skolitelem. Byly pouzity vzorky lyofilizované
hemolymfy mladusek, neimunizovanych vcel i v¢éel imunizovanych. Vsechny vcely
pochézely ze véelnice v Kyvalce (Ceska republika). Pro optimalizaci aktivity PO byly
pouzity vzorky hemolymfy odebrané zivym vcelam.

Experimentalni vzorky

Experimentalni vzorky byly dodany skolitelem. VEely pouzité pro experiment pochazely

ze véelnice v Kyvalce (Ceska republika).

Byly pouzity vzorky 3 experimentélnich skupin:

- Kontrola — v€ely po vylihnuti krmeny 50% sacharosou a pylovou nahrazkou (7-10
dni)

- Bakterie — v¢ely po vylihnuti krmeny 50% sacharosou a pylovou nahrazkou (7-10
dni), imunizace ordln€ smési inaktivovanych G+ a G— bakterii (koncentrace bakterii
10, Paenibacillus larvae, Escherichia coli, treatment 24 nebo 48 hodin)

- LPS — v¢ely po vylihnuti krmeny 50% sacharosou a pylovou ndhrazkou (7-10 dni),

imunizace ordlné LPS (60 pug-ml’, z E. coli treatment 24 nebo 48 hodin)
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Pro detekci AmP byla hemolymfa rozpusténa v 0,1% TFA, jeden vzorek obsahoval
hemolymfu z 5 véel, z jedné vcely byly odebrany 2 pl hemolymfy. Z kazdé skupiny byly
pouzity vzorky z 5 klicek a z kazdé¢ klicky bylo ziskano 5 vzorkd. VeSkeré vzorky byly
lyofilizovany. Pro stanoveni aktivity PO byla zamrazena ¢ista hemolymfa vcel, se stejnym

mnozstvim hemolymfy i ptipravou vzorkt jako v ptipad¢ vzorkt pro detekci AmP.

3.1.4 Protilatky

Primarni protilatky

Krali¢i protilatka proti abaecinu (Moravian-Biotechnology, Ceské republika)
Krali¢i protilatka proti defensinu-1 (Moravian-Biotechnology, Ceské republika)
Krali¢i protilatka proti hymenoptaecinu (Moravian-Biotechnology, Ceska republika)

Sekundarni protilatky

Kozi anti-kralici IgG protilatka konjugovand s fenol:H>O» oxidoreduktasou (kienova
peroxidasa, HRP EC 1.11.1.7) (Sigma-Aldrich, USA)

Kozi anti-kralici 1gG protilaitka konjugovand s fosfat-monoesterfosfohydrolasou
(alkalicka fosfatasa, ALP, EC 3.1.3.1) (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.5 Synteticky pripravené peptidy

Peptidy pro UHPLC-ESI-Q-TOF

Apidaecin 1B (Cistota > 99 %; Merck KGaA, Némecko)

Izotopové [*Cs'°N4] znadeny apidaecin 1B (na C-konci, &istota > 98 %; Merck KGaA,

Némecko)

Epitopy peptidi pro Western blot a metodu ELISA

Defensin-1 (Def) (M = 1,68 kDa; Moravian-Biotechnology, Ceska republika)
- Sekvence: CTKEGKSRPSLDI

Abaecin (Aba) (M = 1,48 kDa; Moravian-Biotechnology, Ceska republika

- Sekvence: CFNPKIKWPQGY

Hymenoptaecin (Hym) (M = 1,43 kDa; Moravian-Biotechnology, Ceska republika
- Sekvence: TKEGKSRPSLDI

Epitopy peptidii pro Western blot a metodu ELISA kaplované s BSA

Defensin-1 (M = 68,2 kDa; Moravian-Biotechnology, Ceské republika)

Abaecin (M = 68 kDa; Moravian-Biotechnology, Ceska republika)

Hymenoptaecin (M = 67,9 kDa; Moravian-Biotechnology, Ceska republika)

3.1.6 Pristroje a vybaveni

96jamkova mikrodesti¢ka pro VIS (Sigma-Aldrich, USA)
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Analytické vahy (BioTech innovative, Ceska republika)

Aparatara pro Tank blot (Bio-Rad, USA)

Aparatura pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecylsiranu
sodného (SDS-PAGE) (Bio-Rad, USA)

Autoklav (Tuttnauer, Nizozemsko)

Blotovaci membrana PVDF Immobilon-FL, primér pord 0,45 pm (Millipore
Corporation, USA)

Elektromagnetick4d michacka (Biosan, LotysSsko)

ELISA desticka — Corning® 96 Well EIA/RIA Assay Microplate (Sigma-Aldrich, USA)
Hmotnostni spektrometr Compact (Bruker Daltonics, Némecko)

HPLC systém UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Chlazena centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)

pH metr (XS Instruments, Italie)

Ptredvazky (Radwag, Polsko)

Rotacni ttepacka (Biosan, LotySsko)

Simplicity® Water Purification System (Merck KGaA, Némecko)

Spektrofotometricky reader Synergy H1 (Agilent BioTek, USA)

Termoblok (Major Science, Taiwan)

Termostatovana trepacka (Biosan, LotySsko)

Ttiepacka (Grant Instruments Ltd, UK)

Ultrazvukova lazen Elmasonic (Elma Schmidbauer GmbH, Némecko)

Vakuova odparka Concentrator (Eppendorf, Némecko)

Vortex (Biosan, Lotyssko)

Zdroj elektrického napéti (Cleaver Scientific, UK)

3.2 Metody
3.2.1 Ovéreni ucinnosti protilatek proti antimikrobidlnim peptidiim
metodou Western blot

3.2.1.1. Priprava optimaliza¢nich vzorki

Pro provedeni metody Western blot byly pouZity standardy epitopi AmP Def a Aba
o koncentraci 100 ng-ml, stejné tak standardy epitopti kaplované s BSA o shodné
koncentraci. Roztoky standardii byly ptipraveny v Tris-HCI pufru. Déle byly pouzity
optimalizacni vzorky lyofilizované hemolymfy imunizovanych v¢el, které byly

rozpustény v 50, 75 ¢i 100 pl Tris-HCI pufru, na 20 minut umistény do lednice, nasledné
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promichany na centrifuze a vortexovany. V piipadé pouziti vzorkd hemolymfy mladusek
¢i neimunizovanych vcel doslo k rozpusténi vzorkd v 75 pl Tris-HCI pufru, nasledna
uprava vzorkll byla stejnd jako v pfipadé vzorkd imunizovanych vcel. Ke vSem
standardim 1 vzorkim byl néasledné¢ vpoméru 1:1 pfidan Tricin sample buffer
s 2% B-merkaptoethanolem. Pfed nanasenim na gel byly zkumavky na 5 minut umistény

do termobloku o teploté 95 °C.

3.2.1.2 SDS-PAGE

Pro SDS-PAGE byl pouzit 4% zaostfovaci gel (49,5 % T, 3 % C) a 16% d¢lici gel
s mocovinou (49,5 % T, 3 % C). Slozeni geld uvadi Tab. 1. Polymerace byla zahdjena

ptidavkem 10% APS. Délici gel byl po naneseni pro tuhnuti pfevrstven n-butanolem.

Tab. 1: Slozeni geli pro SDS-PAGE.

Gelovy pufr

- - 0,

AB- AB 3% Glycerol dH,O TEMED 10% Mocovina
Typ gelu 6 3 koncentrovany [g] [ml]  [u] APS (2]

(mil [mi] g : [ul
16% délici 2,5 - 2,50 0,75 2,5 2,50 25 2,7
0,
4% y , 0,25 0,75 - 2 2,25 22,5 -
zaostfovaci
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Do jamek gelu byly pipetovany 4 ul markeru molekulové hmotnosti a 15 pl standardu
¢i vzorku. Mezi skla byl nalit katodovy puft, vn€ pufr anodovy. Pro zaostieni vzorkt bylo

pouzito napéti 50 V, které bylo nasledné zvyseno na 120 V.

3.2.1.3 Tank blot

Blotting byl proveden metodou tank blot s pouzitim PVDF membrany, ktera byla nejdiive
namocena na 5 minut do methanolu. Porézni houbicky, filtracni papiry i membrany byly
nasledné ponoteny do blotovaciho pufru s methanolem. Po seskladani blotovaci kazety
s gelem a membranou byl proveden blotting pfes noc s konstantnim napétim 32 mA
na jednu membranu. Blotting byl nasledujici den ovéfen barvenim membrany na proteiny

pomoci Ponceau S.

3.2.1.4 Imunochemicka detekce antimikrobialnich peptidi
Pro imunochemickou detekci AmP byla membrana nejdiive blokovdna s vyuzitim
albuminu v TBS pufru. V piipadé¢ Def se jednalo o 5% roztok, v piipadé Aba 1%.
Blokovani probihalo v lednici po dobu 2 hodin na tfepacce. Membrana byla nésledné
tfikrat po 10 minutach na tfepaCce promyta roztokem TBS-T. Inkubace s primarni
protilatkou probihala pies noc v lednici na tiepacce piifedéni protilatky 1:3000 ¢i 1:5000
v TBS-T pufru.

Po inkubaci byla membrana opét tfikrat po 10 minutich promyta TBS-T pufrem
a nasledné hodinu na tfepacce inkubovana se sekundarni protilatkou konjugovanou s ALP
piifedéni 1:15000 pro Def a 1:2000 pro Aba v TBS-T pufru. Nasledovalo dal$i promyti
membrany tiikrat po 10 minutach v TBS-T pufru. Membrana byla barvena za pouziti

BCIP a NBT v pufiru pro ALP (10 ml pufru pro AP, 33 ul BCIP a 33 ul NBT).

3.2.2 Imunochemicka detekce antimikrobidlnich peptidi metodou

ELISA

3.2.2.1 Priprava optimaliza¢nich vzorki

Pro ovéfeni Gc€innosti a spravnosti metody byl pouzit coating pufr jako blank, dale
standard epitopu Hym, standardy epitopi Def a Aba kaplované s BSA, ¢ist¢ BSA a vzorky
lyofilizované hemolymfy mladusek. Hym byl na desticku nanaSen v koncentraci
20 ng'ml!, Def a Aba kaplovany s BSA v koncentracich 100 ng-ml" a 500 ng-ml™'. BSA
bylo pouzito v koncentraci 100 ng-ml™'. Viechny roztoky byly ptipraveny v coating

puftru.
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Hemolymfa mladusek byla rozpusténa v 650 pl coating pufru. Nasledn¢ byly vzorky
na 20 minut umistény do lednice, poté promichany na centrifuze a vortexovany. V piipadé
detekce Def a Aba byly pro naneseni na ELISA desticku fedény 1:100 v coating pufru,
v ptipad¢ detekce Hym 1:10 v tomtéz pufru. Na ELISA desticku bylo vzdy v duplikatu
naneseno 100 pl vzorku. Poté byla destiCka obtazena parafilmem a inkubovéna ptes noc

v lednici.

3.2.2.2 Priprava experimentalnich vzorki

Vzorky lyofilizované hemolymfy experimentalnich vzorkl byly rozpustény v 650 pl
coating pufru. Néasledn¢ byly na 20 minut umistény do lednice, poté promichany
na centrifuze a vortexovany. Pro detekci Def a Aba byly natfedény 1:100 v coating pufru,
pro detekci Hym 1:10 v tomtéz pufru. Na ELISA desticku byly vzorky pipetovany
v duplikétu, vzdy po 100 pl s pouzitim coating pufru jako blanku. Po napipetovani vzorka

byla desticka potazena parafilmem a pies noc inkubovana v lednici.

3.2.2.3 Provedeni metody ELISA
Nasledujici den byly vzorky z jamek vytfepany a destiCka vysuSena poklepanim
na ubrousek. Nasledné byla desticka promyta. Pro promyti bylo do kazdé jamky
napipetovano 200 ul pracovniho promyvaciho pufru a jamka byla 7x promichana pomoci
pipety. Po vytfepani pufru z jamek byl postup jesté 2x zopakovan. Nasledné bylo
do kazdé jamky pridano 200 ul 0,5% mléka v pracovnim promyvacim pufru, desticka
byla obtazena parafilmem a 2 hodiny pfi 37 °C inkubovéna na tfepacce za mirné¢ho
tfepani. Po skonceni inkubace bylo mléko vytiepano z jamek a desticka standardnim
zpusobem promyta.

Do kazdé jamky bylo nasledné ptfidano 100 pl primarni protilatky. V ptipadé Def
a Aba byly protilatky fedény 1:5000, v ptipadé Hym 1:500, vzdy v pracovnim
promyvacim pufru. Inkubace probihala po dobu 1 hodiny pii 37 °C na tfepacce
za mirného tfepani. Po skonceni inkubace byla protilatka vytfepana z jamek a desticka
standardnim zptisobem promyta. Poté bylo do kazdé jamky ptfidano 100 pl sekundarni
protilatky konjugované s HRP v fedéni 1:3000 v pracovnim promyvacim pufru. Desti¢ka
byla inkubovadna 1 hodinu pfi 37 °C na tfepacce za mirného tiepani. Protilatka byla
nasledné vytfepana z desticky a desticka stejné v pfedchozich krocich promyta. Poté bylo
do kazdé jamky napipetovano 200 pl pracovniho promyvaciho pufru, ktery byl z jamek
thned vytfepan a desticka vysuSena poklepanim na ubrousek. Proces byl jesté jednou

opakovan a poté byly zbyvajici bubliny v jamkach odstranény pomoci Spendliku.
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Do kazdé jamky bylo nasledné ptidano 100 pl ELISA substratu a desticka byla 1 hodinu
inkubovana pti 37 °C na tfepacce za mirného tfepani ve tme. Po skonceni inkubace bylo
pro zastaveni reakce do kazdé jamky pfipipetovano 50 pl 0,5 mol-dm™ H,SO4. Nésledné

byla zmétena absorbance na spektrofotometrickém readeru pii 450 nm.

3.2.3 Kvantifikace apidaecinu v hemolymfé ulovych véel pomoci LC/MS
Vsechny experimentalni vzorky byly rozpustény ve 100 ul 5% FA. Vzorky byly nasledné
vortexovany, 10 minut sonikovany v ultrazvukové lazni a centrifugovany (4 °C,
16 100xg, 10 minut). Do MS vialky bylo pipetovano 10 pl 5% FA, 20 ul rozpusSténého
vzorku a 10 pl interniho standardu izotopov€ znaceného apidaecinu. Vzorky byly
nasledné prométeny pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie na reverzni fazi
spojené s hmotnosti spektrometrii, pii které byla pouzita ionizace elektrosprejem
a analyza kvadrupolem s analyzatorem doby letu (UHPLC-ESI-Q-TOF), nasttik 5 pl.

UHPLC separace byla provedena na koloné Kinetex 1,7 pm EVO C18, 100 A,
150%2,1 mm, C18 s piedkolonou. Kolona byla umisténa do termostatu s teplotou 40 °C.
Mobilni faze byly (A) 0,5% FA ve vodé a (B) 0,5% FA v acetonitrilu. Separace byla
provedena s priitokovou rychlosti 0,2 ml'-min’! s gradientem: 0-3 min 2% B, 3-12 min
2-45% B, 12—-14 min 45-95% B, 14—17 min 95% B, 17-18 min 95-2% B, 19-20 min
2% B (Dostalkova et al., 2021).

Data z MS byla ziskéna pii nastaveni: hmotnostni rozsah 1002800 Da, spektralni
rychlost 4 Hz, napéti koncové desky 500 V, napéti na kapilare 4500 V, tlak rozprasovace
2,5 bar, piivod susictho plynu 6 I'min’', susici teplota 200 °C, HPC interni kalibrace
mravencanem sodnym (Dostéalkova et al., 2021).

Veskeré zpracovani dat bylo provedeno pomoci softwarti Bruker Compass HyStar
(Bruker, verze 5.0.37.0), DataAnalysis (Bruker, version 4.4) Compass otofControl
(Bruker, verze 5.2) a TASQ2.2 (Bruker Daltonics).

3.2.4 Optimalizace stanoveni aktivity fenoloxidasy

3.2.4.1 Priprava vzorku

Optimalizaéni vzorky byly nachystany odbérem hemolymfy Zivym v¢elam. Jeden vzorek
obsahoval celkem 10 pl hemolymfy, 2 pul zjedné vcely. K optimalizaénim
1 experimentalnim vzorkiim bylo pfiddno 390 pl Na-Pi pufru. Vzorky byly nasledné
po dobu 5 minut zamrazeny v —60 °C. Poté byly vzorky propipetovanim promichany
a centrifugovany (4 °C, 12 000xg, 15 minut). Supernatant byl odebran pro méieni

enzymove aktivity.
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3.2.4.2 Méreni enzymové aktivity

Pro méfeni enzymové aktivity PO bylo do jamky mikrodesticky napipetovano na ledu
40 pl supernatantu, veskera stanoveni probihala v duplikatu. Desticka byla nasledné
inkubovdna 10 minut na tfepacce za laboratorni teploty. Desti¢cka byla po inkubaci
vloZena do spektrofotometrického readeru s davkovanim substratu, ktery do kazdé jamky
napipetoval 160 ul DOPA. Kinetické méteni probihalo po dobu 30 minut pfi teploté 30 °C
s odectem absorbance pfi vinové délce 492 nm v intervalu 2 a ptl minuty. Pfed kazdym
odectenim absorbance byla desti¢ka 5 sekund promichavana. Pro ovéfeni absorpcniho

maxima bylo prométeno absorpcni spektrum produktu v rozsahu 300-600 nm.

3.2.4.3 Aktivace profenoloxidasy a-chymotrypsinem

Do jamky mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano na ledu 40 pl supernatantu, veskera
stanoveni probihala v duplikdtu. Do kazdé jamky byly nasledné ptfidany 2 pl
a-chymotrypsinu. Desti¢ka byla poté inkubovana 10 minut na tfepacce za laboratorni
teploty. Desticka byla po inkubaci vlozena do spektrofotometrického readeru
s davkovanim substratu, ktery do kazdé jamky napipetoval 160 pl DOPA. Kinetické
meéteni probihalo po dobu 30 minut pfi teploté 30 °C s odectem absorbance pii vinové
délce 492 nm v intervalu 2 a ptl minuty. Pfed kazdym odectenim absorbance byla
desticka 5 sekund promichdvana. Sbér dat ze vSech spektrofotometrickych méfeni

probéhl v softwaru Gen5 (Agilent BioTek, USA, verze 3.06).

3.2.5 Zpracovani a statistické vyhodnoceni dat
Zpracovani dat a tvorba grafi byla provedena softwarem Microsoft Excel 365
(Microsoft). Veskeré statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci softwaru JASP
(University of Amsterdam, verze 0.18.3).

Ziskand data byla v softwaru JASP otestovana na normalitu (Shapiro-Wilk test)
a nasledné vyhodnocena parametrickym testem ANOVA ¢i logaritmovana a nasledné opét
testovana na normalitu. Dle vysledku byl nésledné proveden parametricky c¢i
neparametricky test ANOVA (Kruskal-Wallis test), pfipadné dvoucestnda ANOVA.

Pro srovnani vysledki byly definovany urovné statistické vyznamnosti dle p hodnot
statistickych testt:
- p<0,05—*
- p<0,01 — **
- p<0,00] — **x*
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4 VYSLEDKY

4.1 Ovéfeni ucinnosti protilitek proti antimikrobidlnim peptidim
metodou Western blot

Fotografie membran zobrazuji vysledek Western blotu pfi testovani frakce 1.1 protilatky

proti Def (Obr. 6) a frakce 1.1 protilatky proti Aba (Obr. 7).

kDa M Def Def+BSAML NV VZ50 VZ75 VZ100

75 [ |

Obr. 6: Vysledek imunochemické detekce Def pii pouziti frakce protilatky 1.1 kralika ¢. 23,
fedéni protilatky 1:5000 v TBS pufru, velikost port 0,45 um. Pismena popisuji jednotlivé vzorky:
M-marker, Def-epitop, Def-epitop kaplovany s BSA, ML-hemolymfa mladusky, NV-hemolymfa
neimunizované véely, VZ-vzorek hemolymfy véely imunizované. Cisla za VZ vyjadiuji objem
Tris-HCI pufru v pl, ve kterém byla hemolymfa rozpusténa. Cislo vlevo znaéi molekulovou
hmotnost v kDa. V pfipadé Def byl pozorovatelny pouze band odpovidajici Def kaplovanému
s BSA (fialovy ramecek).
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Obr. 7: Vysledek imunochemické detekce Aba pii pouziti frakce protilatky 1.1 kralika ¢. 25,
fedéni protilatky 1:5000, velikost porti 0,45 pm. Pismena vyjadiuji jednotlivé vzorky: M-marker,
Aba-epitop, Aba-epitop kaplovany s BSA, ML-hemolymfa mladusky, NV-hemolymfa
neimunizované véely, VZ-vzorek hemolymfy véely imunizované. Cisla za VZ vyjadiuji objem
Tris-HCI pufru v pl, ve kterém byla hemolymfa rozpusténa. Cisla vpravo zna¢i molekulovou
hmotnost v kDa. Byly pozorovatelné bandy odpovidajici Aba ve dvou koncentrovanéjSich
vzorcich hemolymfy imunizovanych vcel (Cerveny ramecek) a Aba kaplovanému s BSA (fialovy
ramecek).

Dalsi fotografie membrany zobrazuje u€innost frakce 1.6 protilatky proti Def (Obr. 8).

kDa M  Def Def+BSAVZ vVZ vz
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Obr. 8: Vysledek imunochemické detekce Def pii pouziti frakce protilatky 1.6 kralika ¢. 24,
fedéni protilatky 1:5000, velikost pord 0,45 pm. Pismena vyjadiuji jednotlivé vzorky: M-marker,
Def-epitop, Def+BSA-epitop kaplovany s BSA, VZ-vzorek hemolymfy véely imunizované. Cisla
vlevo zna¢i molekulovou hmotnost v kDa. Byly pozorovatelné bandy odpovidajici samotnému
Def jak ve vzorku samotného epitopu (zeleny ramecek), tak ve vzorku epitopu kaplovanému
s BSA (zluty rédmecek), Def kaplovany s BSA (fialovy ramecek) a Def v hemolymfé
imunizovanych vcel (Cervené ramecky). Byl pozorovan také Def navazan pravdépodobné
na vitellogenin (oranzovy ramecek).
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4.2 Imunochemicka detekce antimikrobialnich peptidi metodou ELISA

4.2.1 Ovéreni ucinnosti a spravnosti metody promérenim

optimalizacnich vzorku

Metodou ELISA byl nejdiive prométfen blank a standardy epitopd peptidd, epitopt
peptidi kaplovanych s BSA, BSA ¢i vzorky hemolymfy mladusek. Tab. 2 zobrazuje
ukazku tohoto méteni pti detekci Aba. Naméfenymi hodnotami absorbance bylo ovéieno

spravné vazani protilatky pouze na epitopy AmP.

Tab. 2: Naméfené absorbance optimaliza¢nich vzorkll pro imunochemickou detekci Aba metodou
ELISA pii spektrofotometrickém prométeni pifi 450 nm. Hodnota absorbance byla ziskana
zprimérovanim hodnot absorbanci pti méfeni v duplikatu. Jako blank byl pouZit coating puft.

Vzorek Absorbance [A450]
Blank 0,285
Aba+BSA (c = 100 ng'ml™") 0,587
Aba+BSA (c = 500 ng'ml™") 0,898
BSA 0,227
Mladuska 0,577
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4.2.2 Imunochemicka detekce antimikrobialnich peptidi
v experimentalnich vzorcich

Vysledky imunochemické detekce AmP v hemolymfé vcéel ukazuji relativni zastoupeni
tti AmP ve tfech experimentalnich skupinach (Obr. 9). V ptipad¢ Def byly statistickym
vyhodnocenim zjistény statisticky vyznamné rozdily v hladindch AmP mezi skupinou
LPS a kontrolou (ANOVA, p = 0,024, df = 2), stejn¢ tak mezi skupinou LPS a skupinou
bakterie (ANOVA, p = 0,002, df = 2). Nebyly zjistény vyznamné rozdily mezi kontrolni
skupinou a skupinou bakterie (ANOVA, p = 0,668, df = 2).

Po statistickém vyhodnoceni zastoupeni Aba ve vzorcich byly zjistény statisticky
vyznamné rozdily mezi skupinou LPS a kontrolou (Kruskal-Wallis ANOVA, p = 0,007,
df = 2), stejn¢ tak mezi skupinou LPS a skupinou bakterie (Kruskal-Wallis ANOVA,
p =0,018, df = 2). Mezi kontrolou a skupinou bakterie nebyly zjistény vyznamné rozdily
(Kruskal-Wallis ANOVA, p = 0,746, df = 2). V pfipad¢ Hym nebyly detekovany
statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou LPS a kontrolou (ANOVA, p=0,191,
df=2), LPS a skupinou bakterie (ANOVA, p = 0,763, df = 2) ani kontrolou a skupinou
bakterie (ANOVA, p = 0,538, df = 2).
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Obr. 9: Relativni zastoupeni (A) defensinu-1, (B) abaecinu, (C) hymenoptaecinu ve vzorcich
hemolymfy vcel. Svorky s hvézdickami znaci piislu$né statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami, n.s. oznacuje statisticky nevyznamné rozdily mezi skupinami. n vyjadiuje pocet
biologickych opakovani.
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4.3 Kvantifikace apidaecinu v hemolymfé ulovych v€el pomoci LC/MS
Vysledky méfeni apidaecinu v hemolymf& vcel ukazuji koncentraci peptidu ve tfech
experimentalnich skupindch (Obr. 10). Hodnoty byly ziskdny s vyuzitim kalibracni
kiivky s linedrni zavislosti vyjadfenou rovnici y = 0,7586x + 2,044, R> = 0,99638.
Statistickym vyhodnocenim nebyly zjistény vyznamné rozdily v mnozstvi apidaecinu
mezi skupinou LPS a kontrolou (ANOVA, p = 0,126, df = 2), LPS a skupinou bakterie
(ANOVA, p = 0,752, df = 2) ani kontrolou a skupinou bakterie (ANOVA, p = 0,529,
df=2).
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Obr. 10: Naméfené koncentrace apidaecinu v hemolymf¢ ve tiech experimentalnich skupinach.
n.s. oznacuje statisticky nevyznamné rozdily mezi skupinami. n vyjadiuje pocet biologickych
opakovani.
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4.4 Optimalizace stanoveni aktivity fenoloxidasy

4.4.1 Optimalizace metody
Proméfeni absorpéniho spektra produktu enzymové reakce fenoloxidasy udava jeho

absorp¢ni maximum 492 nm (Obr. 11).
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Obr. 11: Absorpéni spektrum produktu reakce katalyzované fenoloxidasou ze substratu L-DOPA.
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Kineticky zdznam prabéhu enzymové reakce na pocatku procesu optimalizace
stanoveni enzymové aktivity je vyjadifen rostouci absorbanci vzorku s ¢asem, nicméné
variabilita rychlosti reakce neukazuje na stabilni pfirGstek méfeného produktu, proto

musel byt postup méfeni optimalizovan. (Obr. 12).
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Obr. 12: Zaznam kinetického méfeni aktivity fenoloxidasy optimaliza¢niho vzorku hemolymfy.
Hodnoty absorbance byly ziskany zprimérovanim hodnot absorbanci pfi méfeni v duplikatu.
PO+PPO vyjadfuje vzorek, ve kterém doslo kaktivaci profenoloxidasy (PPO)
a-chymotrypsinem, PO vzorek, ve kterém byla méfena aktivita Cisté fenoloxidasy (PO).
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Ukazka kinetického zdznamu pribéhu enzymové reakce po optimalizaci je vyjadiena

rostouci absorbanci optimaliza¢niho vzorku Cerstvé hemolymfy s casem (Obr. 13).
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Obr. 13: Zaznam kinetického méteni aktivity fenoloxidasy optimalizaéniho vzorku hemolymfy.
Hodnoty absorbance byly ziskdny zprimérovanim hodnot absorbanci pfi méfeni v duplikatu.
PO+PPO vyjadfuje vzorek, ve kterém doslo kaktivaci profenoloxidasy (PPO)
a-chymotrypsinem, PO vzorek, ve kterém byla méfena aktivita Cisté fenoloxidasy (PO). Body
byly proloZeny piimky, jejichz rovnice jsou barevné ozna¢eny v pravém hornim rohu grafu.
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4.4.2 Stanoveni aktivity fenoloxidasy v experimentalnich vzorcich
Vysledky stanoveni aktivity PO zobrazuji relativni aktivitu tohoto enzymu v hemolymf¢
véel ve tfech experimentdlnich skupinach, a to v pfipadé stanoveni aktivity ¢isté PO,
stejn¢ jako v pripad¢ aktivace PPO a-chymotrypsinem (Obr. 14). Statistickym
vyhodnocenim dat nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v aktivité PO mezi
skupinou LPS a kontrolou (dvoucestna ANOVA, p = 0,985, df = 2), LPS a skupinou
bakterie (dvoucestnda ANOVA, p = 0,997, df = 2), ani skupinou bakterie a kontrolou
(dvoucestna ANOVA, p = 1,000, df = 2). Stejné tak nebyly zjistény rozdily v aktivit¢ PO
piiaktivaci PPO mezi skupinou LPS a kontrolou (dvoucestnda ANOVA, p =0,144, df = 2),
LPS a skupinou bakterie (dvoucestna ANOVA, p =0, 0,124, df = 2) ani skupinou bakterie
a kontrolou (dvoucestnda ANOVA, p = 1,000, df = 2).

Po statistickém vyhodnoceni byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi
aktivitou samotné PO a PO po aktivaci PPO a-chymotrypsinem v jednotlivych
experimentalnich skupinach, konkrétné v kontrolni skupiné (dvoucestnda ANOVA,
p < 0,001, df=2), skupiné¢ LPS (dvoucestnd ANOVA, p <0,001, df=2) i skupin¢ bakterie
(dvoucestna ANOVA, p < 0,001, df = 2).
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Obr. 14: Relativni aktivita fenoloxidasy (PO) ve tfech experimentalnich skupinach, (A) kontrolni
skuping, (B) skupin¢ LPS, (C) skupin€ bakterie. PO+PPO vyjadfuje vzorky, ve kterych doslo
k aktivaci profenoloxidasy (PPO) a-chymotrypsinem, PO vzorky, ve kterych byla méfena aktivita
Cisté fenoloxidasy (PO). Svorky s hvézdickami znac¢i ptislusné statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami. n vyjadfuje pocet biologickych opakovani.
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5 DISKUZE

5.1 Ovéreni ucinnosti protilaitek proti antimikrobialnim peptidim
metodou Western blot

Protilatky jsou hojn¢ pouzivané nastroje nejen v oblasti vyzkumu, rutin€ se s nimi pracuje
vramci Western blotu, metody ELISA ¢i naptf. imunohistochemie. Pro pouZzivani
protilatky je dilezita jeji validace, ¢imz se rozumi ovéieni, ze je protilatka specificka,
selektivni a reprodukovatelnd pro nami potiebné metody (Bordeaux et al., 2010).

V rédmci provedeni Western blotu byla ovéfena specifi¢nost protilatek proti Def a Aba
ziskanim konkrétniho bandu, ktery molekulovou hmotnosti odpovidal cilenému peptidu,
a to ve vzorku standardu ¢i imunizované véely, ptipadné peptidu kaplovanému s BSA.
Nejprve bylo ptistoupeno k testovani frakce 1.1 protilatek. V ptipadé Def nebyla detekce
peptidu uspésna (Obr. 6), jelikoz nebyl detekovan hledany peptid v zddném vzorku
hemolymfy imunizovanych vcel. V piipadé Aba bylo testovani frakce uspésné (Obr. 7),
band odpovidajici peptidu byl pozorovatelny u dvou koncentrované€jsSich vzorki. Peptid
nebyl dle pfedpokladu detekovan v hemolymf€ mladusek, které bez stimulace patogenem
mnoho AmP neprodukuji, stejné jako v ptipadé¢ neimunizovanych véel (Wilson-Rich et
al., 2008).
pozorovatelné hledané bandy, mj. byl pozorovan také band, ktery by molekulovou
hmotnosti mohl odpovidat Def navazanému na Vg (180 kDa). Diky vysledkiim mohla byt
protilatka pouzita v dalSich experimentech. Specifi¢nost protilatky mize byt potvrzena

s vyuzitim laserové ionizace za ui¢asti matrice (MALDI) MS.

5.2 Imunochemicka detekce antimikrobialnich peptidi metodou ELISA

we

5.2.1 Ovéreni ucinnosti a spravnosti metody promérenim

optimaliza¢nich vzorku
Jak uvéadi Bordeaux et al. (2010), je potieba ovéftit, Ze protilatky funguji spravné ve vSech
nami pouzivanych metodach. Proto byly protilatky a metoda nejprve vyzkouSeny
na vzorcich blanku (coating pufr), standardech epitopit AmP, BSA a vzorcich hemolymfy
mladusek. Standardy epitopti byly kaplovany s BSA pro imunizaci produkéniho zvifete —
kralika.

Jak uvadi Tab. 2, hodnota absorbance v ptipad€¢ blanku byla nizkd, t€émto hodnotam

odpovidala také absorbance samotného BSA, ¢imz byla dokadzana specifickd vazba
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protilatky na epitop peptidu, a ne na samotné BSA. Absorbance byla imérna zvySujici se
koncentraci standardli. Oproti ocekavani byla namétena vyssi absorbance u vzorkl
mladuSek. Napt. studie Bulla et al. (2012) vsak uvadi intenzivni imunitni odpovéd
mladusek pfi napadeni patogenem. Mladusky tak maskuji svou zvySenou citlivost
k ndkaze. Lze proto predpokladat, ze pouzité mladusky byly v dobé odbéru napadeny

patogenem.
5.2.2 Imunochemicka detekce antimikrobialnich peptida

v experimentalnich vzorcich

Metodou ELISA bylo sledovano relativni zastoupeni tfi AmP ve vzorcich vceli
hemolymfy. Jak vyplyva z vysledki (Obr. 9), u vzorkt skupiny, kterd byla krmena smési
inaktivovanych bakterii nedoslo ke statisticky vyznamné zvySené produkci zadného
z AmP vzhledem ke kontrole. Je mozné, ze byla koncentrace bakterii ptili§ nizka, nebo
ze krmeni inaktivovanymi bakteriemi neni dostatecny stimul pro aktivaci imunitni odezvy
v hemolymf€. Ve studii Dostalkové et al. (2021), byl pro imunizaci pouZit stejny mix
bakterii o shodné koncentraci, imunizace vSak probéhla injekci bakterii do hemolymfy.
Ve zminéné studii k indukci produkce AmP doslo, coz ukazuje rozdilnost moznych cest
imunizace, tedy imunizace krmenim ¢i injekci.

V piipad¢ skupiny, kterd byla krmena LPS doSlo ke statisticky vyznamné vys$si
produkci Def oproti kontrole. LPS je nereplikujici se stimulant imunitniho systému, jeho
vliv na indukci produkce Def pii imunizaci krmenim byl popsan napt. ve studii Richarda
et al. (2008). Oproti tomu vSak doslo k vyznamné nizs$i produkci Aba. Produkci tohoto
peptidu indukuji G+ bakterie, jeho produkce v ptipad¢€ pouziti fragmentu bakterialni stény
G— bakterii proto nebyla o¢ekavana. Zajimavym vysledkem je statisticky nevyznamna
produkce Hym. Tento AmP je nej€astéji produkovan pomoci Imd signalni drahy, je proto
mozné, ze v tomto piipad€é doslo ke spusténi drah jinych, napi. Toll, které vedly pouze
k produkci Def. Na tento experiment by bylo vhodné navazat experimenty dal§imi, kdy
by krom¢ imunitni odezvy v hemolymf¢ byla pro lepSi pochopeni ordlni imunizace
sledovana imunitni odezva v jednotlivych télnich tkanich se zaméfenim na stfevni

imunitu.

5.3 Kvantifikace apidaecinu v hemolymfé ulovych v€el pomoci LC/MS
Pomoci LC/MS byla provedena absolutni kvantifikace AmP apidaecinu v hemolymf¢
véel. Jak vyplyva z vysledki (Obr. 10), v Zadné z experimentdlnich skupin nedoslo

ke statisticky vyznamné zmén¢ v produkci tohoto peptidu. Vysledky znaci, Ze stejné jako

48



v ptipad¢ peptidii sledovanych metodou ELISA, ani zde nebyla imunizace krmenim
inaktivovanymi bakteriemi dostate¢na pro indukci produkce AmP. Vysledky také ukazuji,
ze ani LPS neindukuje produkeci tohoto peptidu.

Naméiené hodnoty ve vSech skupinach odpovidaji hodnotam, které byly ziskany napft.
ve studii Danihlika et al. (2014), kde byla méfena koncentrace apidaecinu
v neimunizovanych tlovych vcelach. Zajimavym zjisténim je vysoka variabilita hodnot

v kontrolni skupin€, coz znaci v§eobecnou biologickou variabilitu.
5.4 Optimalizace stanoveni aktivity fenoloxidasy

5.4.1 Optimalizace metody

Pro méfeni aktivity PO bylo nejprve proméfeno absorpéni spektrum produktu,
experimentli, napt. Laughton a Siva-Jothy (2011b), métila pi1 492 nm, existuji vSak
1takové, napt. studie Deckera a Rimkeho (1998), kdy bylo méfeno pii 475 nm.
Z absorp¢niho spektra (Obr. 11) bylo potvrzeno absorpéni maximum pii 492 nm,
nasledna kinetickda méteni proto vzdy probihala pfti této vinové délce.

Pti optimalizaci metody, tedy volbé vhodného poméru vzorek:pufr, koncentrace
a-chymotrypsinu, Case inkubace ¢i koncentrace DOPA bylo vychdzeno ze studie
Laughton a Siva-Jothy (2011b). Oproti puvodni studii vSak byla za idealni koncentraci
a-chymotrypsinu uréena koncentrace 5 mg-ml'. Vysledkem byla isp&$nd optimalizace,
kdy byla z nestabilniho pftirtistku produktu a pfili§ prudkého nartistu absorbance
(Obr. 12.) ziskéna linearnéjsi kiivka kinetického méteni (Obr. 13), z jejiz smérnice lze
urcit relativni aktivitu enzymu v pl hemolymfy. Smérnice rovnice pro vzorek, ve kterém
doslo k aktivaci PPO by méla byt vyssi nez v pfipad¢, kdy k aktivaci nedoslo.
To v ptipad¢ optimaliza¢nich vzorkil nenastalo, coz lze vysvétlovat tim, ze byly pouzity
cerstvé vylihnuté jarni veely. U vcel zahrnutych v imunizaénim experimentu jiz vychéazi
vyssi aktivita PO po aktivaci jejiho zymogenu a-chymotrypsinem.

5.4.2 Stanoveni aktivity fenoloxidasy v experimentalnich vzorcich

Zymogen PPO je aktivovan, jakmile je v hemolymf€ detekovéano cizi téleso, coz vede
k zahdjeni procesu melanizace, pro ktery je ¢innost PO nutna (Wilson-Rich et al., 2008).
Pfi ordlni imunizaci proto nebyl pfedpoklad nardstu aktivity PO v imunizovanych
veelach. To také potvrdily vysledky experimentu (Obr. 14), kdy nebyly zjistény zZadné
statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami. Byly vSak zjistény rozdily mezi vzorky,

kde byla stanovovéana aktivita €ist¢ PO a vzorky, kde doSlo k aktivaci PPO pomoci
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a-chymotrypsinu, coZ znaci, Ze v letnich véelach dochézi k uspésné aktivaci proenzymu
PPO timto proteolytickym enzymem. Jednalo se o vzorky lyofilizované zamrazené

hemolymfy, coz pro dals$i experimenty ddva moznost zpracovavat zamrazeny material.
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6 ZAVER

V ramci teoretické casti diplomové prace byly zpracovany literarni reSerSe se zamétenim
na imunitni systém hmyzu, konkrétné¢ vcely medonosné a jeji obranné reakce proti
mikrobidlnim a virovym patogentim, nej¢astéjsi nakazy vcel a generace vcel vyskytujici
se ve véelstvu a jejich imunitni systém.

Vramci experimentdlni ¢asti byla optimalizovana a aplikovdna metoda
imunochemické detekce antimikrobidlnich peptidii v hemolymfé véel. Experimenty byl
potvrzen rozdil v aktivaci imunitniho systému pouzivanymi imuniza¢nimi pfistupy.
Oralni imunizace inaktivovanymi bakteriemi nebyla dostatecna k indukci imunitni
odpovédi, oproti tomu krmeni fragmentem bakteridlni bunééné stény, LPS, vedlo
k indukci produkce defensinu-1.

Byla optimalizovana metoda méteni aktivity fenoloxidasy v hemolymf€ vcel, vcetné
experimentu zahrnujiciho aktivaci neaktivniho proenzymu proteolytickym enzymem
a-chymotrypsinem. Byla potvrzena moznost stanovovat aktivitu enzymu v zamrazenych
vzorcich lyofilizované hemolymfy. Vysledky stanoveni aktivity fenoloxidasy ve vzorcich
hemolymfy v¢el, které byly ordln¢ imunizovany neprokazaly zvySenou aktivitu enzymu

v imunizovanych vc¢elach.
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transgenerani immune priming
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cytokiniim podobné molekuly ,,unpaired* 1-3
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virus vezikularni stomatidy
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