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Abstrakt 

Teo re t i cká časť p r á c e j e z a m e r a n á na cha rak te r i zác iu hemocytov A. mellifera, v rá tane 

m o ž n o s t í i ch štúdia. Hemocy ty sú ana lógy ľ u d s k ý c h b ie lych krviniek, u bezstavovcov, 

k to rých hlavnou telovou tekutinou je hemolymfa. Hemocy ty sú h l a v n ý m i 

sp ros t r edkova t e ľmi z ložky vrodenej imunity hmyzu , známe j ako b u n k o v á imunita. Ich 

p ô s o b e n i e z a h ŕ ň a r i adené i m u n i t n é odpovede ako sú fagocytóza , nodu lác ia , enkapsu lác i a a 

me lan izác ia . Klas i f ikác ia hemocytov je predmetom sporu, v z h ľ a d o m na to, že t e rmino lóg i a 

j e d n o t l i v ý c h druhov hemocytov je r ô z n a u r ô z n y c h druhov hmyzu. 

C i e ľ o m exper imentá lne j časti p r á c e bola na jskôr op t ima l i zác ia m e t ó d izo lác ie a 

pur i f ikác ie hemocytov pre zavedenie ru t i nného protokolu. Ďale j to bola op t imal izác ia 

m i k r o s k o p i c k é h o pozorovania hemocytov vo svetelnom po l i , v rá tane r ô z n y c h farbiacich 

t echn ík hemocytov a stanovenie i ch poč tu v hemolymfe alebo v purifikovanej suspenzii 

hemocytov s v y u ž i t í m Búrke rove j k o m ô r k y . Rovnako bola p o z o r n o s ť v e n o v a n á aj 

m i k r o s k o p i c k é m u stanoveniu ž ivo tnos t i hemocytov v nepurifikovanej hemolymfe v 

p o r o v n a n í s purif ikovanou suspenziou hemocytov, s v y u ž i t í m farbiacej techniky Trypanovej 

modrej, a t ak t iež f l uo re scenčných sond, f luoresce índ iace tá tu a propium jod idu . Pur i f ikácia 

hemocytov z hemolymfy prebiehala pomocou cent r i fugácie na vrstve vysokohustotnej lá tky 

(Percollu). S v y u ž i t í m farbiva Trypanovej modrej bolo d e m o n š t r o v a n é , ž e tú to metodiku ide 

použ i ť k z a k o n c e n t r o v a n í hemocytov, k to ré s i z achováva jú svoju ž ivo taschopnosť . 

P r e d l o ž e n á b a k a l á r s k a p ráca tak n a p o m á h a k op t imal izác i i izo lác ie hemocytov a i ch 



m i k r o s k o p i c k é m u pozorovaniu, pre i ch ďa l š ie š túd ium, v r á t a n e i ch l e p š i e m u porozumeniu v 

r ámc i bunkovej imunity vče ly medonosnej. 
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The theoretical part o f barchelor's thesis is focused on the characterisation o f A . mell ifera 

hemocytes, including their study options. Hemocytes are analogs o f human leukocytes i n 

invertebraes, wh ich main body f lu id is hemolymph. Hemocytes are main mediators of one 
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CIELE PRÁCE 

V teoretickej časti bude v y p r a c o v a n á l i terárna rešerš zhrňujúca 

• z á k l a d n é poznatky o bunkovej imunite hmyzu so z a m e r a n í m na v č e l u m e d o n o s n ú ; 

• zhrnutie zák ladne j charakteristiky, funkcie, a v ý z n a m u hemocytov pre hmyz; 

• zhrnutie z n á m y c h poznatkov o funkc iách hemocytov u vč ie l ; 

• p r e h ľ a d m e t ó d š túdia hemocytov. 

E x p e r i m e n t á l n a časť bude zah ŕňať 

• zavedenie r u t i n n é h o protokolu izo lác ie a pur i f ikác ie hemocytov vč ie l ; 

• zavedenie protokolu pre m i k r o s k o p i c k é pozorovanie hemocytov vo svetelnom po l i 

(vrá tane r ô z n y c h farbiacich t echn ík hemocytov a stanovenie i ch poč tu 

v hemolymfe/purifikovanej suspenzii hemocytov); 

• m i k r o s k o p i c k é stanovenie ž ivo tnos t i hemocytov s v y u ž i t í m farbiacich t echn ík 

a f l uo re scenčných sond. 



1 ÚVOD 

Hemocyty sú bunky nachádza júce sa u bezstavovocov, k to rých hlavnou telovou tekutinou je 

hemolymfa a sú to ana lógy ľ u d s k ý c h b ie lych krviniek. Ich klas i f ikácia j e predmetom sporu, 

v z h ľ a d o m na to, ž e t e rmino lóg i a j e d n o t l i v ý c h typov hemocytov sa líši. V i a c e r é š túd ie v š a k 

po tvrdzujú , že aj k e ď sú bunky r ô z n e p o m e n o v a n é , ma jú p o d o b n ú alebo dokonca až r o v n a k ú 

funkciu u r ô z n y c h druhov hmyzu (Ribeiro & Brehé l in , 2006). 

Problematika hemocytov je v p o s l e d n ý c h rokoch pomerne č a s t ý m predmetom skúman ia , 

k e ď ž e hrajú v ý z n a m n ú ro lu v r ámc i bunkovej imunity hmyzu. V z h ľ a d o m na ce lo sve tové 

obavy o h ľ a d o m zachovania zdravia o p e ľ o v a č o v sa v p o s l e d n ý c h desať roč i ach upriamila 

p o z o r n o s ť k o n k r é t n e na hemocyty Apis mellifera, z d ô v o d u v ý z n a m u vč ie l v oblasti eko lóg i e 

a rovnako aj p o ľ n o h o s p o d á r s t v a (Marr inga et al . , 2014). 

Hemocy ty h m y z u bo l i k las i f ikované p o d ľ a i ch pohybl ivost i a f unkčných v las tnos t í . 

Z hľad i ska i ch pohybl ivost i , hemocyty b u ď cirkulujú v obehu hemolymfy tzv. c i rkulu júce 

hemocyty alebo sú p r i c h y t e n é k t k a n i v á m tzv. p r i sad lé hemocyty (Hi l lyer , 2016). Z i ch 

funkčného hľad i ska m á v ä č š i n a druhov h m y z u v i ace r é subpopu lác i e , k to ré sa líšia 

mor fo lóg iou a funkciou, b o l i iden t i f ikované pomocou m o r f o l o g i c k ý c h , h i s t o c h e m i c k ý c h 

a f unkčných charakter is t ík . M e d z i najčaste jš ie typy patria prohemocyty, granulocyty, 

plazmocyty, sferulocyty a oenocytoidy ( G á b o r et al . , 2017). 

Hemocyty sú p r i m á r n e m e d i á t o r y bunkami riadenej imuni ty (Marmaras & Lampropoulou , 

2009) p re tože e l iminác ia organizmov, k to ré p r e n i k n ú do telovej dutiny hmyzu, hemocoelu, 

najprv v y ž a d u j e aby bo l i hos t i t eľské bunky s c h o p n é a takujúce mikroorganizmy r o z p o z n a ť 

a p o s k y t n ú ť na ne adekvá tnu o d p o v e ď na tieto p a t o g é n y (Negri et al . , 2015). 

P o r o z p o z n a n í cudzieho objektu, prvou o d p o v e ď o u hemocytov je tzv. „ s p r e a d i n g " alebo 

š í renie hemocytov (Negr i et al . , 2016). Tá to v l a s tnosť hemocytov je čas to p o u ž í v a n á 

pr i u r čovan í miery funkčnos t i i m u n i t n é h o s y s t é m u (Dean et al . , 2004). V e ľ k o s ť cudzieho 

objektu pr i r o z p o z n a n í hemocytmi so „ s p r e a d i n g " s c h o p n o s ť o u ovp lyvňu je v ý b e r 

mechanizmu pre jeho zn ičen ie (Negri et al . , 2016). 

Jedno z p r v ý c h p o z o r o v a n í hemocytov u A . mellifera, v roku 2010, pomocou farbiacej 

techniky Giemsa , odhal i lo šesť typov hemocytov medzi k to ré patr i l i , prohemocyty, 

plazmatocyty, oenocytoidy, granulocyty, koagulocyty a b i n u k l e á r n e bunky, kde 

na jpoče tne j š ím typom bo l i plazmatocyty ďalej granulocyty a koagulocyty (El-Mohandes & 
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Fawazy, 2010). V súčasnos t i sa v y u ž í v a aj špeci f ickejš ích m e t ó d i ch detekcie, napr ík lad 

v y u ž i t í m pro t i lá tok n a v r h n u t ý m proti a n t i g é n o m , k to ré sú špec i f ickou súčasťou j e d n o t l i v ý c h 

typov hemocytov, čo pr ináša n o v é m o ž n o s t i i ch š túd ia ( G á b o r et a l . , 2020). 
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2 SÚČASNÝ STAV RIEŠENEJ PROBLEMATIKY 

2.1 Základné poznatky o imunite hmyzu 

M n o h o b u n k o v é organizmy použ íva jú na obranu v o č i p a t o g é n n y m mikroorganizmom dva 

s y s t é m y z n á m e ako v r o d e n á , nešpec i f ická , imunita a z í skaná , špecif ická, imunita. Z í s k a n á 

imunita je za ložená na produkci i prot i lá tok, k to ré rozpoznáva jú špec i f ické an t igény a tak 

n a p o m á h a j ú organizmom v rozví janí i ch imunologickej pamä te . E š t e d o n e d á v n a bola z n á m a 

informácia , ž e hmyz n e m á z í skanú imunitu a m á v e ľ m i dobre v y v i n u t ú len v r o d e n ú imun i tnú 

o d p o v e ď (Lavine & Strand, 2002), av šak n o v š i e v ý s k u m y poukazu jú na to, že h m y z by 

mohol m a ť p r imi t ívnu formu získanej imunity (Lourenco et al . , 2018; M c M e n a m i n et al. , 

2018). 

V r o d e n á imuni ta sa pr i r o z p o z n á v a n í a n á s l e d n o m u s m r c o v a n í cudz í ch organizmov 

spolieha na faktory z a k ó d o v a n é v zá rodočne j línii (Fearon, 1997). Z á k l a d n é o b r a n n é 

mechanizmy sa v š e o b e c n e rozdeľu jú do troch z á k l a d n ý c h vrst iev - fyz iká lne bar ié ry p o k o ž k y 

a čreva, b u n k o v á imunita a h u m o r á l n a imunita. Tieto z ložky tvoria tzv. i nd iv iduá lnu imunitu, 

k to rú m á k a ž d ý s a m o s t a t n ý jedinec. 

H u m o r á l n a z ložka imunity z a h ŕ ň a produkciu r o z p u s t n ý c h e fek to rových m o l e k ú l ako sú 

an t imik rob iá lne peptidy ( A m P ) (Strand, 2008; Marmaras & Lampropoulou , 2009), r eak t ívne 

formy kys l í ka alebo d u s í k a (Vass & Napp i , 2001) a komplex e n z y m a t i c k ý c h k a s k á d 

regu lu júc ich k o a g u l á c i u a m e l a n i z á c i u hemolymfy (Muta & Iwanaga, 1996; Gi l lesp ie and et 

a l . , 1997). 

Pre porovnanie, b u n k o v á imunita z a h ŕ ň a hemocytmi r i adené i m u n i t n é odpovede ako je 

fagocytóza , nodu lác ia , e n k a p s u l á c i a a uza tvá ran i e r án (Schmidt et al . , 2001; Strand, 2008; 

Marmaras & Lampropoulou , 2009). H u m o r á l n a a b u n k o v á imunita sú n a v z á j o m v e ľ m i 

p rev iazané , k e ď ž e m n o h é h u m o r á l n e faktory ovp lyvňu jú funkcie hemocytov a hemocyty sú 

d ô l e ž i t ý m zdrojom m n o h ý c h h u m o r á l n y c h m o l e k ú l (Lavine & Strand, 2002). H m y z obsahuje 

rôzne mechanizmy pre boj s infekciou s p ô s o b e n o u p a t o g é n n y m i organizmami. M n o h é z nich 

sú c h r á n e n é vrstvou an t im ik rob i á lneho sekré tu na i ch povrchu a p ro s t r ed ím ža lúdku 

n e p r i a z n i v ý m pre pa togény . Imunita h m y z u m á v e ľ a s p o l o č n ý c h paralel s vrodenou imuni tou 

ľudí a i ných stavovcov, zahŕňa júce sekréc iu A m P , f agocy tózu a e n z y m a t i c k ý rozklad 

p a t o g é n o v . H lavnou funkciou i m u n i t n é h o s y s t é m u je s y s t e m a t i c k á ochrana organizmu 
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pred v n i k n u t í m cudz í ch a p a t o g é n n y c h organizmov a i ch deš t rukc ia po v n i k n u t í do tela. A k o 

je u ž s p o m e n u t é vyš š i e , b u n k o v á imunita j e z ložená z i m u n i t n ý c h o d p o v e d í , k to ré sú 

sp ros t r edkované bunkami a pre hmyz sú t ý m i t o bunkami hemocyty (Evans et al . , 2006). 

Hemocyty sú ana lógy ľ u d s k ý c h leukocytov, b ie lych krviniek, rovnako ako u ž ivoč íchov . 

Existuje n i e k o ľ k o druhov, k to ré sú de l ené na z á k l a d e m o r f o l o g i c k ý c h , h i s t o c h e m i c k ý c h 

znakov a funkcií . M e d z i najčaste jš ie typy patril i prohemocyty, granulocyty, plazmatocyty, 

sferulocyty a oenocytoidy. Tieto typy bo l i p o p í s a n é u v i ace rých rodov ako je Lepidoptera, 

Diptera, Orthoptera, Blattaria, Cleoptera, Hymenoptera, Hemiptera a Collembola (Lavine 

& Strand, 2002). U oc tomi lky sú hemocyty p o m e n o v a n é inak ako u o s t a tného hmyzu. 

N a p r í k l a d v l a rvá lnom š tádiu sú p r í t o m n é lamelocyty a k ryš t á lové bunky. Rovnako 

ako plazmocyty, lamelocyty sú s c h o p n é p r i ľnúť k c u d z í m povrchom. Naopak k ryš t á lové 

bunky, u o s t a tného hmyzu n a z ý v a n é oenocytoidy, sú n e p r i ľ n a v é bunky, k to ré obsahujú 

prekurzory fenoloxidasy a sú p r í t o m n é v procese me lan i zác i e (Lavine & Strand, 2002). 

P o v n i k n u t í cudz í ch organizmov do tela hmyzu sú z a z n a m e n a n é k e ď sa m o l e k u l á r n e vzory 

a s o c i o v a n é s p a t o g é n m i ( P A M P ) pripoja k receptorom r o z p o z n á v a j ú c i m vzory ( P R R ) . 

T o n á s l e d n e aktivuje i m u n i t n é s igná lne dráhy, k to ré zos i ln ia i m u n i t n ú o d p o v e ď , vyvo la jú 

produkciu faktorov s an t imik rob iá lnou aktivitou a akt ivujú e fek to rové d ráhy . M e d z i 

z á k l a d n é s igná lne d ráhy zapo j ené do i m u n i t n ý c h o d p o v e d í h m y z u sa za raďujú i m u n i t n é 

d ráhy T o l l , Imd a J A K / S T A T . A k t i v á c i a tých to a iných dráh vedie k akt iváci i e fek to rových 

o d p o v e d í vedúc i ch k zahubeniu p a t o g é n o v pomocou procesov ako je fagocytóza , 

me lan izác i a , b u n k o v á enkapsu lác ia , nodu lác i a , lýza , R N A interferenciou ( R N A i ) 

s p r o s t r e d k o v a n é zn ičen ie v í rusu , au tofágia a a p o p t ó z a (Hi l lyer , 2016). 

2.1.1 Imunita včely medonosnej (Apis mellifera) 

V č e l a m e d o n o s n á patr í do skupiny soc i á lneho hmyzu. Soc iá lny h m y z je čas to c i e ľ o m 

p a t o g é n o v z d ô v o d u b l í z k e h o kontaktu medzi jednot l ivcami. Tá to skupina organizmov je 

s c h o p n á v y u ž i ť obranu v o č i p a t o g é n n y m organizmom na ú rovn i skupiny a t ak t iež na ú rovn i 

jednotl ivca. P r i p o r o v n a n í so s a m o t á r s k y m h m y z o m m ô ž u p o u ž í v a ť s t ra tégie zab raňu júce 

rozš í ren iu infekcie, t ak t iež j e tam m o ž n o s ť , ž e v č e l y sa v z d á v a j ú alebo pot láčajú n i ek to ré 

aspekty imunitnej obrany v dospelosti v ý m e n o u za iné schopnosti (Marr inga et al . , 2014). 

N a p r í k l a d v momente k e ď m l a d á v č e l a k rmička , k to rá v y k o n á v a l a ú l o h y v ý h r a d n e v úli 
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zaujme v dospelosti v i ac r i skan tnú ro lu l ietavky, p r i e m e r n á d ĺžka ž ivo ta r a p í d n e k lesá s č ím 

je spojený ú b y t o k f u n k č n ý c h hemocytov a v ý r a z n ý náras t d e f o r m o v a n ý c h alebo apop t i ckých 

hemocytov - to z n a m e n á d r a m a t i c k ý pokles imuni ty ( A m d a m et al . , 2005; M u n c h et al. , 

2008). Š túd ie vč ie l demonš t rova l i , že l ietavky pods tupu jú d r a m a t i c k ú redukciu v m n o ž s t v e 

c i rkulu júc ich hemocytov, redukciu objemu hemolymfy a takmer ú p l n e stratili s c h o p n o s ť 

v y t v á r a ť noduly pri odpovedi na bak te r i á lne napadnutie (Bedick et al . , 2001; A m d a m et al. , 

2004). Šetr í sa tak energia (napr. z á soby jedla) p o t r e b n á pre zachovanie bunkovej imunity 

na bazá lne j ú rovn i (Schmid et al . , 2008). O k r e m zn ižu júceho sa m n o ž s t v a hemocytov 

v priebehu starnutia vč ie l alebo počas premien medzi d o č a s n ý m i š t ád iami v ý v i n u (Wi l son-

R i c h et a l . , 2008; Laughton et al . , 2011) je r e d u k o v a n ý hlavne jeden typ bunkovej odpovede 

- e n k a p s u l á c i a u s tarš ích vč ie l (Schmid et al . , 2008; Jefferson et al . , 2013). 

N a ú rovn i skupiny je imuni ta n a z ý v a n á ako soc iá lna imunita a spolieha sa hlavne 

na behav io r á lnu o d p o v e ď na infekciu (Negri et al . , 2016). W i l s o n - R i c h et a l . , (2009) i ch 

predstavili ako „an t i sep t i cké sp rávan ie" , k to ré z a h ŕ ň a aktivity ako tzv. grooming - alebo 

v y č e s á v a n i e , h y g i e n i c k é sp rávan ie , o d s t r a ň o v a n i e mŕ tvo l i ek n a z ý v a n é aj ako nekro fo r i cké 

chovanie, v y h ý b a n i e sa i n f i k o v a n ý m obydl iam, sekréc iu ž l iaz napr. v o s k o v ý c h a v y u ž í v a n i e 

ž iv ice v úl i . H lavnou aktivi tou je už z m i e n e n ý grooming, čo z n a m e n á fyz ické ods t r aňovan ie 

pa raz i t i ckých r o z t o č o v z t iel d o s p e l ý c h vč ie l , v y k o n á v a j ú ho robotnice (Negr i et al . , 2016). 

Tak t i ež je pre v č e l y nesmierne dôlež i tá č is to ta v úli , k to rá rovnako n a p o m á h a z n i ž o v a ť 

ú č i n o k p a t o g é n n y c h baktér i i , p lesn í a r o z t o č o v (Evans et al . , 2006). H y g i e n i c k é sp rávan ie , 

k to ré bolo u vč ie l p o p í s a n é (Rothenbuhler & Thompson, 1956) je dnes t y p i c k ý m p r í k l a d o m 

skupinovej ochrany a z a h ŕ ň a v y h ľ a d á v a n i e a ods t r aňovan i e in f ikovaných lariev robotnicami 

(Spivak & Reuter, 2001), stavbu ú ľ o v z an t imik rob iá lnych ma te r i á lov (Christe et al . , 2003), 

soc iá lnu h o r ú č k u ako o d p o v e ď na ochorenie (Starks et a l . , 2000), p r enášan i e i m u n i t n ý c h 

znakov na os ta tné jedince v hniezde (Traniello et al . , 2002; Sadd et al . , 2005; U g e l v i g & 

Cremer, 2007), v y h ý b a n i e sa k o n t a m i n o v a n ý m obyd l i am (Rozen et al . , 2008). Ďale j zah ŕňa 

zber an t imik rob iá lnych lá tok (Simone-Finstrom & Spivak, 2010), v y p ú š ť a n i e t ých to lá tok 

na hniezdo a potomkov (Baracchi et al . , 2012; Reavey et al . , 2014), ods t r aňovan i e m ŕ t v y c h 

alebo in f ikovaných jedincov (Diez et al . , 2012), tzv. a l logrooming (Walker & Hughes, 2009) 

- čo označu je s ta ros t l ivosť o iné jedince v r á m c i j e d n é h o druhu v ä č š i n o u skrz č is ten ie srsti. 
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G e n e r a č n ý prenos i m u n i t n ý c h znakov napr. v n ú t r o v a j e č n é tox íny , k to ré sú d o d a n é 

r o d i č m i alebo endosymbiontmi p r e n e s e n é t r ansova r i á lne zo samice do va j í čok (Kellner , 

2002). Va j í čka od rod ičov , ktor í prekonali i m u n i t n ú hrozbu, v y k a z u j ú z v ý š e n ú i m u n i t n ú 

akt ivi tu aj k e ď neče l ia pa togénne j infekci i či ú t o k u parazitov. R o d i č o v s k ý imun i tný 

„ p r i m i n g " pripravuje va j íčka na m o ž n é n e b e z p e č e n s t v o tak, ž e spúšťa expresiu g é n o v 

pre imunitu v o va j í čkach p r í p a d n e priamy prenos i m u n i t n ý c h faktorov do va j íčok (Freitak et 

a l . , 2009). Efekt t r a n s g e r e n a č n é h o pr imingu na imunitu potomkov bo l tak t iež p o z o r o v a n ý aj 

na nesko r š í ch š tád iách va j íčok ( la rvá lne , š t á d i u m kuk ly a dospelom jed incovi (Moret & 

Schmid-Hempel , 2001; Rosengaus et al . , 2013; T raue r -Kiz i l e lma & Hi lke r , 2015). 

Naopak imunita na ú rovn i jednot l ivca u vče ly medonosnej zd ieľa v e ľ a so s a m o t á r s k y m 

h m y z o m , ako je m e c h a n i c k á bar ié ra , kut ikula , rovnako aj h u m o r á l n e a bunkami 

z a b e z p e č o v a n é i m u n i t n é odpovede. D á sa p o v e d a ť , že j e prakticky r o v n a k á až na n iek to ré 

špecif iká pre k o n k r é t n y organizmus. B u n k o v á imunita, z a b e z p e č o v a n á hemocytmi, zahŕňa 

procesy ako f agocy tóza mikroorganizmov, enkapsu lác i a v ä č š í c h organizmov, z r ážan i e 

hemolymfy, nodu l ác i a a m e l a n i z á c i a ( V i l m o s & Kurucz , 1998; Hoffmann et al . , 1999; Hon t i 

et al . , 2014; Dudz ic et al . , 2015). V č e l a m e d o n o s n á a os ta tný soc iá lny hmyz m á menej g é n o v 

spo j ených s imuni tou p r í b u z n ý c h so s a m o t á r s k y m hmyzom, čo m ô ž e byť ná s l edok ich 

s p o l o č n ý c h o b r a n n ý c h mechanizmov (Barribeau et al . , 2015; Doublet et al . , 2017). 

P r i p o r o v n a n í v č e l y medonosnej s o s t a t n ý m h m y z o m ako napr ík l ad oc tomi lka (Drosophila 

melanogaster) a k o m á r (Anopheles), v č e l a m á len tretinu g é n o v z a m e r a n ý c h na imunitu, 

čo naznaču je i ch v y s o k ú i m u n o l o g i c k ú e fek t ívnosť alebo ich n á c h y l n o s ť k in fekc iám (Evans 

et al . , 2006). 
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2.2 Obranné odpovede imunitného systému 

2.2.1 Rozpoznanie patogénov 

In ic iác ia imunitnej odpovede v y ž a d u j e rozpoznanie cudzieho organizmu. V priebehu 

infekcie, toto rozpoznanie prebieha k e ď sa P A M P , inak z n á m e aj ako m o l e k u l á r n e vzory 

a s o c i o v a n é s m i k r ó b a m i ( M A M P ) , pripoja k P R R . T ie rozpozna jú m o t í v y , k to ré sú p r í t o m n é 

v m i k r ó b o c h a chýba jú u hmyzu. Sú k o n c e p č n e rozde l ené do e v o l u č n é k o n z e r v o v a n ý c h 

rod ín . Patria tam proteiny r o z p o z n á v a j ú c e peptidoglykany ( P G R P ) , proteiny 

i m u n o g l o b u l í n o v ý c h d o m é n , proteiny p r íbuzné f ib r inogénu ( F R E P ) , proteiny obsahu júce 

th ioes t e rovú skupinu, proteiny r o z p o z n á v a j ú c e P - l ,3-glukán (t iež z n á m e ako proteiny 

v i a ž u c e G" bak té r i e ) , ga lek t íny , l ek t íny typu C , proteiny s d o m é n a m i b o h a t ý m i na leuc ín 

( L R R ) , molekuly p r i ľnavé k b u n k á m Downovho s y n d r ó m u ( D S C A M ) a N i m r o d proteiny 

(Das et al . , 2009; Palmer & Jiggins, 2015; Zhang et al . , 2015; H i l l y e r , 2016). N i e k t o r é z P R R 

pro te ínov p ô s o b i a pr iamo p o k ý m iné priamo vyvo láva jú i m u n i t n é e fek to rové procesy ako je 

f agocy tóza a m e l a n i z á c i a a iné akt ivujú in t race lu lá rne s igná lne d ráhy , k to ré akt ivujú 

transkripciu i m u n i t n ý c h e fek to rových g é n o v . N i e k t o r é z n ich akt ivujú oboje z á r o v e ň 

(Levashina et al . , 2001; Choe et al . , 2002; H i l l ye r , 2016). Proteiny rodiny L R R nemusia 

priamo in te ragovať s P A M P , naopak regulujú i m u n i t n é odpovede p r o s t r e d n í c t v o m interakcie 

s i nými hos t i t e ľ skými p ro t e ínmi (Fraiture et a l . , 2009; H i l l y e r , 2016). P r í k l a d o m P A M P sú 

bak te r iá lne peptidoglykany a P - l ,3-glukány u h ú b (Hi l lyer , 2016). 

2.2.2 Aktivácia signálnych dráh imunitnej odpovede 

Rozpoznanie p a t o g é n n y c h organizmov indukuje ak t ivác iu s igná lnych t r a n s d u k č n ý c h dráh, 

k to ré n i e k o ľ k o n á s o b n e zvyšu jú i m u n i t n ú o d p o v e ď , indukujú produkciu a n t i m i k r o b i á l n y c h 

faktorov a zvyšu jú ú č i n n o s ť e fek to rových mechanizmov (Hi l lyer , 2016). S igná lne d ráhy 

h m y z u sú š t u d o v a n é hlavne na m o d e l o v ý c h organizmoch octomilke (D. melanogaster) a na 

k o m á r o v i Anopheles gambie (Danih l ík , 2011). G é n y pre s igná lne d r á h y u v č e l y medonosnej 

sú o r to lógne - u v š e t k ý c h s k ú m a n ý c h organizmov v y k o n á v a j ú r o v n a k ú funkciu. M e d z i 

p o t v r d e n é s igná lne d ráhy vče ly medonosnej patr í T o l l dráha , Imd dráha , J A K / S T A T dráha 

a J N K s igná lna d r á h a (Obr. 1) (Evans et al . , 2006). 
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G* baktérie 
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O 

Obrázok 1: Dráhy aktivácie a regulácie vrodenej imunity hmyzu. Tri signálne imunitné dráhy (A) 
Tol l , (B) Imd a (C) J A K / S T A T u D. melanogaster a imunitné odpovede aktivované na prítomnosť 
bakteriálnych a hubových organizmov. (A) Tol l receptor je aktivovaný po naviazaní na ligand 
Spaetzle (Spz), ktorý je predtým aktivovaný tzv. Spaetzle-processing enzýmom (SPE). Dráha je 
aktivovaná ako odpoveď na G+ baktérie, P-glukány obsiahnuté v bunkovej sten kvasiniek 
a na virulentný faktor húb.Po tejto aktivácii sa odohráva signálna kaskáda procesov, do ktorej sa 
zapája rad proteínov. Výsledkom tejto kaskády je uvoľnenie transkripčných faktorov Dorsal a D i f z 
represie, ich translokácia do jadra a následná aktivácia transkripcie génov kódujúcich A m P . 
(B) Dráha imunitnej nedostatočnosti (Imd) je aktivovaná G - baktériami cez receptory, P G R P - L C 
a P G R P - L E . Táto signálna dráha aktivuje cez rad procesov, mimo iné zapojuje protein Imd, 
transkripčný faktor Relish (Rel), ktorého translokáciou do jadra je zahájená transkripcia génov 
kódujúcich A m P . 
(C) Aktivátory J A K / S T A T signálnej dráhy sú indukované septickým poranením/signálmi poškodenia 
alebo bakteriálnou infekciou cez väzbu cytokínov Unpaired (Upd) na cytokínový receptor Domeless 
(Dome). Aktivácia tejto signálnej sráhy vedie cez niekoľko procesov k dimerizácii transkripčného 
faktoru STAT92, jeho translokácii do jadra kde aktivuje expresiu génov odpovedajúcich na stres. 
Prevzaté od (Zhang et al., 2021). 

2.2.2.1 Toll dráha 

T o l l s igná lna d ráha j e e v o l u č n é k o n z e r v o v a n á dráha , k to rá u hmyzu funguje vo v ý v i n e a aj 

ako súčasť imunity (Evans et ak, 2006; H i l l y e r , 2016). Receptory T o l l a receptory p o d o b n é 

T o l l (tzv. T L R ) u hmyzu sú t r a n s m e m b r á n o v é s igná lne proteiny. A k o súčasť imunity 

8 



u octomilky, j e in ic iovaná k e ď sú P R R ak t ivované e x t r a c e l u l á r n y m c y t o k í n o m , Spätz le , 

k to rý sa nav i aže na b u n k o v ý receptor T o l l , čo vedie k i n t r ace lu l á rnym r e a k c i á m . V g e n ó m e 

octomi lky sa Spä tz le protein n a c h á d z a v 3 r ô z n y c h a l te rna t ívach (Parker et al . , 2001; 

Dan ih l ík , 2011). U v č e l y bo l i ná jdené dva g é n y o r to lógne k u g é n o m pre Spä tz le proteiny 

(GB15688 a G B 1 3 5 0 3 ) (Evans et a l . , 2006; Dan ih l ík , 2011). V ý s l e d k o m tejto s ignálnej 

transdukcie je t r ans lokác ia N F - K B t r a sk r ipčných faktorov (napr. D i f /Dorsa l a R e l l ) , k to r é tu 

akt ivujú traskripciu A m P a iných g é n o v kódu júc i ch i m u n i t n é efektory. Oc tomi lka obsahuje 

tri N F - K B t r ansk r ipčné faktory (Relish, D i f , Dorsal) , k to ré sú zah rnu t é v podpore expresie 

špec i f ických A m P (Imler & Bulet , 2005; Lemaitre & Hoffmann, 2007; M c M e n a m i n et al. , 

2018). V o v č e l o m g e n ó m e sa nachádza jú dva h l a v n é t r ansk r ipčné faktory p o d o b n é N F - K B 

(Dorsal a Rel ish) , k to ré sú zapo jené v T o l l a Imd s ignálnej d ráhe ( M c M e n a m i n et a l . , 2018). 

N a rozdiel od octomilky, vče l a n e m á faktor D i f ale kódu je dve h o m o l ó g n e formy faktoru 

Dorsa l (dorsal-1 a dorsal-2), k to ré v š a k nie sú o r to lógne s faktorom D i f , čo naznaču je , ž e D i f 

je o d v o d e n á vetva o b s i a h n u t á len u n i ek to rých rodov hmyzu. Tá to s igná lna d ráha spúšťa 

expresiu g é n o v pre lD-myo- inos i to l -3 - fos fá t lyasu (myo-inosi tol monofosfatasa, I M P , E C 

5.5.1.4), k torá je dô lež i tá v ochrane pred o x i d a č n ý m stresom, ďalej m e l a n i z á c i u a l y z o z ý m y . 

T o l l s igná lna d ráha j e efekt ívna p r e d o v š e t k ý m pre boj s g r a m p o z i t í v n y m i ( G + ) bak té r i ami , 

v í rusmi a h u b o v ý m i p a t o g é n m i (Hi l lyer , 2016). 

2.2.2.2 Imd dráha 

Imd s igná lna d ráha j e podobne a k t i v o v a n á k e ď P A M P sa nav i aže na ex t race lu lá rny receptor 

rozpoznáva júc i peptidoglykany L C ( P G P R - L C ) , k torý j e nu tný pre o d p o v e ď na bak te r iá lnu 

infekciu (Evans et al . , 2006; X u & Cherry, 2014; Cao et al . , 2015). Toto indukuje 

in t race lu lá rnu s igna l izác iu v e d ú c u k t rans lokác i í t r an sk r ipčného faktoru N F - K B rodiny, 

Re l i sh a k t ranskr ipčne j ak t ivác i í g é n o v kódu júc i ch A m P a iné i m u n i t n é efektory (Hi l lyer , 

2016). Imd dráha m ô ž e t ak t i ež ak t ivovať časti J A K / S T A T signálnej d ráhy (Boutros et al. , 

2002; Dan ih l ík , 2011), ktorej g é n y b o l i v g e n ó m e v č e l y t iež iden t i f ikované (Evans et al. , 

2006; Dan ih l ík , 2011). O k r e m akt ivác ie Re l i sh proteinu vedie Imd s igná lna d r á h a aj 

k ak t ivác i í J N K signálnej d ráhy , ktorej v ý s l e d k o m je a p o p t ó z a p r í p a d n e m e l a n i z á c i a alebo 

regu lác ia expresie A m P (Evans et al . , 2006; Dan ih l ík , 2011). U vč ie l je Imd s igná lna dráha 

vysoko e v o l u č n é k o n z e r v o v a n á s p r a v d e p o d o b n ý m i formami pre v š e t k y komponenty. Tá to 

s k u t o č n o s ť naznaču je , ž e Imd s igna l izác ia je p o d o b n á ako u oc tomi lky avšak to n e m u s í 
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z n a m e n a ť , ž e ma jú aj p o d o b n é b io log i cké role. W o j d a et al . , (2004) z i s t i l i , ž e t á to d ráha m ô ž e 

p o s k y t n ú ť ako poz i t ívnu tak aj n e g a t í v n u spä tnú v ä z b u pre expresiu A m P . T á t o i m u n i t n á 

d ráha je p r i m á r n e e fek t ívna v boj i s g r a m n e g a t í v n y m i ( G ) bak t é r i ami a v í ru smi (Hi l lyer , 

2016). 

2.2.2.3 J A K / S T A T 

Podobne ako T o l l s igná lna d r á h a je J A K / S T A T d r á h a zapo j ená vo v ý v i n e aj v imunite 

(Hi l lyer , 2016). J A K / S T A T dráha je a k t i v o v a n á v í r o v ý m i čas t i cami (Evans et al . , 2006), 

čo pravdepodobne vedie k vysokej prol i feráci i hemocytov a n á s l e d n é m u spusteniu 

fagocy tózy (Danih l ík , 2011). U octomil iek j e a k t i v o v a n á p o č a s infekcie k e ď ex t race lu lá rny 

g lykos i l ovaný cy tok ín „ U n p a i r e d " (Upd) sa c h o v á ako l igand a n a v i a ž e sa na b u n k o v ý 

receptor „ D o m e l e s s " (Dome). D o m e je fos fory lovaný nešpec i f i ckou p ro te ín - ty roz ín kinasou 

(Hopscotch, J A K , E C 2.7.10.2), k to rý aktivuje protein S T A T . S T A T dimerizuje a je 

t r a n s l o k o v a n ý do jadra, čo aktivuje transkripciu g é n o v kódu júc i ch proteiny s enzymovou 

aktivitou ako je napr ík l ad synthasa oxidu d u s n a t é h o ( N O synthasa, N O S , E C 1.14.13.39). 

V ý s l e d k o m je z v ý š e n á fagocy t ická aktivita hemocytov (Evans et al . , 2006). G é n y pre U p d 

neboli v g e n ó m e vč ie l ná jdené (Evans et a l . , 2006; Dan ih l ík , 2011). H o m o l ó g n e formy 

u vč ie l zahŕňa jú c y t o k í n o v ý receptor Dome, k inázu J A K , t r ansk r ipčný faktor S T A T 9 2 E 

a dva nega t ívne r egu lá to ry - supresor cy tok ínove j s ignal izác ie ( S O C S ) a inhibitor p ro te ínov 

aktivovanej S T A T (P IAS) . A j k e ď k ľ ú č o v ý l igand U p d nie j e p r í t o m n ý v g e n ó m e vč ie l , 

p r í t o m n o s ť c y t o k í n o v é h o receptoru g p l 3 0 h o m o l ó g n e h o k D o m e naznaču je , ž e tento 

mechanizmus je b e ž n ý pre v š e t k y druhy h m y z u a je plne ak t ívny ako u oc tomi lky tak aj 

u v č e l y medonosnej (Evans et al . , 2006). J A K / S T A T s igná lna d r á h a je z apo j ená 

v an t imikrob iá lne j a ant ivirálnej odpovedi (Hi l lyer , 2016). 

T o l l , Imd a J A K / S T A T d ráhy sú p r í sne r e g u l o v a n é . Ich ak t ivác ia je i n i c iovaná n a v i a z a n í m 

P A M P na P R K , avšak exis tujú in t race lu lá rne n e g a t í v n e regu lá tory , k to rých funkciou 

je u d r ž o v a ť tieto d ráhy pod kontrolou. M e d z i tieto in t race lu lá rne s igná lne molekuly pa t r í 

napr. S O C S a P I A S , k to ré n e g a t í v n e regulu jú a pot láča jú s p o m í n a n é T o l l , Imd a J A K / S T A T 

s igná lne d r á h y (Lindsay & Wasserman, 2014; M y ľ l y m ä k i & R ä m e t , 2014). 
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2.2.3 Mechanizmy imunitných efektorových odpovedí 

D e š t r u k c i a p a t o g é n n y c h organizmov je sp ro s t r edkovaná p r o s t r e d n í c t v o m v i a c e r ý c h 

e fek to rových mechanizmov, medzi k to ré patria procesy ako fagocy tóza , me lan izác ia , 

enkapsu lác ia , nodu lác ia , lýza mikroorganizmov, zn ičen ie v í r o v s p r o s t r e d k o v a n é R N A i , 

au tofágia a a p o p t ó z a . Tieto mechanizmy sa v z á j o m n e nevylučujú . N a p r í k l a d (1) pa togény , 

k to ré bo l i m e l a n i z o v a n é v hlavnej telovej dutine zvanej hemocoel sú čas to n á s l e d n e 

f agocy tované (Hi l lye r et al . , 2003a; H i l l y e r et al . , 2003b), (2) ly t ické aj m e l a n i z a č n é 

komponenty m ô ž u b y ť p r í t o m n é na povrchu r o v n a k ý c h p a t o g é n o v (Hi l lye r & Christensen, 

2005), (3) p a t o g é n y po lýze sú občas m e l a n i z o v a n é (Osta et al . , 2004; V o l z et a l . , 2006), (4) 

enkapsu l ác i a a n o d u l á c i a v o v ä č š i n e p r í p a d o v zahŕňa jú a g r e g á c i u hemocytov a me lan i zác iu 

(Ratcliffe & Gagen, 1977; Pech & Strand, 1995). 

2.2.3.1 Fagocytóza 

F a g o c y t ó z a j e e v o l u č n é k o n z e r v o v a n ý b u n k o v ý imun i tný proces, k to rý je v y u ž í v a n ý 

stavovcami rovnako ako aj bezstavovcami pre deš t rukc iu m a l ý c h cudz í ch organizmov. Tento 

mechanizmus je in i c iovaný v momente k e ď je cudzí objekt r o z p o z n a n ý a nav iazaný 

p ro t e ínmi v plazmatickej m e m b r á n e fagocytu alebo je r o z p o z n a n ý P R R na povrchu bunky 

alebo sa h u m o r á l n e P R R n a v i a ž u na P A M P . P R R , k to ré bo l i e x p e r i m e n t á l n e dokázané , ž e sa 

účas tn ia fagocy tózy , zahŕňa l i proteiny obsahu júce th ioes te rovú skupinu, N i m r o d proteiny, 

D S C A M , P-integríny a P G R P ( M a m a l i et al . , 2009; H i l l y e r , 2016). C u d z í objekt je n á s l e d n e 

poh l t ený za tvorby f a g o z ó m u , k to rý sa z lúč i s l y z o z ó m o m a hyd ro ly t i cké e n z ý m y roz lož ia 

objekt. Z hľad i ska pohybl ivost i hemocytov prebieha f agocy tóza pomocou c i rkulu júc ich aj 

i m o b i l n ý c h hemocytov (Hi l lye r & Strand, 2014). Z funkčného hľad i ska , hemocytmi , k to ré 

fagocytujú p a t o g é n y sú granulocyty u rodu Lepidoptera, Hemiptera 

a k o m á r o v , plazmatocyty u octomil iek (Hi l lye r et al . , 2003a; H i l l y e r et al . , 2003b; Strand, 

2008; Laughton et al . , 2011; H i l l y e r & Strand, 2014; Hon t i et al . , 2014). U vč ie l exis tujú 

rozdiely vo f agocy tóze medz i j e d n o t l i v ý m i kastami - f agocy t i cká aktivita u koj ič iek je vyšš i a 

ako u lietaviek a z i m n ý c h vč ie l (Hystad et al . , 2017). V ä č š i n a hemocytov je fagocytujúca. 

F a g o c y t ó z a j e v e ľ m i rých la o d p o v e ď . U k o m á r o v , c i rkulu júce a i m o b i l n é hemocyty začínajú 

f agocy tovať len n i e k o ľ k o s e k ú n d po za reg i s t rovan í p a t o g é n o v (Sigle & H i l l y e r , 2016; H i l l ye r , 

2016). Je to o b n o v i t e l n á o d p o v e ď , ktorou hemocyty opakovane poh lcu jú a degradu jú 
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pa togény , č ím sa z hľad i ska obnov i t eľnos t i odl išuje od me lan i zác i e , pri ktorej sú 

p r o d u k o v a n é me lan i t i cké kapsule, k to ré zos távajú v hemocoeli h m y z u po z v y š o k ž ivota 

(Hi l lyer , 2016). 

2.2.3.2 Melanizácia 

M e l a n i z á c i a j e e n z y m a t i c k ý proces v y u ž í v a n ý h m y z o m pr i v y t v r d z o v a n í kut ikuly , l iečení 

r án a i m u n i t n ý c h odpovediach (Christensen et a l . , 2005; N a p p i & Christensen, 2005; 

Cerenius et al . , 2008). V oblasti imunity je me lan i zác i a mechanizmus i m u n i t n ý c h efektorov, 

zah rnu tý pr i z n e š k o d ň o v a n í baktér i í , h u b o v ý c h p a t o g é n o v , p r o t o z o á l n y c h parazitov, č e r v o v 

hád 'a t iek a va j í čok pa raz i t i ckých ôs. Tak t i ež n a p o m á h a pri ods t r aňovan í už u h y n u t ý c h alebo 

umie ra júc ich p a t o g é n o v (Osta et al . , 2004; V o l z et al . , 2006). Procesy agregác ie hemocytov, 

ako je nodu lác i a či enkapsu lác i a m ô ž u b y ť s p r e v á d z a n é me lan izác iou . P o d pojmom 

m e l a n i z á c i a sa u k r ý v a sér ia reakc i í , k t o r á obsahuje konverz iu ty roz ínu na prekurzory 

m e l a n í n u a z o s i e ť o v a n i e p r o t e í n o v pre vytvorenie vrstvy me lan ínu , k torá obklopuje a izoluje 

pa togén . 

M e l a n i z á c i a sa fenotypicky prejaví k e ď s t m a v n u t á b i e l k o v i n o v á kapsula obk lop í 

pa togén , usmrtenie prebieha pravdepodobne pomocou o x i d a t í v n e h o p o š k o d e n i a alebo 

vyhladovania, p r e tože cudz í objekt j e i zo lovaný od vysoko nu t r i čne bohatej hemolymfy 

(Christensen et al . , 2005; N a p p i & Christensen, 2005; Cerenius et al . , 2008). Proces zah ŕňa 

k o o r d i n o v a n é interakcie medzi P R R , s e r í n o v ý m i proteasami, inh ib í to rmi se r ínových proteas 

a e n z ý m a m i regu lu júc imi produkciu me lan ínu . Tento proces zač ína k e ď P R R rozpozna jú 

P A M P (Wang et al . , 2005; Ma t skev ich et al . , 2010; W a n g et al . , 2014b). Toto iniciuje ser ín-

p ro t ea sovú k a s k á d u , k to rá v rcho l í ak t ivác iou e n z ý m o v akt ivujúc ich pro-fenoloxidasu, k to rá 

š t iepi tento z y m o g é n na ak t ívnu formu fenoloxidasy (po ly feno lox idasový sys tém, 

E C 1.14.18.1) ( A n et al . , 2009; A n et al . , 2011). Fenoloxidasa iniciuje produkciu m e l a n í n u 

h y d r o x y l á c i o u ty roz ínu za tvorby 3 ,4 -d ihydroxyfeny la lan ínu ( D O P A ) , k to rý je o x i d o v a n ý 

fenoloxidasou na d o p a c h i n ó n a ten je k o n v e r t o v a n ý na d o p a c h r ó m (Christensen et al . , 2005; 

Napp i & Christensen, 2005; Zhao et al . , 1995). D o p a c h r ó m je n á s l e d n e e n z ý m o v o p r e v e d e n ý 

na 5,6-dihydroxyindol za ka t a lýzy fenoloxidasy o x i d o v a n ý na indo l -5 ,6 -ch inón , k to rý je 

z o s i e ť o v a n ý s p ro t e ínmi hemolymfy pre vytvorenie me lan i t i ckých kapsú l . 

V k o m p l e m e n t á r n e j d r á h e , a r o m a t i c k á L - a m i n o k y s e l i n o v á dekarboxylasa 
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(DOPA-dekarboxylasa , E C 4.4.4.26) hydroxyluje D O P A na d o p a m í n , k to rý je p r evedený 

na m e l a n í n pomocou fenoloxidasy a i ných e n z ý m o v (Hi l lyer , 2016). M n o h é z e n z ý m o v 

a P R R , k to ré r iadia me lan i zác iu sú p r o d u k o v a n é hemocytmi (Ash ida et al . , 1988; H i l l y e r et 

a l . , 2003a). 

2.2.3.3 Bunková enkapsulácia 

E n k a p s u l á c i a j e b u n k o v á i m u n i t n á o d p o v e ď v y u ž í v a n á pre e l iminác iu p a t o g é n n y c h 

organizmov, k to ré sú p r iveľké pre fagocytózu . Je t yp i cká pre larvy rodov Dipteria 

a Lepidoptera ako o d p o v e ď na infekciu s p ô s o b e n ú va j í čkami pa raz i t i ckých ôs. P r i rode 

Lepidoptera j e enkapsu lác i a in i c iovaná k e ď sa granulocyty spoja pre vytvorenie vrstvy 

buniek, k to ré obklopia pa togén . T á t o adhéz ia buniek nas t áva s p ô s o b o m , k to rý je záv is lý 

na pr ipojení i n t eg r ínov na špeci f ické miesta de f inované A r g - G l y - A r g ( R G D ) sekvenciou 

(Pech & Strand, 1995; Pech & Strand, 1996). T ú t o vrs tvu granulocytov obk lop í n i e k o ľ k o 

vrstiev p lazmocytov čo j e n a s l e d o v a n é p r ipo jen ím ďa l š ích granulocytov. V závis los t i 

na druhu p a t o g é n u a hmyzu, kapsula m ô ž e b y ť m e l a n i z o v a n á (Hi l lyer , 2016). 

2.2.3.4 Nodulácia 

N o d u l á c i a z a h ŕ ň a k o o r d i n o v a n ú p r i ľnavosť hemocytov s p ô s o b o m , že obk lopu jú v e ľ k é 

zhluky bak té r i í a je obvykle n a s l e d o v a n á m e l a n i z á c i o u (Satyavathi et al . , 2014). V tomto 

imuni tnom procese, granulocyty pr i l iehajú jeden k d r u h é m u a formujú tak vrstvy, k to ré 

obk lopu jú bak te r i á lne zhluky. Granulocyty vypust ia svoj obsah, s ek rečné granule, k to ré 

obal ia bak té r i e vo flokulantnej kapsule. F loku l ác i a je proces, p r i k torom dve alebo viac 

k o l o i d n ý c h čas t íc vy tvo r í ag regá t čas t íc v i a z a n ý c h s l abými s i lami , tzv. v l o č k o v a n i e . 

Plazmatocyty sa potom zhlukujú v oko l í povrchu za tvorby nodulu a v o v ä č š i n e p r í p a d o v j e 

ce lá š t ruktúra m e l a n i z o v a n á . M o l e k u l á r n e mechanizmy p reb ieha júce v tomto procese sú 

v e ľ m i m á l o p r e s k ú m a n é avšak j e z n á m e , že nodu lác i a j e záv i s lá na s ignal izác i i za ložene j na 

eikosanoidoch t.j. trieda m o l e k ú l o d v o d e n ý c h od 20-uhl íka te j po lynenasý tene j mastnej 

kysel iny, najčaste jš ie kysel ina a r ach idónová , k to ré zahŕňa jú napr ík l ad p ros t ag land íny 

(Stanley & K i m , 2019) a ďalej na proteine zvanom Noduler , k torý špeci f icky v i a ž e 

komponenty bunkovej steny m i k r ó b o v (konkré tne kysel inu l i po te i choovú a P - l ,3-glukány) 

(Gandhe et al . , 2007; H i l l y e r , 2016). 
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2.3 Hemocyty hmyzu 

Hemocyty sú analogy ľ u d s k ý c h b ie lych krviniek, u bezstavovcov, k to rých hlavnou telovou 

tekutinou je hemolymfa. Ich klas i f ikácia j e predmetom sporu, v z h ľ a d o m na to, 

ž e t e r m i n o l ó g i a j e d n o t l i v ý c h typov hemocytov je čas to rôzna medz i r ô z n y m i druhmi hmyzu. 

V i a c e r é š túdie v š a k po tvrdzujú , ž e aj k e ď sú bunky r ô z n e p o m e n o v a n é , majú p o d o b n ú alebo 

dokonca až r o v n a k ú funkciu u r ô z n y c h druhov h m y z u (Ribeiro & Brehé l in , 2006). Hemocyty 

m ô ž u byť r o z d e l e n é p o d ľ a dvoch kr i tér i í , j e d n ý m z n ich je i ch p o h y b l i v o s ť a d r u h ý m sú 

i ch funkčné vlastnosti. Z hľad i ska i ch pohyblivost i , hemocyty b u ď cirkulujú v obehu 

hemolymfy tzv. c i rkulu júce hemocyty alebo sú p r i chy t ené k t k a n i v á m tzv. p r i sad lé hemocyty 

(Strand, 2008; H i l l y e r & Strand, 2014; H i l l ye r , 2016). Toto rozdelenie je striktne z a l o ž e n é 

na i ch a k t u á l n o m priestorovom stave, p r i sad lé hemocyty m ô ž u byť u v o ľ n e n é do obehu, teda 

stať sa c i rkulu júc imi a c i rkulu júce hemocyty sa m ô ž u př ichyt i t ' k t k a n i v á m a s tať sa 

p r i s ad lými (Babcock et al . , 2008; M á r k u s et a l . , 2009; K i n g et al . , 2012; Sigle & Hi l l ye r , 

2016). 

Z funkčnej pe r spek t ívy m á v ä č š i n a h m y z u v i ace r é s u b p o p u l á c i e hemocytov, k to ré sa líšia 

mor fo lóg iou a funkciou. J edno t l i vé druhy sú t r ad i čne iden t i f ikované pomocou 

m o r f o l o g i c k ý c h , h i s t o c h e m i c k ý c h a funkčných charakter i s t ík (Jiravanichpaisal et al . , 2006; 

G á b o r et al . , 2017) a medz i najčaste jš ie typy patria prohemocyty, granulocyty, plazmocyty, 

sferulocyty a oenocytoidy (Obr. 2). Tieto hemocyty bo l i p o p í s a n é u v i ace rých radov hmyzu 

napr ík l ad Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Blattaria, Coleoptera, Hymenoptera, 

Hemiptera a Collembola (Lavine & Strand, 2002; G á b o r et al . , 2017). V dnešnej dobe je už 

b e ž n e p o u ž í v a n á charak te r i zác ia hemocytov pomocou m o n o k l o n á l n y c h pro t i lá tok 

a gene t i ckých markerov. N a p r í k l a d v č l ánku od G á b o r et al . , (2017) bola použ i t á m e t ó d a 

expresie hemolek t í nu , protein nesúc i h o m o l ó g n e d o m é n y ľ u d s k é h o v o n Wil lebrandovho 

faktoru, k to rý je zah rnu tý v procese k o a g u l á c i e k r v i a ag regác i e k r v n ý c h došt ič iek, k torá 

odhal i la j a s n ú funkčnú rozd ie lnosť medzi hemocytmi u A . mellifera. 

Hemocyty spolu s p r o f e n o l o x i d a s o v ý m s y s t é m o m ( P P O sys t ém) v y k o n á v a j ú okamž i tú 

o d p o v e ď nešpecif ickej imunity u hmyzu (Eleftherianos & Revenis , 2010; N e g r i et al . , 2015). 

Hemocyty sú p r i m á r n e med iá to ry bunkami riadenej imunity (Marmaras & Lampropoulou , 

2009) p re tože e l iminác ia organizmov, k to ré p r e n i k n ú do telovej dutiny hmyzu , hemocoelu, 
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najprv v y ž a d u j e aby bo l i bunky s c h o p n é r o z p o z n a ť a p o s k y t n ú ť o d p o v e ď na tieto p a t o g é n y 

(Clark et al . , 1997; N e g r i et al . , 2015). Rozpoznanie prebieha pr iamou interakciou 

p o v r c h o v ý c h receptorov hemocytu s molekulami na povrchu cudzieho objektu alebo 

nepriamo r o z p o z n a n í m h u m o r á l n y c h receptorov, k to ré sa v i a ž u a opsonizujú , označ ia ho 

pre sfagocytovanie ( G á b o r et al . , 2017). V momente k e ď hemocyty rozpozna jú povrch 

p a t o g é n u ako c u d z í objekt r ý c h l o sa t ransformujú z n e p r i ľ n a v ý c h buniek v pokojovom stave 

na a k t i v o v a n é p r i ľnavé bunky, k to ré vy tvor ia vrs tvu na povrchu cudzieho objektu (Nardi et 

a l . , 2006; N e g r i et al . , 2016). P o r o z p o z n a n í cudzieho objektu, prvou o d p o v e ď o u hemocytov 

je tzv. „ s p r e a d i n g " alebo š í renie hemocytov (Gil lespie and et al . , 1997; N e g r i et al . , 2016). 

Tá to v l a s tnosť hemocytov je čas to p o u ž í v a n á pr i u rčovan í miery funkčnos t i i m u n i t n é h o 

s y s t é m u v teste na sklenej pod ložke . (Dean et al . , 2004). V e ľ k o s ť cudzieho objektu 

pr i r o z p o z n a n í hemocytom so „ s p r e a d i n g " s c h o p n o s ť o u ovp lyvňu je v ý b e r mechanizmu pre 

jeho zničenie . P r i malej veľkos t i ho hemocyty rozpozna jú a ďalej p ropagu jú 

pre sfagocytovanie, ak j e objekt v e ľ k ý (alebo je viac m a l ý c h objektov pokope) je hemocytmi 

s m e r o v a n ý do procesu nodu lác i e alebo m e l a n i z á c i e . Tieto procesy preb ieha jú k o o p e r á c i o u 

m n o h ý c h hemocytov (Eleftherianos et al . , 2009; N e g r i et a l . , 2016). 
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Obrázok 2: Päť typov hemocytov v Nomarského kontranste nájdených u rodu Lepidoptera ako 
Pseudoplusia includens. (A) Prohemocyty, (B) Sferulocyty, (C) Oenocytoidy, (D) Granulocyty a (E) 
Plazmatocyty. Mierka 50 \xra. Prevzaté od (Lavine & Strand, 2002). 

2.3.1 Hemocyty u včely medonosnej (Apis mellifera) 

V z h ľ a d o m na ce lo sve tové obavy o h ľ a d o m zachovania zdravia popu lác i i o p e ľ o v a č o v , š túdie 

bunkovej imunity v č e l y medonosnej obdrža l i prekvapivo e x t r é m n e m á l o pozornosti 

(Marr inga et al . , 2014). V p o s l e d n ý c h desať roč i ach sa v š a k upriamila p o z o r n o s ť p r á v e 

na tú to z ložku imunity vč ie l a na h l a v n é h o sp ros t redkova teľa , č ím sú hemocyty. Jedno 

z p rvých p o z o r o v a n í hemocytov u vč ie l bolo p o p í s a n é v č l ánku od de Graaf et al . , (2002). 

Pomocou farbiacej techniky G iemsa odhal i l i v roku 2010 šesť typov, k to ré označi l i ako 

prohemocyty, plazmatocyty, oenocytoidy, granulocyty, koagulocyty a b i n u k l e á r n e bunky. 

Na jpoče tne j š ím typom bol i plazmatocyty ďalej granulocyty a koagulocyty (El-Mohandes & 

Fawazy, 2010). V š túdi i z roku 2014, bolo jej autormi n a v r h n u t á r ý c h l a m e t ó d a š túd ie 

h e m o c y t i c k ý c h profilov. Použ i l i p r i e tokovú cytometriu v k o m b i n á c i i s mikroskopickou 

ana lýzou pre popis b u n k o v ý c h komponent, k to ré našl i v hemolymfe d o s p e l é h o jedinca. 

Objav i l i p e r m e a b i l n é bunky, plazmatocyty a ace lu l á rne čas t ice (Marr inga et al . , 2014). 
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V č e l a m e d o n o s n á patr í do skupiny h o l o m e t a b o l i c k ý c h organizmov, v tých druhoch 

hmyzu sa b u n k o v é elementy v e ľ m i líšia v l a r v á l n o m a dospelom š tádiu ž ivota , a m á 

eusoc iá lny ka s tový s y s t é m (Schmid et a l . , 2008; W i l s o n - R i c h et al . , 2008; Laughton et al. , 

2011). V štúdi í od S c h m i d et al . (2008), sa zaoberali p o č t o m hemocytov v r ô z n y c h kas t ách 

ako bo l i robotnice, matky a t rúdy. Z i ch v ý s l e d k o v vyp lynu lo , ž e v o v š e t k ý c h troch 

fenotypoch sa p o č e t hemocytov s v e k o m zn ižova l , teda redukcia p o č t u nie je špecif ická 

v z h ľ a d o m na i ch ro lu v úli ale deje sa u v š e t k ý c h fenotypov d o s p e l é h o jedinca. Ďale j v štúdii 

od W i l s o n - r i c h et al . (2008), skúma l i m n o ž s t v o hemocytov pr i procese enkapsu l ác i e 

v š ty roch r ô z n y c h v ý v i n o v ý c h š tád iách jedinca, larva, kukla , ko j ička a lietavka. Objav i l i , 

ž e v ý v i n o v é š tádiá larvy a kuk ly ma l i väčš í poče t hemocytov ako dospe lé jedince avšak 

ž i a d n y rozdiel v procese enkapsu l ác i e nezaznamenali . V roku 2015 N e g r i et al . , prezentovali 

dá ta zaobe ra júce sa bunkovou imunitnou o d p o v e ď o u u tzv. „fifth instar larvae" š tádia (L5) 

a u če rs tvo v y l i a h n u t ý c h robo tn í c (W). P r i i ch pozorovaniach z i s t i l i , že hemocyty v tých to 

dvoch š tád iách vykazova l i od l i šný v z h ľ a d ako aj rozdielnosti pri pr i l iehaní a spreading-u 

i n vitro. Je z re jmé , ž e me tamor fóza , k torá nas t áva medzi t ý m i t o dvoma š tád iami m á k ľ ú č o v ý 

podiel v bunkovej imunitnej odpovedi vče ly medonosnej. 

O štyri roky neskô r v š túdi i od Richardson et a l . , š tudova l i hemocyty z obehu opäť 

u r ô z n y c h š tád iách v ý v i n u vče ly . H l a v n é dva druhy hemocytov bo l i granulocyty 

a plazmatocyty. P o d i f e r enc i á lnom farbení (použi l i h e m a t o x y l í n a E o s í n p o d ľ a protokolu 

H e m a 3 Stat Pack (Fisher Scientific, Hampton, N H , U S A ) ) bo l i granulocyty, d o s p e l ý c h 

robo tn í c aj lariev, pomerne v e ľ k é a ok rúh le , s tmavofialovo zafarbenou cytoplazmou 

a obsahovali v e ľ a vakuo l , nie v zmysle ako sú p r í t o m n é v ras t l inných b u n k á c h , 

pravdepodobne išlo o k r u h o v é objekty n a p l n e n é vzduchom. O k r e m toho sa u lariev 

nachádza l i bunky p o d o b n é granulocytom. A v š a k po ofarbení pr i mik roskop ickom 

p o z o r o v a n í tieto bunky neobsahovali v a k u o l á r n e ú tva ry a vykazova l i a s y m e t r i c k ý spreading 

p o d o b n ý ako u plazmatocytov. Tak t i ež objavi l i v e ľ a buniek, k to ré bo l i ť a ž k o de f inova teľné 

alebo nesp ĺňa l i kr i tér iá buniek ná jdených u iných druhov hmyzu . Patr i l i sem napr. bunky, 

k to ré nazýva jú ako p e r m e a b i l n é bunky. M a l i v z h ľ a d granulocytov a plazmatocytov k e ď 

podl ieha jú bunkovej lýze , bunkovej smrti alebo degranu lác i i a bo l i p o z o r o v a n é aj u lariev aj 

d o s p e l ý c h jedincov. Tak t i ež objavi l i v e ľ k é rozdiely v m n o ž s t v e j e d n o t l i v ý c h typov 

hemocytov skrz kastami aj v ý v i n o v ý m i š tád iami . M n o ž s t v o plazmatocytov malo o p a č n ý 
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trend ako u granulocytov. Plazmatocyty sa nenachádza l i u vč ie l v l a rvá lnom štádiu , na jvyšš í 

p o č e t bo l u če rs tvo v y l i a h n u t ý c h d o s p e l ý c h j ed incov a e x t r é m n e sa zníži l u 5 a 1 0 - d ň o v ý c h 

dospe lých robo tn íc . 

D o dnešnej doby bolo p o u ž i t ý c h mnoho m e t ó d pre ident i f ikáciu typov hemocytov u vče ly 

medonosnej. B o l i to m e t ó d y ako farbiace techniky, s p o m e n u t é vyš š i e , či m e t ó d y v y u ž í v a j ú c e 

v ä z b u lekt ínu . L e k t í n y sú skupina p ro t e ínov cha rak t e r i zovaná s c h o p n o s ť o u se lek t ívne v i a z a ť 

u h ľ o v o d í k o v é skupiny g l y k o p r o t e í n o v (Kame i et al . , 2020). V iace ré lek t íny sa chova jú ako 

P R R vrodenej imuni ty u bezstavovcov (Praparatana et a l . , 2022). R o z o z n á v a j ú u h ľ o v o d í k y 

v í r o v ý c h obalov, čo m ô ž e v i e s ť k akt iváci i v i ace rých i m u n i t n ý c h mechanizmov, v rá tane P P O 

k a s k á d y a f agocy tózy . P o d ľ a m e t ó d využ íva júc i ch v ä z b u lek t ínu bo l i hemocyty r o z d e l e n é 

rovnako do n i e k o ľ k ý c h typov. Na jpoče tne j š ím sú plazmatocyty, k to ré sú r o z d e l e n é 

do š ty roch podtypov P 1 - P 4 na z á k l a d e veľkos t i a m i n o r i t n é p o p u l á c i e i ných buniek ako sú 

prohemocyty, granulocyty, oenocytoidy akoagulocy ty (de Graaf et a l . , 2002; G á b o r et al . , 

2017). 

2.3.2 Hematopoéza 

H e m a t o p o é z a je proces, p r i k torom hemocyty vznika jú a d i ferencujú sa. Ž i v o t n o s ť 

hemocytov sa typicky pohybuje v r o z m e d z í od n i e k o ľ k o dní a ž t ý ž d ň o v a je n e v y h n u t n á i ch 

neus t á l a obnova. Potreba hemocytov sa m e n í v r á m c i vývo ja a ž ivo ta vče ly , t a k ž e rých losť 

produkcie m u s í b y ť v e ľ m i dobre a d a p t o v a n á v a r i a b i l n ý m podmienkam (Grigor ian & 

Hartenstein, 2013). Produkcia hemocytov prebieha skrz v š e t k ý m i š t ád iami v ý v i n u jedinca. 

P rvý výv in hemocytov sa o d o h r á v a u h m y z u p o č a s e m b r y o g e n é z y z dorzá lne j mezodermy 

(Tepass et al . , 1994; Lav ine & Strand, 2002). D o r z á l n a mezoderma je ob lasť v o vaj íčku, 

jeden z troch z á r o d o č n ý c h listov, z ktorej sa napr ík l ad u D. melanogaster vy tvá ra srdce 

(Frasch, 1999). U hmyzu sa hemocyty tvoria v priebehu l a rvá lneho aj n y m f á l n e h o štádia, tj. 

š t á d i u m kedy m á jedinec v z h ľ a d plne v y v i n u t é h o d o s p e l é h o jedinca avšak u k r í d l a t ý c h 

druhov chýba jú kr ídla . Deje sa to p r o s t r e d n í c t v o m č lenen ia k m e ň o v ý c h buniek 

v h e m a t o p o e t i c k ý c h o r g á n o c h čo m ô ž e b y ť n a s l e d o v a n é r o z d e l e n í m už c i rkulu júc ich 

hemocytov (Ratcliffe et al . , 1985; Lav ine & Strand, 2002). 

Lymfa t i cké uz l iny p reds tavu júce h e m a t o p o e t i c k é o rgány h m y z u sú špec iá lny druh tkaniva, 

z k t o r é h o sú hemocyty g e n e r o v a n é a teda musia m a ť z á s o b u k m e ň o v ý c h buniek. Sú ú z k o 

a s o c i o v a n é s chrbtovou cievou, čo j e h l avná š t ruk túrna komponenta o b e h o v é h o s y s t é m u 
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hmyzu a p r e c h á d z a cez h r u ď a b r u š k o na chrbtovej strane. T y p i c k y tvoria p r o m i n e n t n é 

p á r o v é o r g á n y v m e z o t h o r a k á l n y c h ( s t redná časť h rudn íka ) a m e t a t h o r a k á l n y c h ( zadná časť 

h rudn íka ) segmentoch (Frasch, 1999; Gr igor ian & Hartenstein, 2013). 

H e m a t o p o é z a v e m b r y o n á l n o m a n e k o m p l e t n é vyv inu tom š tádiu bola najviac pop í saná 

u D. melanogaster. U embrya oc tomi lky sú hemocyty p r o d u k o v a n é k e ď bunky z oblasti 

p roce fa l i ckého mezodermu diferencujú na plazmatocyty a k ryš t á lové bunky, čo j e 

pod kontrolou pomocou G A T A t r a n s k r i p č n ý m faktorov, čo je rodina p ro te ínov , k to ré 

naväzu jú sekvencie D N A ( T / A ) G A T A ( A / G ) (Honti et al . , 2014; H i l l ye r , 2016). 

Di fe renc iác ia plazmatocytov, k to ré tvoria v ä č š i n u p o p u l á c i e hemocytov, sa o d o h r á v a k e ď sú 

m e z o d e r m á l n e bunky v ý v o j o v o n a p r o g r a m o v a n ý m s p ô s o b o m rozp tý l ené v ce lom embryu 

a v y ž a d u j e to zapojenie t r ansk r ipčných faktorov „Gl ia l cells miss ing" (Gem) a „Gl ia l cells 

miss ing 2" (Gcm2). Di fe renc iác ia k r y š t á l o v ý c h buniek z a h ŕ ň a m e z o d e r m á l n e bunky, k to ré 

sa z h r o m a ž ď u j ú v okol í proventrikulu, ob lasť medzi ž a l ú d k o m a m e d o v ý m v o l á t k o m , 

a v y ž a d u j e zapojenie t r a n s k r i p č n é h o faktoru Lozenge a s ignálnej d r áhy Notch . V l a r v á l n o m 

š tádiu sú hemocyty do tvo rené v hematopoeatickom o r g á n e , teda h m y z í c h lymfa t i ckých 

uz l inách (Jung et al . , 2005; Hon t i et al . , 2014; H i l l y e r , 2016). 

2.3.3 Migrácia hemocytov 

M i g r á c i a hemocytov smerom k zdroji infekci í a p o r a n e n ý m oblastiam je zák l adná 

komponenta o b r a n n ý c h reakc i í hmyzu . V štúdi i od Merchant et al . , (2008) bolo 

hypo te t i zované , ž e eikosaniody ovláda jú b u n k o v é i m u n i t n é odpovede h m y z u - v i a c e r é š túd ie 

toto tvrdenie potvrdi l i ( B ú y ú k g ú z e l et al . , 2007; Durmus et a l , 2008; Stanley & Shapiro, 

2007; Merchant et a l , 2008). 

E ikosaniody sú š i rokou skupinou lá tok, z á k l a d n é delenie je na tri h l a v n é skupiny lá tok 

ako sú p ros t ag l and íny , kysel ina e p o x y e i k o s a t r i e n o v á a lipogenasa. Š túd ie v i a c e r ý c h 

v ý s k u m n ý c h skup ín indikujú, že eikosaniody sú h l a v n ý m i m e d i á t o r m i fagocytózy , 

m i k r o a g r e g á c i e , tj. k rok v procese nodu lác i e , k to rý j e z o d p o v e d n ý za o d s t r a ň o v a n i e 

bak te r i á lnych buniek v obehovom s y s t é m e hmyzu. Ďale j sú eikosanoidy zapo jené aj 

do s a m o t n é h o procesu nodu lác ia , enkapsu l ác i e či spreadingu buniek - napr. hemocytov 

(Stanley & M i l l e r , 2006; Merchant et al . , 2008; Stanley et al . , 2009). Ich hlavnou ú lohou je 

zrejme nav i e sť hemocyty k tvor iacim sa m i k r o a g r e g á t o m hemocytov, nodulom a r a n á m . 
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M i g r á c i a hemocytov je f u n d a m e n t á l n a akcia u eukaryot aj prokaryot, čo z a h ŕ ň a aj bunky 

hmyzu (Baker et a l . , 2006; J in & Hereld , 2006; Merchant et al . , 2008). B o l i p o s t u l o v a n é dve 

h y p o t é z y (1) hemocyty h m y z u d o k á ž u r o z p o z n a ť a migrovat' za zdrojom infekcie (2) 

m i g r á c i a hemocytov je ov l ádaná eikosanoidmi, čo sú s igná lne molekuly t v o r e n é 

enzymatickou alebo neenzymatickou ox idác iou kyse l iny a r ach idónove j . Obe b o l i p o t v r d e n é 

v č l ánku od Merchant et a l . , (2008) a ak t ivác ia m i g r á c i e hemocytov tak m ô ž e u hmyzu 

zrejme p reb i ehať obomi s p ô s o b m i . 

20 



2.4 Prehľad metód štúdia hemocytov 

Štúd ie v p o s l e d n ý c h desať roč i ach upr iami l i p o z o r n o s ť p r á v e na b u n k o v ú z ložku imunity 

vč ie l a na h l a v n é h o sp ros t redkova teľa , č ím sú hemocyty. Jedno z p rvých p o z o r o v a n í 

hemocytov bolo už v 50. rokoch 20. s to roč ia a u vč ie l bolo p o p í s a n é v č l ánku od de Graaf et 

a l . , (2002). 

2.4.1 Všeobecná charakterizácia hemocytov 

Klas i f ikác ia hemocytov bola p ô v o d n e za ložená na m o r f o l o g i c k ý c h kr i tér iách. V 80. rokoch 

20. s toroč ia bo l i podtypy hemocytov iden t i f ikované okrem mor fo lóg i e t ak t iež pomocou 

h i s t o c h e m i c k ý c h a funkčných charak te r i s t ík (Gupta, 1985; Brehe l in & Zachary, 1986) 

a o pá r rokov n e s k ô r bo l i iden t i f ikované p ro t i l á tkové a gene t i cké markery u v y b r a n ý c h 

druhov hmyzu, k to ré pomohl i p resne j š ie odl íš iť j e d n o t l i v é podtypy (Chain et al . , 1992). 

Pre j e d n o d u c h é m i k r o s k o p i c k é pozorovanie a charakteristiku p o d ľ a mor fo lóg i e buniek 

ide v y u ž i ť N o r m a r s k é h o d i fe renc iačný in ter ferenčný konstrast (Lavine & Strand, 2002). 

V štúdii Ribe i ro et a l , (2006) využ i l i pre š t ú d i u m hemocytov tak t iež fázový kontrast. P o roku 

2000 sa zača lo v iac v y u ž í v a ť m i k r o s k o p i c k é pozorovanie hemocytov v y u ž í v a j ú c e r ô z n e 

farbiace techniky, v r á t a n e t ých pre stanovenie ž ivo tnos t i buniek. Jednou zo š t a n d a r d n ý c h 

m e t ó d farbenia pre klas i f ikáciu hemocytov je využ i t i e Giemsa (Kadota et al . , 2003) alebo 

M a y - G i e m s a ( K o i w a i et al . , 2017) farbív, k to ré spočíva l i v pr ieniku farbiva cez b u n k o v ú 

m e m b r á n u hemocytov a jeho pohltenie b u n k o v ý m i š t ruk tú rami - na zák l ade nabitia a p H 

danej š t ruktúry v z n i k l a škála sfarbení (od svetlo ružovej cez f ia lovú až po tmavo m o d r ú ) , 

teda sú obe p o l y c h r o m a t i c k é (Piaton et al . , 2015). V ý s l e d k y farbení av šak nie sú konz i s t en tné 

a m ô ž u byť o v p l y v n e n é hodnotou p H , d ĺ žkou farbenia, v l h k o s ť o u pr íp . ľ u d s k o u chybou. 

V roku 2004 využ i l i L i n g et al , pr i p o z o r o v a n í hemocytv B. mori aj f luo rescenčné sondy, 

a k r i d í n o v ú o ranž a propium jod id , u m o ž ň u j ú c e rozl íš iť podiel ž i v ý c h a m ŕ t v y c h hemocytv. 

Ident i f ikác ia tried hemocytov bola u ľ a h č e n á m i m o iné produkciou m o n o k l o n á l n y c h 

pro t i l á tok pre r ô z n e typy hemocytov (Kurucz et a l . , 2003; V i l m o s , 2004; Rus et al . , 2006; 

Kurucz et al . , 2007a; 2007b). 

V roku 2021, (Moyet ta et al.) u robi l i mor fo log i ckú a u l t raš t ruk turá lnu charak te r izác iu 

hemocytov u Hematophagous Dipetalogaster maxima a p rvý krá t využ i l i p r i e tokovú 
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cytometriu u b o d a v ý c h p loš t í c (tzv. „k i s s ing bug") pre z l epšen ie k las i f ikácie b u n k o v ý c h 

populác i í . 

2.4.2 Metódy využité pre charakterizáciu hemocytov Apis mellifera. 

D o d n e š n é h o dňa bo l i v y u ž i t é v i a c e r é m e t ó d y pr i snahe ident i f ikovať podtypy hemocytov 

u A. mellifera. Zah ŕňa l i š t anda rdné farbiace techniky ale t ak t iež ana lýzu na zák l ade i ch 

v ä z b o v ý c h s chopnos t í l ek t ínu (tzv. „ l ec t in -b ind ing assays") ( G á b o r et al . , 2017) pre i ch 

charak te r izác iu . 

V roku 2010, (El-Mohandes & Fawazy) , pomocou farbenia Giemsa p reukáza l i p r í t o m n o s ť 

prohemocytov, plazmatocytov, oenocytoidov, granulocytov, koagulocytov a b i n u k l e á r n y c h 

buniek. Farbenie Giemsa spoč íva v pr ieniku farbiva cez b u n k o v ú m e m b r á n u bunky, kde 

na z á k l a d e p H š t ruktúry , k torá ho pohl t í vzn ikne škála farieb (od svetlo ružovej cez f ia lovú 

až po tmavo m o d r ú ) . Farb ivo Giemsa je teda poly c h r o m a t i c k é (Piaton et a l . , 2015). 

Profi lovanie hemocytov vykona l i (Marr inga et a l . , 2014) pomocou prietokovej cytometrie 

v spo jen í s W r i g h t o v ý m fa rben ím pre mikroskopiu . P r i e t o k o v á cytometriapre delenie buniek 

spoč íva v oža rovan í he te rogénne j suspenzie buniek pomocou j e d n é h o alebo v i a c e r ý c h 

b o d o v ý c h laserov. N a zák l ade svetla, k to ré je e m i t o v a n é z čas t íc j e m o ž n é zis t iť mor fo lóg iu 

buniek a rovnako aj b u n k o v ú fyziológiu. N a z á k l a d e kri ter i í z a d a n ý c h p o u ž í v a t e ľ o m je 

m o ž n é ind iv iduá lne bunky zozb ie r ať do h o m o g e n i c k ý c h frakcií . V ý h o d o u prietokovej 

cytometrie je hlavne rých losť a č is to ta vzorky , k torá sa bl íži 100 % (Ibrahim & van den Engh , 

2007). S p o m e n u t é Wr igh tovo farbivo j e typ R o m a n o w s k é h o farbiva, k to ré spoč íva 

v k o m b i n á c i i k y s l é h o a n i ó n o v é h o farbiva E o s í n Y a b a z i c k é h o k a t i ó n o v é h o farbiva 

m e t h y l e n o v á modrá . Je teda p o l y c h r o m a t i c k é , čo z n a m e n á , ž e v y t v á r a r ô z n e sfarbenie 

(od ružovej cez f ia lovú až po m o d r ú ) v závis los t i na p H š t ruktúry , k torá ho pohl t í (napr. jadro 

bude sfarbené na modro lebo obsahuje n u k l e o v é kyse l iny ( G i r i , 2019). V z h ľ a d o m na to, 

ž e jeho hlavnou z l o ž k o u je metanol, p repa rá ty n e v y ž a d u j ú f ixáciu pred s a m o t n ý m farbením. 

V roku 2017, ( G á b o r et al.) využ i l i pre k las i f ikác iu hemocytov i ch mor fo lóg iu a v ä z b o v é 

schopnosti lekt ínu. Podari lo sa i m v y v i n ú ť m o n o k l o n á l n u pro t i l á tku ( M A b ) , pomocou ktorej 

vo Western blot ana lýze detegovali protein odpoveda júc i h e m o l e k t í n u A. mellifera, čo bolo 

p o t v r d e n é aj ana lýzou na hmotnostnom spektrometri. H e m o l e k t í n je dô lež i tou z ložkou 

odvodenou od hemocytov, k to rá sa p o d i e ľ a na z rážan í hemolymfy. Obsahu h o m o l ó g n u 

d o m é n u k von Wi l l eb randovmu faktoru - charak te r i s t i cký protein v k r v i c icavcov, 
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podieľa júc i sa na koagu lác i i a agregác i i k r v n ý c h došt ič iek. Pr in ies l i tak n o v ý p o h ľ a d 

na klas i f ikáciu hemocytov a aj š t ú d i u m ich funkcií . 

Pre charak te r i zác iu hemocytov v č e l y medonosnej bola vy tvo rená , k o l e k t í v o m G á b o r 

v roku 2020, v y t v o r e n á ďalš ia špec i f ická M A b pre m o l e k u l á r n e markery, k to ré sú 

e x p r i m o v a n é r ô z n y m i s u b p o p u l á c i a m i hemocytov, p o d ľ a i ch funkcie v r á m c i bunkovej 

imunity . N a zák l ade toho vy tvor i l i tri typy M A b , k to ré r ozpoznáva l i od l i šné triedy 

hemocytov hemocytov - me lan izu júce bunky, agregu júce bunky a fagocytu júce bunky. Pre 

m e l a n i z u j ú c e bunky, z n á m e t iež ako oenocytoidy, navrhl i p ro t i lá tku pre P P O - tu by sa ma l i 

e x p r i m o v a ť hemocyty, pre k to ré sú t y p i c k é procesy, k to ré sp r evádza m e l a n i z a č n ý proces 

(enkapsu lác ia , pr íp . nodu lác ia ) . Pre ag regu júce bunky využ i l i M A b v y t v o r e n ú v štúdii z roku 

2017, teda pre hemolek t ín . Nakon iec pre fagocy tu júce bunky vy tvo r i l i špeci f ickú M A b 

c ie lenú na marker, k to rý je e x p r i m o v a n ý na granulocyty. P o u ž i t í m k o m b i n á c i e t ých to 

pro t i l á tok je m o ž n á detekcia r ô z n y c h subtypov hemocytov, čo p r ináša n o v é m o ž n o s t i i ch 

š túdia ( G á b o r et al . , 2020). 
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3 EXPERIMETÁLNA ČASŤ 

3.1 Materiál a prístroj e 

3.1.1 Chemikálie 

F l u k a (Spo jené k ráľovs tvo ) : F luo re sce ín diacetát ; N e u t r á l n a červeň. 

Lachner s.r.o. ( Č e s k á Republ ika) : chlor id drase lný. 

Penta (Česká Republ ika) : C h l o r i d s o d n ý ; D i h y d r o g é n f o s f o r e č n a n drase lný. 

Ro th (Nemecko): Ace ton ; Giemsa. 

S i g m a - A l d r i c h (Nemecko): l - f e n y l - 2 - t h i o m o č o v i n a ( P T U ) ; D i h y d r á t hydrogénfos fá tu 

s o d n é h o ; Perco l l ; P rop ium j o d i d ; T r y p a n o v á m o d r á . 

3.1.2 Prístroje a experimentálne vybavenie 

A n a l y t i c k é v á h y (Denver Instrument, Nemecko) 

Centrifuga 5425 R , Centrifuga 5418 R , Centrifuga 5415 R (Eppendorf, Nemecko) 

D i g i t á l n e p r e d v á ž k y ( R A D W A G , P o ľ s k o ) 

Dig i t á lny p H meter ( X S Instruments, Taliansko) 

E l e k t r o m a g e n t i c k á m i e š a č k a (Biosan, L i tva) 

I n k u b á t o r 3 7 ° C pre v č e l y 

I n k u b á t o r H S 122 A pre v č e l y 

Inkubá to r n e c h l a d e n ý E N 1 2 0 (Ni ive , Turecko) 

M i k r o s k o p A X I O Imager K M ( Z E I S S , Nemecko) 

M i k r o s k o p O L Y M P U S B X 5 0 (Olympus Opt ica l , Japonsko) 

M i k r o s k ú m a v k y 0,5 m l ; 1,5 m l ; 2 m l (Eppendorf, Nemecko) 

Stereolupa binokular ( B E L Engineering, A n g l i c k o ) 

U l t r a z v u k o v á v a ň a ( K R A I N T E K s.r.o., S l o v e n s k á Republ ika) 

Vor tex V - l plus (Biosan, Li tva) 
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3.1.3 Biologický materiál 

V z o r k y vč ie l pochádza jú zo súk romne j v č e l n i c e M g r . J i ř ího Dan ih l íka , P h . D z V a l a š s k é h o 

Mez i ř í č í . 

Inkubác ia : 34,6 °C a 37 °C ; K ŕ m e n i e : 50% roztok sacha rózy 

3.2 Použité metódy 

3.2.1 Príprava biologického materiálu 

3.2.1.1 Odber hemolymfy zo zmrazeného a živého materiálu 

Pre z í skan ie extraktov zo z m r a z e n ý c h v č e l í c h lariev bo l použ i tý m o d i f i k o v a n ý postup 

od (Hiroyasu et al . , 2018). Po r o z m r a z e n í b o l i larvy p r e m y t é v deionizovanej vode 

a p r e n e s e n é pomocou pinzety na f i l t račný papier do suchej Petriho misky. P o č i a s t o č n o m 

u s c h n u t í bo la larva u m i e s t n e n á pod b i n o k u l á r n u lupu a pomocou pinzety bola p o rušená 

p o v r c h o v á kut ikula v mieste chrbtovej cievy. P o v o ľ n o m vy tečen í hemolymfy ( H L ) 

do Petriho misky bola o d o b r a t á pomocou automatickej pipety do 1,5 m l m i k r o s k ú m a v k y 

s fos fá tovým pufrom ( P B S ) + 1 % f e n y l t h i o m o č o v i n o u ( P T U ) . B o l i u r o b e n é dve zriedenia 

H L v P B S s 1% P T U v pomere 1:10 a 1:5. 

Postup pre p r íp ravu extraktov zo z m r a z e n ý c h dospe lých robo tn í c bo l n a s l e d o v n ý . 

P o r o z m r a z e n í bola m ŕ t v a v č e l a p r i chy tené za h r u d n í k pinzetou. P o m o c o u m a n i k ú r o v ý c h 

nožn i č i ek jej bol ods t ř ihnu tý z a d o č e k a p ř i t l ačen ím h r u d n í k a medzi u k a z o v á k o m a pa lcom 

bola v y t l a č e n á kvapka H L . Pomocou 10 p l automatickej pipety bo l i odobra t é 2 p l H L 

do 1,5 m l m i k r o s k ú m a v k y s P B S s 1% P T U . B o l i u r o b e n é dve zriedenia H L v P B S s 1% 

P T U v pomere 1:10 a 1:5. 

Ext rakc ia H L ž i v ý c h d o s p e l ý c h robo tn í c prebiehala rovnako ako pr i prác i so z m r a z e n ý m i 

d o s p e l ý m i robotnicami. Takto p r ip ravená H L bola n á s l e d n e p o u ž í v a n á pre zakoncentrovanie 

a pur i f ikáciu H C . V š e t k y extrakty bo l i u c h o v á v a n é na ľade. 

P o u ž i t é roztoky: 

Fos fá tový pufor ( P B S ) : 500 m l - 4 g N a C l , 100 m g K C 1 , 902,5 m g Na 2 H P 0 4 .2 H 2 0 , 120 mg 

KH2PO4; p H = 7,4 
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P B S s 1% P T U : 50 m l P B S s 1% P T U - 0,5 g P T U do 50 m l P B S ( P T U bolo p r idané 

pre zab ránen i e me lan izác i i a koagu lác i i H C - j e d n á sa o inhibitor fenoloxidasy (Zibaee et al. , 

2011)) 

3.2.1.2 Purifikácia a zakoncentrovanie hemocytov 

Preč i s t en ie hemocytov ( H C ) prebiehalo centr i fugáciou, t e s t o v a n é bo l i dva spôsoby , na vrstve 

vysokohustotnej lá tky, k o n k r é t n e pomocou r ô z n e k o n c e n t r o v a n é h o roztoku Percol lu (40 -

80 %) a ďalej š t a n d a r d n o u cent r i fugác iou (v tomto p r ípade bol odber H L robený do č i s tého 

P B S a pre z a b r á n e n i e me lan izác i i bo l i použ i t é k ryš tá ly P T U (Vaš íček , 2009; V a c l , 2015)). 

Cent r i fugác ia na vrstve vysokohustotnej lá tky je za ložená na p r inc ípe rozdielnej 

hmotnosti čast íc. P o navrs tven í roztoku H L na roztok Perco l lu a nás ledne j centr i fugáci i , 

čas t ice s v y š š o u hustotou ( h m o t n o s ť o u ) k l e snú na dno m i k r o s k ú m a v k y p r i č o m H C zos t anú 

nad vrstvou Percol lu a vy tvor ia v id i t e ľný prstenec (Maurer et al . , 2022). Pur i f ikác ia 

na roztoku Percol lu bola r o b e n á priamo po odbere H L . 

N a 1400 i i l 60% roztoku Perco l lu bolo n a v r s t v e n ý c h 200 u l roztoku H L v P B S s 1% P T U 

a nasledovala cen t r i fugác ia p r i 500x g, 4 ° C a po dobu 30 minú t . N á s l e d n e bolo o d o b r a t ý c h 

95 ul vrchnej frakcie supernatantu a 100 ul prstenca suspenzie H C . 

Pre d ruhú variantu pur i f ikácie H C bola využ i t á cent r i fugácia pr i 500x g, pri 4 ° C po dobu 

5 minú t . N á s l e d n e po odobra t í supernatantu bola z í skaná suspenzia H C . 

Zhodnotenie úspešnos t i pur i f ikác ie H C prebehlo m i k r o s k o p i c k ý m p o z o r o v a n í m 

vo svetelnom po l i ( B F ; z angl. bright field) ( A X I O Imager K M ( Z E I S S , Nemecko)) , 

p o r o v n a n í m čis to ty z ískanej suspenzie H C , kval i ty a poč tu H C . 

P o u ž i t é roztoky: 

Percol l : 40 - 80% roztok v deionizovanej vode ( d ^ O ) 

3.2.2 Mikroskopické pozorovanie nefarbených hemocytov 

Z H L v P B S s 1% P T U aj z purifikovanej suspenzie H C (z každe j varianty) bolo o d o b r a t ý c h 

40 ul na p o d l o ž n é sk l íčko , k to ré bolo vopred oč i s tené etanolom. Suspenzia H C bola pr ikry tá 

k r y c í m s k l í č k o m a takto p r ip ravený na t ívny p repará t bo l p o z o r o v a n ý v B F (Olympus B X 5 0 

(Olympus Opt ica l , Japonsko)) a pomocou N o m a r s k é h o d i fe renc iá lneho in te r fe renčného 

26 



kontrastu ( D I C ; z angl. differencial interference contrast) ( A X I O Imager K M ( Z E I S S , 

Nemecko)) . 

Pre zistenie poč tu H C bola použ i t á Bi i rkerova k o m ô r k a , kde do priehlbiny k o m ô r k y bolo 

n a n e s e n ý c h 20 u l H L v P B S s 1% P T U či purifikovanej suspenzie H C a p r ik ry tých k r y c í m 

sk l í čkom. P o č í t a n i e prebehlo v desiatich š tvo rcoch vrchnej rovnako aj spodnej m r i e ž k y 

Burkerovej k o m ô r k y . 

B o l i d o d r ž i a v a n é n a s l e d o v n é pravidlá . B u n k y bo l i poč í t ané v j e d n o t l i v ý c h p o l í č k a c h 

o ploche 0,04 m m 2 - ak sa nachádza l i na č ia rach počí ta l i sa v ž d y len tie k to ré ležia na ľavej 

a hornej strane š tvorcov , pre v ý p o č e t bolo v y b r a n ý c h a s p o ň 10 n á h o d n ý c h pol íčok. 

Pre v ý p o č e t buniek v 1 m m 3 nariedenej suspenzie (x) bo l použ i tý vzorec (Frébor tová , 2008) 

1 
(plocha štvorčeka x 0,1). 

N a t í v n e p repa rá ty pre farbenie Giemsou bo l i p r ip ravené zo suspenzie H C v pomere 1:5 

(varianta 1) a z H L v P B S s 1% P T U v pomere 1:1 (varianta 2). 

Pre p r íp ravu f ixovaných p repa rá tov pre farbenie Giemsou v oboch ve rz iách (nanesenie 

p repará tu v podobe kvapky alebo jej rozter na p o d l o ž n é sklo) bolo rovnako použ i t é zriedenie 

H L v P B S s 1% P T U 1:1. Tak t i ež bolo v y u ž i t é zriedenie 1:5 H L v P B S s 1% P T U n á s l e d n o u 

pur i f ikác iou hemocytov na vrstve Percol lu (500x g, 4 ° C , 30 m i n ú t ) a n á s l e d n e p reč i s t en ie 

od roztoku Percol lu . Suspenzia H C bola p r enesená do čistej 1,5 m l m i k r o s k ú m a v k y a znovu 

prebehla cent r i fugácia (500 g, 4 ° C , 1 minú ta ) . B o l o o d o b r a t ý c h 70 ul supernatantu, k peletu 

H C bolo p r i d a n ý c h 500 pj P B S s 1% P T U a prebehla ďalš ia cent r i fugácia (500 g, 4 ° C , 1 

m i n ú t a ) . N á s l e d n e bolo 500 \ú supernatantu o d o b r a t ý c h do odpadu a k peletu bolo p r idaných 

70 p i P B S s 1% P T U . P r v á verzia p r íp ravy f i xovaného p repará tu (kvapka) bola p r ip ravená 

n a n e s e n í m 20 u l suspenzie H C do stredu p o d l o ž n é h o skla bez n á s l e d n é h o rozteru. D r u h á 

verzia f i xovaného p repará tu (rozter) bol p r ip ravená tak t iež n a n e s e n í m 20 u l suspenzie H C 

avšak na jednu stranu p o d l o ž n é h o skla a pomocou d r u h é h o skla bo l u r o b e n ý rozter. N á s l e d n e 

bola u r o b e n á f ixácia kde bo l i použ i t é dve varianty. P o m o c o u č is tého metanolu (3 m i n ú t y ) 

alebo p l a m e ň o m , p r i č o m bolo p o d l o ž n é sklo za pomoci pinzety n i e k o ľ k o k r á t p re t i ahnu té 
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ponad p l ameň . P o d l o ž n é sklo bolo opäť p o n e c h a n é na vyschnutie, v p r ípade f ixácie 

p l a m e ň o m na vychladnutie pred farbením. 

N a t í v n y p repa rá t pre farbenie N C bo l p r ip ravený v dvoch verz iách , a to bez p r e m ý v a n i a 

H L v P B S s 1% P T U a s p r e m y t í m od ba l a s tných lá tok. Pre verziu bez p r e m ý v a n i a bola H L 

v P B S s 1% P T U z r i edená v pomere 1:1. V z o r k y H L v P B S s 1% P T U bo l i z m i e š a n é 

s farbivom a prebehla i nkubác i a (5 minú t , 2 5 ° C ) . V e r z i a po p reč i s ten í bola p r ip ravená 

po odobra t í 20 \ú zo zmesi H L v P B S s 1% P T U s N C a z v y š o k zmesi bol zcen t r i fugovaný 

(500x g, 2 5 ° C , 1 minú ta ) . N á s l e d n e bolo o d o h r a n ý c h 80 \ú supernatantu a p r i d a n ý c h 80 \ú 

P B S . N a p o d l o ž n é sklo bolo n a n e s e n ý c h 20 u l 

F i x o v a n ý p repará t pre farbenie N C bo l p r ip ravený v dvoch verz iách . N a p o d l o ž n é sklo 

bolo n a n e s e n ý c h 20 \ú a aj kvapka aj rozter bo l i p o n e c h a n é pre uschnutie. Takto p r i p r avené 

sklá bo l i p o n e c h a n é na vyschnutie. F ixác i a prebehla metanolom v č a s o v o m intervale 

3 m i n ú t y a n á s l e d n e bo l i p repa rá ty opäť p o n e c h a n é na vyschnutie pre farbením. 

3.2.3 Mikroskopické pozorovanie farbených hemocytov 

3.2.3.1 Giemsa farbenie 

Giemsa ( R O T H , Nemecko) je farbivo p o u ž í v a n é pre f ixované prepará ty . Je zmesou k y s l ý c h 

a b a z i c k ý c h farbív, k to ré sa chova jú polychromaticky, v šká le farieb od tmavofialovej 

cez r u ž o v ú po b l e d o m o d r ú , v z h ľ a d o m na to aká š t ruk túra ho absorbuje (Piaton et al . , 2015). 

Pre na t ívny prepará t varianty 1 aj 2, farbený pomocou farbiva Giemsa , bo l i p r ip ravené 

z m i e š a n í m 10 \ú z á s o b n é h o roztoku Giemsy a 30 \ú suspenzie H C / H L v P B S s 1% P T U . 

Inkubác i a n a t í v n e h o p repará tu s farbivom prebiehala v r á m c i op t ima l i zác ie m e t ó d y 

v č a s o v ý c h intervaloch 30, 40 a 60 minú t . 

Pre farbenie bolo vybra t é riedenie farbiva G iemsa v d ^ O p o d ľ a pokynov dvoch 

v ý r o b c o v . Riedenie k o m e r č n é h o roztoku bolo teda r ea l i zované v pomere 1:20 (varianta 1) 

p o d ľ a R O T H a v pomere 1:9 (varianta 2) p o d ľ a S igma A l d r i c h . 

Pre farbenie f i xovaných p r e p a r á t o v bo l i rovnako použ i t é s p o m e n u t é dve varianty 

zriedenia farbiva Giemsa . Pomocou Pasteurovej pipety bolo k p repará tu n a n e s e n é farbivo 

varianty 1 alebo varianty 2 tak aby bola u s c h n u t á suspenzia pokry tá . 

Rovnako pre čas i nkubác ie f i xovaných p repa rá tov prepará tu b o l i vybra t é v r á m c i 

op t ima l i zác ie tri č a sové intervaly, k o n k r é t n e 30, 40 a 60 minú t . 
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P o u ž i t é roztoky: 

G iemsa farbivo - z á s o b n é roztoky r i edené v pomere 1:9 a 1:20 v d t h O 

3.2.3.2 Neutrálna červeň 

N e u t r á l n a če rveň ( N C ) (S igma-Aldr i ch , Nemecko) je farbivo p o u ž í v a n é pre farbenie ž i v ý c h 

aj f i xovaných p repará tov , t ak t iež j e m o ž n é ho použ i ť ako p H ind iká tor (zmena farby 

z červenej po ž l tú pri z v y š o v a n í zásadi tos t i roztoku). P r i farbení ž i v ý c h buniek sa farbivo 

v i a ž e na l y z o z ó m y a farbí i ch na če rveno (Ates et a l . , 2017). 

Farbenie n a t í v n y c h p r e p a r á t o v prebiehalo tak, ž e p r i d a n ý c h 2,5 ul z á s o b n é h o roztoku 

o koncen t rác i i 0,4 % N C k a l ikvótu H L v P B S s 1% P T U či suspenzie H C do c e l k o v é h o 

objemu 100 ul. Zmes bola jemne p r e m i e š a n á a i n k u b o v a n á za tmy (5 minú t , 2 5 ° C ) . 

P o uplynutom čase i nkubác ie bola zmes opäť jemne p r e m i e š a n á a na p o d l o ž n é sklo, vopred 

oč i s t ené etanolom, bolo n a n e s e n ý c h 20 u l Pozorovanie v B F prebehlo ihneď. Z v y š o k 

neofarbenej zmesi (80 ul) bol použ i tý pre ve rz iu s p reč i s t en ím od ba l a s tných lá tok. N á s l e d n e 

prebehla cent r i fugác ia (500 g, 2 5 ° C , 1 m i n ú t a ) a bolo odobra t é 70 ul supernatantu. K peletu 

bolo p r i d a n ý c h 80 u l P B S s 1% P T U a o p ä ť prebehla centr i fugácia (500 g, 2 5 ° C , 1 minú ta ) . 

Z n o v u bolo odobra t é 70 u l supernatantu a k peletu opäť p r i dané 80 ul P B S s 1% P T U . 

Pre pozorovanie v B F bolo na p o d l o ž n é sklo o d o b r a t ý c h 20 ul ofarbenej suspenzie H C 

F i x o v a n ý prepará t bo l p r ip ravený r o v n a k ý m s p ô s o b o m ako farbenie Giemsou 

(podkapitola 3.2.3.1) v dvoch var ian tách (kvapka, rozter). Pozorovanie f ixovaných 

p r e p a r á t o v H C po farbení N C prebehlo v B F . 

H C b o l i rovnako ako v p r í pade farbiva Giemsa p o č í t a n é pomocou Búrke rove j k o m ô r k y . 

K vzorke o z r ieden í 1:1 bolo p r i d a n ý c h 0,5 ul N C a k vzorke o z r i eden í 1:5 bolo p r idaných 

2,5 ul N C . I n k u b á c i a prebehla za tmy ( 2 5 ° C , 5 minú t ) . D o priehlbiny v strede p o d l o ž n é h o 

skla bolo o d o h r a n ý c h 20 ul vzo rky a pozorovanie prebehlo v B F . 

P o u ž i t é roztoky: 

N e u t r á l n a červeň: 40 m g N Č , 10 m l d H 2 0 
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3.2.3.3 Farbenie jadier hemocytov pomocou D API 

4 ' ,6-diamidino-2-fenyl indol ( D A P I ) j e fluorescenčné farbivo, k to ré v y t v á r a s i lné v ä z b y 

s r e g i ó n m i D N A b o h a t ý m i na A - T väzby . Je v y u ž í v a n é napr. v cytogenetike pre farbenie 

jadier (Wal lberg et a l . , 2016). 

Pre p r íp ravu n a t í v n e h o p repa rá tu pre farbenie jadier H C pomocou D A P I bolo použ i t á H L 

v P B S s 1 % P T U v pomere 1:5 o ce lkovom objeme 50 pi , k torá bola p reč i s t ená na vrstve 6 0 % 

Percol lu (500x g, 4 ° C , 30 minú t ) . Suspenzia H C bola na jskôr i n k u b o v a n á s 1,25 p i N C v tme 

( 2 5 ° C , 5 minú t ) . Z ofarbenej suspenzie H C bolo o d o b r a t ý c h 20 p l na p o d l o ž n é sklo, rovnako 

aj do priehlbiny Búrke rove j k o m ô r k y , bo l p r idaný p r a c o v n ý roztok D A P I v pomere 1 p l 

farbiva na 100 p l suspenzie. Prebehla inkubác ia v tme po dobu 3 m i n ú t . Suspenzia bola 

p r ik ry tá k r y c í m s k l í č k o m a pozorovanie prebehlo pomocou f luorescenčnej mikroskopie 

a v B F (Olympus B X 5 0 (Olympus Opt ical , Japonsko), hranol W D ) . 

P o u ž i t é roztoky: 

Z á s o b n ý roztok D A P I : c = 2,86 p M 

P r a c o v n ý roztok D A P I (c = 1 pg/ml ~ 3,6 p M ) : 1,3 p l z á s o b n é h o roztoku D A P I ; 998,7 p l 

P B S 

3.2.4 Stanovenie životnosti hemocytov 

3.2.4.1 Stanovenie životnosti pomocou F D A 

Fluoresce índ iace t á t ( F D A ) je z lúčen ina , k torá k e ď ž e je nepo lá rná , p ren iká m e m b r á n o u 

buniek p r i č o m u ž i v ý c h buniek s a k t í v n y m metabol izmom je p r emieň an ý . P o v n i k n u t í 

do bunky je pomocou in t race lu lá rnych esteras F D A h y d r o l y z o v a n ý na fluoresceín, k to rý je 

po lá rny , t a k ž e n e p r e c h á d z a bunkovou m e m b r á n o u . Akumulu je sa v bunke kde vy tvá ra 

z e l e n ú fluorescenciu, k to rú j e m o ž n é d e t e g o v a ť a kvantifikovat ' fluorimetricky, 

popr. p o z o r o v a ť fluorescenčnou mikroskopiou (Yokohama et ak, 1997). 

Pre p r íp ravu n a t í v n e h o p repará tu pre z n a č e n i e ž i v ý c h buniek pomocou F D A bola použ i t á 

H L v P B S s 1% P T U v pomere 1:5 o ce lkovom objeme 50 p l , k torá bola p reč i s tená na vrstve 

60% Percol lu (500x g, 4 ° C , 30 minú t ) . Z o suspenzie H C bolo o d o b r a t ý c h 20 p l na p o d l o ž n é 

sklo a i nkubác i a prebehla v tme ( 2 5 ° C , 5 m i n ú t ) s 5 p l p r a c o v n é h o roztoku F D A . Suspenzia 
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bola pr ikry tá k r y c í m s k l í č k o m a pozorovanie prebehlo pomocou fluorescenčnej mikroskopie 

a v B F (Olympus B X 5 0 (Olympus Opt ica l , Japonsko), hranol B ) . 

P o u ž i t é roztoky: 

Z á s o b n ý roztok F D A : 5 m g F D A ; 1 m l ace tón 

P r a c o v n ý roztok F D A : 0,3 p l z á s o b n é h o roztoku F D A ; 999,7 p l P B S 

3.2.4.2 Stanovenie životnosti dvojitým farbením FDA/PI 

Prop ium j o d i d (PI) j e z lúčen ina , k to rá naopak n e p r e n i k á n e p o r u š e n o u m e m b r á n o u ž i v ý c h 

buniek ale p r en iká p o r u š e n o u m e m b r á n o u m ŕ t v y c h alebo umie ra júc i ch buniek a tvor í 

č e rvenú fluorescenciu. Je to D N A a R N A farbivo, teda farbí n u k l e o v é kysel iny vnút r i 

m ŕ t v y c h buniek a je čas to v y u ž í v a n é v i m u n o h i s t o c h é m i i , prietokovej cytometri i 

a pri roz l i šovan í a p o p t ó z y a n e k r ó z y buniek. Je to teda farbivo pre v i zua l i zác iu m ŕ t v y c h 

buniek s p o r u š e n o u bunkovou m e m b r á n o u (Yokohama et al . , 1997). 

P rocedúra , kde sa v y u ž í v a P I v spo jen í s F D A pre de t e rminác iu ž ivo tnos t i buniek, 

sa n a z ý v a ako „tes t dvo j i t ého farbenia". Ž i v é bunky pri p o z o r o v a n í pod fluorescenčnom 

mikroskope svietia na zeleno p o k ý m m ŕ t v e bunky sú ž ia r ivo če rvené . V bunkovej ku l tú re 

a cy to tox i ckých š túd iách j e dvoj i té farbenie s F D A / P I p r e s n á m e t ó d a pre roz l í šen ie ž i v ý c h 

a m ŕ t v y c h buniek (Shi et al . , 1995). 

Pre p r íp ravu n a t í v n e h o p repa rá tu pre dvoj i té farbenie bola použ i t á H L v P B S s 1% P T U 

v pomere 1:5 do c e l k o v é h o objemu 60 p l a v pomere 1:1 do c e l k o v é h o objemu 40 pl. 

H L v P B S s 1 % P T U v pomere 1:5 bola p reč i s t ená na vrstve 60% Percol lu . Suspenzia H C aj 

H L v P B S s 1% P T U (1:1) bo l i v 0,5 m l m i k r o s k ú m a v k e z m i e š a n é s farbivom N C v pomere 

1:4 ( N Č s u s p e n z i a H C / H L v P B S ) a i nkubác i a prebehla v tme ( 2 5 ° C , 5 m i n ú t ) . N á s l e d n e bo l 

p r ip ravený p repa rá t pre dvoj i té farbenie F D A / P I v dvoch var ian tách . Pre p rvú variantu bolo 

na p o d l o ž n é sklo n a n e s e n ý c h 50 p l p r a c o v n é h o roztoku F D A / P I , p r i d a n ý c h bolo 20 p l 

suspenzie H C / H L v P B S s 1% P T U . Inkubác i a prebehla v tme v č a s o v o m intervale 

m i n i m á l n e 3 minú ty . Pre variantu 2 bolo na p o d l o ž n é sklo o d o b r a t ý c h 20 p l suspenzie 

H C / H L v P B S s 1 % P T U a p r i d a n ý c h 5 p l p r a c o v n é h o roztoku F D A / P I . I n k u b á c i a v č a s o v o m 

intervale 5 m i n ú t prebehla v tme. Pozorovanie pre obe varianty bolo r o b e n é pomocou 

f luorescenčnej mikroskopie najskôr pre F D A a v B F (Olympus B X 5 0 (Olympus Optical , 

Japonsko), hranol B ( F D A ) a G (PI)). 
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P o u ž i t é roztoky: 

Z á s o b n ý roztok F D A : 5 m g F D A ; 1 m l ace tón 

Z á s o b n ý roztok PI : 10 m g PI ; 1 m l P B S 

P r a c o v n ý roztok F D A / P I (0,005 F D A mg/ml , 0,05 P I mg/ml) : 3 p l z á s o b n é h o roztoku F D A ; 

10 ul z á s o b n é h o roztoku PI ; 9987 ul P B S 

3.2.4.3 Stanovenie životnosti pomocou Trypanovej modrej 

T r y p a n o v á m o d r á ( T B ) je nega t ívne nab i té v i tá lne azofarbivo. Toto farbivo neprestupuje 

bunkovou m e m b r á n o u ž i v ý c h buniek ( ich m e m b r á n a je n e g a t í v n e nabi tá , t a k ž e ho 

odpudzuje), t a k ž e z o s t a n ú neo fa rbené p r i č o m m ŕ t v e bunky s p o r u š e n o u bunkovou 

m e m b r á n o u toto farbivo absorbujú a sú za fa rbené na modro. N a rozdie l od P I n e r o z o z n á v a 

medzi n e k r o t i c k ý m i a a p o p t i c k ý m i bunkami. Je v h o d n é pre de t e rminác iu celkovej ž ivo tnos t i 

p o z o r o v a n ý c h buniek v ku l tú re p r í p a d n e pre v ý p o č e t percenta ú m r t i a buniek po cytotoxickej 

s t imulác i i (Crowley et al . , 2016). 

Pre p r íp ravu n a t í v n e h o p repa rá tu pre B ú r k e r o v u k o m ô r k u bola použ i t á H L v P B S s 1% 

P T U v dvoch var ian tách , v pomere 1:5 do c e l k o v é h o objemu 50 p l (varianta 1) a v pomere 

1:5 do c e l k o v é h o objemu 200 p l (varianta 2). L e n varianta 2 bola p reč i s t ená na vrstve 60% 

Perco l lu (500x g, 4 ° C , 30 minú t ) . N á s l e d n e bolo 20 p l suspenzie H C aj H L v P B S s 1% P T U 

z m i e š a n é v 1,5 m l m i k r o s k ú m a v k e so z á s o b n ý m roz tokom T B o koncen t rác i i 0,4 %, 

v pomere 1:1. B e z inkubác i e , len po j emnom premiešan í bolo do priehlbiny Búrke rove j 

k o m ô r k y n a n e s e n ý c h 20 pl . Pozorovanie a spoč í t an ie ž i v ý c h a m ŕ t v y c h buniek prebehlo 

v B F . 

P o u ž i t é roztoky: 

Z á s o b n ý roztok T B (0,4 %): 40 mg T B ; 10 m l P B S 
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4 VÝSLEDKY 

C i e ľ o m exper imentá lne j čast i baka lá rske j p r á c e bolo zav iesť a optimalizovat ' ru t inný 

protokol izo lác ie a pur i f ikác ie hemocytov z hemolymfy dospe lých vč i e l p r í p a d n e lariev 

pre n á s l e d n é ana lýzy bunkovej imunity včie l . N á s l e d n e bola p ráca z a m e r a n á na vytvorenie 

protokolu pre m i k r o s k o p i c k é pozorovanie hemocytov ( H C ) v rá t ane farbiacich t echn ík 

pre z v ý š e n i e kontrastu hemocytov pri i ch p o z o r o v a n í v B F a ďalej pre stanovenie i ch 

ž ivotnost i . 

V r á m c i op t ima l i zác ie m e t ó d a tvorby r u t i n n é h o protokolu pre i zo lác iu a pur i f ikác iu 

hemocytov bo l ako p rvý r i ešený typ b i o l o g i c k é h o ma te r i á lu pre odber hemolymfy ( H L ) 

zo ž i v é h o či m ŕ t v e h o organizmu (dospe lý jedinec, larva) a r ô z n e m e t ó d y pre jej pur i f ikác iu 

a p r í p a d n é zakoncentrovanie - na zák l ade cen t r i fugačných techník , v r á t a n e cent r i fugácie 

s vysokohustotnou lá tkou - roztokom Percol lu , b e ž n e p o u ž í v a n é h o k izoláci i buniek 

či organel (Horner et a l . , 2019). 

Ďale j bola p ráca z a m e r a n á na m i k r o s k o p i c k é pozorovanie H C v B F či s v y u ž i t í m D I C . 

D I C je technika svetelnej mikroskopie , k t o r á funguje na zák l ade rozdielneho indexu lomu 

čast íc . Š t ruk túry s m a l ý m indexom lomu sa j av ia ako priehlbiny, naopak š t ruktúry s v e ľ k ý m 

indexom lomu, mitochondrie ajadro, sa j av ia ako v y v ý š e n i n y . V y t v á r a teda vysoko 

kon t r a s tné až p las t i cké zobrazenie ž i v ý c h buniek a i ných p r i e h ľ a d n ý c h či ne fa rbených 

objektov. V ý h o d a D I C oproti f á z o v é m u kontrastuje, ž e n e v y t v á r a ruš ivý halo efekt (Stender, 

2019). 

Na jskôr bo l i p o z o r o v a n é na t ívne p repa rá ty odohranej H L v P B S s 1% P T U , 

či pur i f ikovaná suspenzia H C , rovnako v P B S s 1% P T U . Ďale j bo l i v y u ž i t é farbiace 

techniky s N C a farbivom Giemsa , aby sa podpori l kontrast p o z o r o v a n é h o prepará tu . Pre 

farbenie bo l i v y u ž i t é nie len na t í vne ale t ak t iež aj f ixované prepará ty . Okrem toho prebiehala 

aj ú p r a v a pur i f ikác ie H C v nadväznos t i na kval i tu ná s l edne p r i p r a v o v a n ý c h f ixovaných 

p repará tov . 

Pre z á k l a d n é charakteristiky H C , tj. i ch čis totu a in tak tnosť či naopak popraskanie bolo 

v y u ž i t é i ch pozorovanie svetelnou mikroskopiou. Pre stanovenie p o č t u H C bola použ i t á 

B ú r k e r o v a k o m ô r k a . Je to špec iá lne p o d l o ž n é sk l íčko , k to ré m á v strede priehlbinu 

a o d t o k o v ý ž l i abok v tvare H . D o priehlbiny sa pipetuje suspenzia buniek. N á s l e d n ý m 
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př ik ry t ím pomocou špec iá lneho krycieho skla je roztok rovnomerne roz ložený a vznikne 

priestor o h ĺ b k e 0,1 mm. V oblasti nad a pod priehlbinou sa n a c h á d z a „ k o m ô r k a " z ložená z 9 

v e ľ k ý c h š tvo rcov (a l = 1 mm), k a ž d ý z n ich j e rozde l ený dvoj i tými č ia rami na skupinu 16 

m a l ý c h š t vo rcov (a2 = 0,2 mm) a v i ch rohoch sú m a l é š tvorčeky (a3 = 0,05 mm) (Frébor tová , 

2008). B o l o v y b r a t ý c h n á h o d n ý c h 5 š t vo rcov z vrchnej a 5 š t vo rcov zo spodnej mr iežky . 

M i k r o s k o p i c k é pozorovanie hemocytov bolo rovnako v y u ž i t é pre stanovenie ž ivo tnos t i 

pomocou f luorescenčnej mikroskopie ( A X I O Imager K M ( Z E I S S , Nemecko)) s v y u ž i t í m 

f luo re scenčných sond, f luoresce índ iace tá tu ( F D A ) , propium jod idu (PI) a ďalej farbiacej 

techniky využ íva júce j T r y p a n o v ú m o d r ú ( T B ) s n á s l e d n ý m p o z o r o v a n í m vo svetelnom po l i . 

Pre v ä č š i n u experimentov bo l i v y u ž i t é ž ivé v č e l y zimnej gene rác ie , k o n k r é t n e robotnice. 

Pre poč i a točný v ý b e r v h o d n é h o b i o l o g i c k é h o ma te r i á lu bo l i v y u ž i t é z a m r a z e n é v č e l y a i ch 

larvy z letnej gene rác ie ( sk l adované pri - 60°C) . 

4.1 Optimalizácia izolácie a purifikácie hemocytov 

4.1.1 Odber hemolymfy pre purifikáciu hemocytov 

P r v ý m k rokom pre izo lác iu hemocytov je odber hemolymfy zo vč ie l , p r í p a d n e i ch lariev. 

Na j skô r bolo t e s tované , č i j e n u t n é p r a c o v a ť len so ž i v ý m ma te r i á lom, či n ie je m o ž n é v y u ž i ť 

čo by už z m r a z e n ý mater iá l , čo by v z h ľ a d o m na z i m n é obdobie poskytlo v ý h o d u 

v neobmedzenosti dostupnosti vzoriek. 

U ž pr i samotnom odbere hemolymfy z r o z m r a z e n ý c h lariev p o d ľ a protokolu (Hiroyasu et 

a l . , 2018) bolo m o ž n é p o z o r o v a ť ne ideá lnu konzistenciu b i o l o g i c k é h o mater iá lu . L a r v y 

po p r e m y t í a osušen í neboli k o m p a k t n é , nedrža l i p e v n ý tvar a p rechádza l i až do kašovi te j 

konzistencie a pr i u c h y t e n í larvy do pinzety d o c h á d z a l o k n e c h c e n é m u p o r u š e n i u jej kut ikuly, 

k to ré interferovalo n á s l e d n ý m odberom hemolymfy. P r i pokuse o po rušen i e kut ikuly bo l i 

v dôs l edku kašovi te j konzistencie p o r u š e n é aj iné š t ruktúry larvy a hemolymfa obsahovala 

aj ďa l š i e z ložky , k to ré j u znečist i l i . P r á c a s larvami bola teda nie len n á r o č n á z p o h ľ a d u 

m a n i p u l á c i e s n imi , ale o d o b e r a n á hemolymfa bola zneč i s t ená radom artefaktov. 

P r i mik roskop ickom p o z o r o v a n í sa naviac u k á z a l o , že hemocyty v odobratej hemolymfe 

v P B S s 1% P T U (zriedenie 1:10; 1:5) nie sú in tak tné , ale naopak p o p r a s k a n é (Obr. 3) -

zrejme v dôs l edku zmrazenia b i o l o g i c k é h o mate r iá lu . Z tých to d ô v o d o v bola p ráca 
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so z m r a z e n ý m m a t e r i á l o m n e i d e á l n a a bolo n u t n é p o k r a č o v a ť experimenty so ž i v ý m 

b i o l o g i c k ý m ma te r i á lom. 

Obrázok 3: H C prítomné v H L odobratej zo zmrazených lariev (odber do PBS s P T U v pomere 1:10 
(HL:PBS)) , neprečistená H L (BF, 600x). 

Odber hemolymfy u z m r a z e n ý c h d o s p e l ý c h robo tn í c bo l menej k o m p l i k o v a n ý 

v p o r o v n a n í s odberom hemolymfy z m r a z e n ý c h lariev. Š t ruktúra dospe lých vč ie l bola 

omnoho kompak tne j š i a . H e m o l y m f a bola v r á m c i o p t i m a l i z a č n ý c h k rokov odobra tá do P B S 

s 1% P T U a to v pomere 1:10 do f iná lneho objemu 100 ul a 1:5 do f iná lneho objemu 200 u l 

Z takto pripravenej hemolymfy bo l i ná s l edne p r i p r a v e n é na t ívne p repa rá ty , k to ré b o l i 

p o z o r o v a n é v B F . U k á z a l o sa, že integrita j e d n o t l i v ý c h hemocytov bola p o š k o d e n á (Obr. 4) 

- bunky b o l i p o p r a s k a n é . Z tých to d ô v o d o v bude aj v p r í pade d o s p e l ý c h robo tn í c bude n u t n á 

p ráca so ž i v ý m mate r i á lom. 
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Obrázok 4: H C prítomné v H L odobratej zo zmrazených dospelých robotníc (odber do PBS s P T U 
v pomere 1:5 (HL:PBS)) , neprečistená H L (BF, 600x). 

P r i odbere H L dospe lých ž i v ý c h robo tn í c bola p ráca sťažená len pohybom včie l , k to ré 

bo l i pr i v ä č š o m poč te vč ie l u s p a n é na ľade. K v a l i t a v podobe intaktnosti H C bola pr i tejto 

variante naj lepšia (Obr. 5). V z h ľ a d o m k p r í t omnos t i rady ďa l š ích z lož iek v H L vč i e l j e 

ana lýzu H C a i ch procesov v h o d n é p r a c o v a ť s purif ikovanou frakciou H C 

Obrázok 5: H C prítomné v H L odobraté zo živých dospelých robotníc (odber do PBS s P T U v pomere 
1:5 (HL:PBS)) , neprečistená H L (BF, 600x). 
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4.1.2 Spracovanie hemolymfy pre purifikáciu hemocytov 

H e m o l y m f a h m y z u sa v š e o b e c n e o d o b e r á do v h o d n é h o prostredia s obsahom látky 

inhibujúcej h u m o r á l n u o d p o v e ď , p r e d o v š e t k ý m m e l a n i z a č n ú kaskádu , a to p r í d a v k o m 

inhibitoru fenoloxidasy (Zibaee et al . , 2011). V tejto prác i bo la hemolymfa o d o b e r a n á 

do fosfá tového pufru ( P B S ) o p H = 7,4 s obsahom 1% P T U . Parameter, k to rý v tomto kroku 

m ô ž e byť v z h ľ a d o m k n á s l e d n ý m a n a l ý z a m r ô z n e o p t i m a l i z o v a n ý , je v akom pomere 

hemolymfu s P B S miešať . K o n k r é t n e bo l i s k ú š a n é podmienky riedenia hemolymfy v P B S 

s 1% P T U v pomere 1:10 do c e l k o v é h o objemu 100 a 200 ul a v pomere 1:5 do c e l k o v é h o 

objemu 100 a 200 ul . R o z d i e l v testovanom f iná lnom m n o ž s t v e nariedenej hemolymfy bol 

v z h ľ a d o m k i ch vhodnosti pre ďalš í krok pur i f ikácie H C tj. i ch p reč i s t en ie 

a zakoncentrovanie na vrstve Percol lu o vybranej koncen t r ác i í (Parrinello et a l . , 2020). 

A k o p r v é bo l i v y k o n a n é p i lo tné skúšky v h o d n é h o zriedenia H L a to v pomere 1:10, H L 

z 5 vč ie l (z jednej vče ly bolo v ž d y o d o b e r a n é po 2 u l H L ) , a 1:5, hemolymfy z 10 vč ie l , 

o ce lkovom objeme 100 ul . P r i z r iedení H L v P B S s 1% P T U v pomere 1:10, bo l i H C 

v zornom po l i mikroskopu v id i t eľné , av šak v z h ľ a d o m k nepreč is tene j H L bo l p o z o r o v a n ý aj 

ba las tný obsah (Obr. 6). 

Obrázok 6: H C prítomné v H L odobratej zo živých dospelých robotníc (odber do PBS s P T U 
v pomere 1:10 (HL:PBS)) v 100 ul, neprečistená H L (BF, 400x). 
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K o n c e n t r o v a n e j š i a vzo rka (zriedenie H L v P B S s 1% P T U v pomere 1:5) poskytla p o d ľ a 

o č a k á v a n i a väčš í v ý s k y t H C , avšak aj väčš í v ý s k y t balastu, k to rý ruši l m i k r o s k o p i c k é 

pozorovanie (Obr. 7). 

Obrázok 7: H C prítomné v H L odobratej zo živých dospelých robotníc (odber do PBS s P T U v 
pomere 1:5 (HL:PBS)) v 100 pi, neprečistená H L (BF, 600x). 

Pre pur i f ikác iu H C pomocou cent r i fugácie s vysokohustotnou lá tkou (Percoll) bolo 

na jskôr t e s tované v h o d n é v ý c h o d i s k o v é zriedenie H L v P B S s 1% P T U . Na j skô r prebehol 

v ý b e r v h o d n é zriedenia H L p r i č o m bolo použ i t é zriedenie H L v P B S s 1% P T U v pomere 

1:10 a 1:5 o ce lkovom objeme 200 ul . Objem riedenej H L bol n a v ý š e n ý na 200 ul z d ô v o d u 

lepšej m a n i p u l á c i e so vzo rkou po centr i fugáci i a lepšej v id i t eľnos t i prstenca H C . Pre p rvo tnú 

s k ú š o b n ú separác iu H C bola z v o l e n á cen t r i fugác ia H L v P B S na 60% roztoku Percol lu. 

H l a v n ý m r o z h o d u j ú c i m kr i t é r iom v ý b e r u zriedenia H L v P B S s 1% P T U bola v id i t e ľnosť 

prstenca (suspenzia s obsahom z a h u s t e n ý c h H C ) . P r i z r i eden í H L v P B S s 1% P T U v pomere 

1:10 nebol prstenec v ô b e c v id i t e ľný (za tých to podmienok bez p r e c h á d z a j ú c e h o farbenia), 

kvô l i č o m u bola nas ledu júca p ráca z n e m o ž n e n á , p r e tože nebolo m o ž n é urč iť kde sa H C 

nachádza jú a odk iaľ i ch odobrať . Naopak pri z r iedení H L v P B S s 1% P T U v pomere 1:5 

bol prstenec u ž dobre v id i t eľný , v ď a k a č o m u sme moh l i H C o d o b r a ť a p o k r a č o v a ť 

v op t imal izác i i i ch pur i f ikácie . 
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N á s l e d n e bo l t e s tovaný výbe r vhodnej k o n c e n t r á c i e Percol lu , na k t o r é h o vrstve sú 

hemocyty pri centr i fugáci i zachy távané . Pre v š e t k y k o n c e n t r á c i e roztoku Perco l lu (40 - 80 %) 

bolo použ i t é zriedenie H L v P B S s 1 % P T U v pomere 1:5 o ce lkovom obj eme 200 u l . Roz tok 

H L bol nav r s tvený k r ú ž i v ý m i pohybmi na roztok Perco l lu o p o ž a d o v a n e j koncen t rác i i 

v pomere 1:7 (HL:Pe rco l l ) a takto p r ip r avená zmes bola cen t r i fugovaná (500 g, 4 ° C , 

30 m i n ú t ) . Pre z í skan ie purifikovanej suspenzie hemocytov bolo pomocou automatickej 

pipety o d o b r a t ý c h 95 \ú v r c h n é h o supernatantu ( P B S bez obsahu buniek) do odpadu 

a ďa l š í ch 100 \ú supernatantu (pur i f ikovaná suspenzia H C ) bolo o d o b r a t ý c h do 0,5 m l 

m i k r o s k ú m a v k y a u c h o v á v a n ý c h na ľ a d e pre ďa l š iu prácu. 

4.1.3 Purifikácia a zakoncentrovanie hemocytov 

4.1.3.1 Purifikácia hemocytov na vrstve Percollu 

Roztok Percol lu j e nástroj pre e fek t ívnu hus to tnú separác iu , p o u ž í v a n ý pre izo lác iu buniek, 

organel a v í rov . Je z ložený z k o l o i d n ý c h čas t íc ox idu k r e m i č i t é h o o priemere 15-30 nm, k to ré 

sú oba l ené v po lyv iny lpy ro l id íne . Jeho hlavnou v ý h o d o u je n í zky v iskozi ta v p o r o v n a n í 

s a l t e rna t ívami , n í z k a osmolarita a ž i adna toxici ta v o č i b u n k á m . Cen t r i fugác ia na vrstve 

Perco l lu j e za ložená na p r inc ípe rozdielnej hustote (hmotnosti) čas t íc (Maurer et al . , 2022). 

P o nav r s tven í roztoku H L na roztok Percol lu a nás lednej centr i fugáci i , čas t ice s v y š š o u 

hustotou ( h m o t n o s ť o u ) k l e snú na dno m i k r o s k ú m a v k y p r i č o m H C zos t anú nad vrstvou 

Percol lu a vytvor ia v id i t e ľný prstenec. Pur i f ikác ia na roztoku Perco l lu bola r o b e n á po priamo 

po odbere H L . 

Pre pur i f ikáciu hemocytov využ íva júce j cent r i fugáciu na vrstve Perco l lu bo l i pr i p i lo tnom 

te s tovan í metodiky pur i f ikácie H C využ i t á koncen t r ác i a 40 % a 60 %. N á s l e d n e bolo r o b e n é 

testovanie r ô z n y c h k o n c e n t r á c i í Percol lu pre ná jdenie na jop t imálne j š í ch podmienok 

separác ie hemocytov. M e d z i t e s tované k o n c e n t r á c i e Percol lu patri l i 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 

80 % a i ch ú č i n n o s ť v z h ľ a d o m k poč tu H C ich intaktnosti a v id i t eľnos t i bunkovej m e m b r á n y 

bola p o r o v n á v a n á mikroskopicky vo svetelnom pol i . 

K o n c e n t r á c i a Percol lu 40 % bo la z o p a k o v a n á kvô l i d o b r ý m v ý s l e d k o m v p i lo tných 

testovaniach. V o svetelnom bo l i H C dobre v id i t eľné , s ostro o h r a n i č e n o u bunkovou 

m e m b r á n o u (Obr. 8). 
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Obrázok 8: H C získané purifikačným procesom na vrstve 40% Percollu - H L bola pre purifikáciu 
H C odobraté zo živých dospelých robotníc (odber do PBS sPTUvpomere 1:5 (HL:PBS)) (BF, 600x). 

P r i koncen t rác i i Perco l lu 50 % neboli H C dobre v id i t e ľné a i ch p o č e t bo l 

p o r o v n a t e ľ n ý so 40% roztokom Percol lu (Obr. 9). 

Obrázok 9: H C získané purifikačným procesom na vrstve 50% Percollu - H L bola pre purifikáciu 
H C odobraté zo živých dospelých robotníc (odber do PBS s P T U v pomere 1:5 (HL:PBS)) (BF, 
lOOOx). 

K o n c e n t r á c i a Percol lu 60 %, t ak t iež použ i t á v p i lo tných testoch, mala pr i p o r o v n a n í 

s o s t a tnými t e s t o v a n ý m i k o n c e n t r á c i a m i Perco l lu poskytla na j lepš ie výs l edky . H C bo l i dobre 
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v id i t eľné , in tak tné s ostro o h r a n i č e n o u bunkovou m e m b r á n o u (Obr. 10) N a vrstve takto 

k o n c e n t r o v a n é h o Perco l lu bol prstenec so suspenziou hemocytov stabi lnejš í a lepš ie sa 

odoberal, t a k ž e z í skaný p o č e t H C bol p o d ľ a pozorovania j e d n o t l i v ý c h z o r n ý c h pol í vyšš í . 

Obrázok 10: H C získané purifíkačným procesom na vrstve 60% Percollu - H L bola pre purifikáciu 
H C odobraté zo živých dospelých robotníc (odber do PBS s P T U v pomere 1:5) (HL:PBS)) (BF, 
400x). 

P r i koncen t rác i i Perco l lu 70 % sa v o vzorke n a c h á d z a l v e ľ m i m a l ý v ý s k y t H C v p o r o v n a n í 

s o s t a tnými k o n c e n t r á c i a m i roztoku Percol lu , p r i č o m sme očakáva l i naopak v y š š í v ý s k y t H C 

p r í p a d n e aj i ných čast íc. S íce je Perco l l lá tka s n í z k o u osmolaritou je m o ž n é , ž e pri v y š š í c h 

koncen t r ác i ách by n e j a k ý m s p ô s o b o m mohla hemocyty o v p l y v ň o v a ť . Pur i f ikované H C v š a k 

neboli in tak tné a naopak mal i neos t rú b u n k o v ú m e m b r á n u (Obr. 11). 

41 



Obrázok 11: H C získané purifikačným procesom na vrstve 70% Percollu - H L bola pre purifikáciu 
H C odobraté zo živých dospelých robotníc (odber do PBS s P T U v pomere 1:5 (HL:PBS)) (BF, 
ÍOOOx). 

P r i poslednej koncen t rác i i Perco l lu 80 % sa objavi l i na jväčš ie p rob l émy . V ý s k y t H C 

v p o r o v n a n í s o s t a tnými k o n c e n t r á c i a m i roztoku Perco l lu bo l v e ľ m i n í zky a objavi l sa výsky t 

ba l a s tných lá tok. Rovnako ako pri koncen t rác i i Percol lu 70 % bola tá to k o n c e n t r á c i a Percol lu 

pravdepodobne prí l iš vysoká . V p r ípade ná jden ia ne jakých buniek, bo l i ne in tak tné , 

p o p r a s k a n é , nekva l i t né a v e ľ m i zle v id i t e ľné (Obr. 12). 

Obrázok 12: H C získané purifikačným procesom na vrstve 60% Percollu - H L bola pre purifikáciu 
H C odobraté zo živých dospelých robotníc (odber do PBS s P T U v pomere 1:5 (HL:PBS)) (BF, 600x). 
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4.1.3.2 Purifikácia hemocytov klasickou centrifugáciou 

Pre tú to variantu pur i f ikác ie bola H L o d o b e r a n á do č i s tého P B S a bo l z v o l e n ý iný s p ô s o b 

zab ránen i a m e l a n i z á c i e H L , p r i d a n í m k ryš t á l i kov P T U (Vaš íček , 2009; V a c l , 2015). 

N á s l e d n e bola u r o b e n á cent r i fugác ia pr i 500x g, 4 ° C po dobu 5 minú t . Tento postup bo l 

použ i tý pre dve zriedenia H L v P B S , a to v pomere 30 \ú roztoku H L k u 50 \ú P B S (Obr. 13, 

a) a v pomere 50 \ú roztoku H L k u 50 \ú P B S (Obr. 13, b). V oboch zriedeniach bolo v B F 

z a z n a m e n a n é v e ľ k é m n o ž s t v o nečis tôt , b a l a s tného obsahu a n e r o z p u s t e n ý c h k ryš t á l ikov 

P T U (Obr. 13 a, b). Z tých to d ô v o d o v nebol tento postup pur i f ikác ie ďalej použ ívaný . 

a) b) 

Obrázok 13: Prečistenie H L - kryštály P T U - a: zriedenie 30:50 (HL:PBS) (BF, 200x), b: zriedenie 
50:50 (HL:PBS) (BF, 400x). 

4.2 Farbenie hemocytov pre mikroskopické pozorovanie 

4.2.1 Giemsa farbenie 

Giemsa j e farbivo n u k l e o v ý c h kyse l ín p o u ž í v a n é v cytogenetike, pri histopatologickej 

diagnostike aj pri tvorbe karyogramu. Je zmesou b a z i c k é h o farbiva m e t h y l o v á m o d r á 

a k y s l ý c h farbív eoz ín a Azure B . Je z a l o ž e n é na špecif ickost i pre fosfá tové skupiny v D N A , 

v i a ž e sa na oblasti s v y s o k ý m obsahom väz i eb t h y m í n - a d e n í n . Je to farbivo p o l y c h r o m a t i c k é , 

čo z n a m e n á , ž e v y t v á r a r ô z n e sfarbenie v šká le od modrej cez r u ž o v ú až tmavof i a lovú 

v závis los t i na š t ruk túre a p H komponent bunky, k torá ho pohl t í (pr. cytoplazma lymfocytov 

- n e b e s k á m o d r á , cytoplazma monocytov - sve t lá m o d r á , jadro - tmavo m o d r á , trombocyty 

- svet lá ružová , c h r o m a t í n - magenta, erytrocyty - ružová ) (Piaton et al . , 2015). G iemsa je 

čas to p o u ž í v a n á s W r i g h t o v ý m farbivom kedy tvor í tzv. Wr igh t -Giemsa farbivo a s lúži pre 
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di ferenciá lně farbenie pre rozoznanie r ô z n y c h typov buniek - v rade š túdi i zaobera júc imi sa 

imuni tou h m y z u je toto farbenie p o u ž í v a n é ( Y u et al . , 2016; Zhang & Zhang, 2021). 

P o op t imal izác i i na jvhodnejše j p r íp ravy vzor iek H L či suspenzie H C pre i ch nás l edné 

ana lýzy bolo t e s t o v a n é Giemsa farbenie pre z v ý š e n i e kontrastu H C pr i mikroskop ickom 

p o z o r o v a n í vo svetelnom po l i . V r á m c i protokolu pre toto farbenie bolo p o t r e b n é v y b r a ť 

v h o d n é zriedenie farbiva Giemsa . Porovnanie prebiehalo s dvomi v y b r a t ý m i variantami 

od dvoch r ô z n y c h v ý r o b c o v (Sigma, R O T H ) . Pre čas i nkubác ie bo l ako p i lo tný v y b r a t ý 

interval 40 minú t . N á s l e d n e len pre variantu z á s o b n é h o roztoku 1:9 bo l i použ i t é časy 30, 40 

a 60 minú t . 

A k o p rvé bolo t e s tované zriedenie farbiva G iemsa 1:20 v P B S pre suspenziu H C , z ktorej 

bo l p r ip ravený na t ívny p repará t aj f ixovaný prepará t . Ten bo l p r ip ravený dvoma s p ô s o b m i 

(kvapka, rozter) - kvapka bol v y t v o r e n á n a n e s e n í m 20 p i suspenzie H C na p o d l o ž n é sklo 

a bolo takto p o n e c h a n é pre uschnutie, naopak pr i roztere bolo n a n e s e n ý c h 20 p i na p o d l o ž n é 

sklo a pomocou d r u h é h o skla bola suspenzia roz t i ahnu tá po celej ploche skla. Č as i nkubác ie 

bo l v intervale 40 minú t . P r i mikroskop ickom p o z o r o v a n í n a t í v n e h o p repa rá tu v B F (Obr. 14) 

bolo v id i t e ľné , že H C neboli zafarbené , čo mohlo byť s p ô s o b e n é v y s o k ý m z r i e d e n í m 

z á s o b n é h o roztoku farbiva p r í p a d n e č a s o v ý m intervalom inkubác i e a neboli teda 

v o svetelnom po l i v id i t eľné . P r i p o z o r o v a n í f i xovaných p r e p a r á t o v bo l i H C plne ofarbene, 

avšak p r o b l é m u oboch variant bo l i v id i t e ľné praskliny, k to ré ruši l i pozorovanie (Obr. 14). 
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Obrázok 14: Purifikovaná suspenzia H C (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:5) po farbení Giemsa 
(zriedenie farbiva 1:20) - fixovaný preparát, rozter (BF, lOOOx). 

N á s l e d n e bola skúšaná d ruhá varianta zriedenia farbiva Giemsa 1:9 v P B S , t ak t iež 

pre pur i f ikovanú suspenziu H C , z ktorej bo l opäť p r ip ravený na t ívny aj obe verzie 

f ixovaného prepará tu . A k o je m o ž n é v id i eť ani pr i m e n š o m zr ieden í z á s o b n é h o roztoku 

farbiva neboli v n a t í v n o m prepará te p o z o r o v a n é ofarbene H C vo svetelnom po l i (Obr. 15, a). 

Z tohto d ô v o d u bol využ i t ý D I C - pre kontrolu p r í t omnos t i hemocytov s n e v y u ž i t í m 

farbiacej techniky, kde bo l i z a z n a m e n a n é H C . D I C v y u ž í v a index lomu š t ruktúr pre i ch 

zv id i t e ľnen ie a vy tvo r í priehlbiny, pr i n í z k o m indexe l omu a v y v ý š e n i n y pri v y s o k o m indexe 

lomu, napr. mitochondrie a jadro, je to zobrazenie pre na t ívne p repará ty bez ofarbenia (Obr. 

15, b). G iemsa je h i s to log ické farbivo, k to ré sa b e ž n e p o u ž í v a v h i s t o c h é m i i na f ixované 

p repará ty (Kuche l et ak, 2010; Bruno et al . , 2022), t ý m t o sme si over i l i , že na na t í vne 

p repa rá ty toto farbenie nie je v h o d n é . Tak t i ež bo l i p o z o r o v a n é f ixované p repará ty v dvoch 

var ian tách , kde b o l i H C plne ofarbene s o s t rým o h r a n i č e n í m bunkovej m e m b r á n y a s dobre 

v i d i t e ľ n ý m i jadrami. H l a v n ý rozdiel v t ých to dvoch var ian tách bo l v n a h u s t e n í H C -

v kvapke bo l p o č e t H C (Obr. 15, c) v zornom po l i mikroskopu oveľa v y š š í ako pr i variante 

rozter, kde bo l i bunky rozp tý l ené po celej ploche p o d l o ž n é h o skla (Obr. 15, c, d). A j k e ď 

z tohto d ô v o d u bola varianta kvapka l epšou v o ľ b o u , pokračova l i sme v ďalšej prác i 

o p t i m a l i z a č n ý c h k rokov s obomi variantami. 
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a) b) 

Obrázok 15: Purifikovaná suspenzia H C (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:5) po farbení Giemsa 
(zriedenie farbiva 1:9) - a: natívny preparát (BF, lOOOx); b: natívny preparát (DIC, lOOOx). 

c) d) 

Obrázok 16: Purifikovaná suspenzia H C (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:5) po farbení Giemsa 
(zriedenie farbiva 1:9) c: fixovaný preparát - kvapka (BF, lOOOx), d: fixovaný preparát - rozter (BF, 
lOOOx). 

Pre ďalš í postup v r á m c i farbenia H C technikou Giemsa bolo vybra té zriedenie farbiva 

Giemsa v pomere 1:9. A v š a k aj pri tomto zr iedení rovnako ako pr i z r ieden í farbiva v pomere 

1:20 bo l i p o z o r o v a n é ruš ivé praskliny. Toto vzn ika lo pravdepodobne v dôs l edku 

p reč i s ťovan ia H L na vrstve Percol lu , k torý pravdepodobne zostal zostatkovou časťou v H C 

po pur i f ikáci i H C a preto nebol v ďalšej prác i pre farbenie hemocytov s v y u ž i t í m Giemsa 

farbiva p o u ž í v a n ý s purif ikovanou suspenziou H C na vrstve Percol lu . 

Ď a l š í m aspektom, k torý by mohol ovp lyvn i ť kval i tu p r i p r a v o v a n ý c h f i xovaných 

p r e p a r á t o v v z h ľ a d o m k u kvali te H C a pozadia roztoku H L v P B S je s p ô s o b ich p r íp ravy , teda 
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f ixácia p r e p a r á t o v p l a m e ň o m či metanolom. Pre tento pokus bolo použ i t é zriedenie H L 

v P B S s 1% P T U v pomere 1:1 a obe varianty f i xovaného p repará tu (kvapka, rozter) 

(Obr. 17). P r i mik roskop ickom p o z o r o v a n í bolo v i z u á l n e lepš ie pozadie hemolymfy s H C 

po fixácii metanolom (Obr. 17, a, b), p r i č o m pri f ixácii p l a m e ň o m sa vy tvor i lo v e ľ a ruš ivých 

v z d u c h o v ý c h bub l ín (Obr. 17, c d). P r i p o r o v n a n í kvapkovej m e t ó d y a rozteru bo l i 

z v i z u á l n e h o hľad i ska obe v e ľ m i dobrej kval i ty , v z h ľ a d o m k intaktnosti H C a č is to te pozadia 

roztoku H L v P B S . J ed iný rozdiel bo l v nahus t en í H C a p r í t omnos t i ba l a s tných lá tok, k torý 

tu bo l o č a k á v a n ý v z h ľ a d o m na to, ž e pre toto farbenie nie je m o ž n é použ i ť p repará t 

p r ip ravený z purifikovanej suspenzie H C . P r i kvapkovej m e t ó d e bo l i H C viac n a h u s t e n é 

v p o r o v n a n í s rozterom, kde bo l i bunky rozp tý l ené po celej ploche p o d l o ž n é h o skla. 

P r i tomto experimente neboli na pozad í p o z o r o v a n é , u ž skôr s p o m í n a n é , ruš ivé praskliny, 

čo potvrdilo, ž e d ô v o d o m prask l ín v p r e d c h á d z a j ú c o m experimente bo l roztok Percol lu , 

použ i tý pre p reč i s t en ie H L v P B S . Pre nas l edu júcu p r á c u bolo ako na jvhodne j š i e v y b r a t é 

f ixovanie metanolom, p r i č o m je m o ž n é použ i ť obe varianty p r íp ravy f i xovaného prepará tu , 

teda kvapku a rozter (Obr. 17, c, d). 
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c) d) 

Obr 17: H C prítomné v H L (odber do PBS s P T U v pomere 1:5) po farbení Giemsa (zriedenie farbiva 
1:9) - fixácia - plameň, M e O H - zriedenie H L (1:5) v PBS s P T U - a: kvapka, plameň; b: rozter, 
plameň; c: kvapka, M e O H , d: rozter, M e O H , neprečistená H L (BF, lOOOx). 

Ď a l š í m kr i t é r iom, k to ré bolo n u t n é optimalizovat ' bola doba p ô s o b e n i a farbiva Giemsa. 

V y b r a t é bo l i tri č a sové intervaly, k to ré bo l i použ i t é pre obe varianty f i xovaného prepará tu . 

P o v y h o d n o t e n í v B F b o l i po v izuá lne j a kval i ta t ívnej s t ránke naj lepš ie dva - kvapka 30 

m i n ú t a rozter 60 m i n ú t (Obr. 18). N a zák lade tých to v ý s l e d k o v bo l i pre farbenie H C 

technikou Giemsa f inálne vybra t é kvapka pr i 30 m i n ú t a c h (Obr. 18, a) a rozter pr i 60 

m i n ú t a c h (Obr. 13, b). 

a) b) 

Obr 18: H C prítomné v H L (odber do PBS s P T U v pomere 1:5) po farbení Giemsa (zriedenie farbiva 
1:9) - časové intervaly - a: kvapka, 30 minút (BF, lOOOx); b: rozter, 60 minút - neprečistená H L (BF, 
lOOOx). 
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Po finálnej op t imal izác i i protokolu pre farbenie H C Giemsou bo l eš te raz tento postup 

z o p a k o v a n ý pre p reč i s t enú suspenziu H C , od ktorej sa v z ač i a tk o ch op t ima l i zác ie tejto 

farbiacej techniky na v č e l i e H C v z h ľ a d o m k p r a s k l i n á m na p o d l o ž n o m sk l íčku upustilo. 

Farbivo Giemsa bolo použ i t é v z r i eden í 1:9 v d H 2 0 . Pokus bo l u r o b e n ý pre dva na j lepš ie 

v izuá lne vyzera júce f ixované p repará ty - kvapka 30 m i n ú t a rozter 60 minú t . Po u p l y n u t í 

doby inkubác ie bo l i p repa rá ty p o z o r o v a n é v B F , kde bo l i opäť v i d i t e ľ n é praskliny v p r ípade 

rozteru a šup inky pri kvapkovej m e t ó d e (Obr. 19). 

a) b) 

Obr 19: Purifikovaná suspenzia H C (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:5) po farbení Giemsa 
(zriedenie farbiva 1:9) - nekompatibilita s roztokom Percollu (60 %) - a: fixovaný preparát - kvapka 
(BF, 400x), b: fixovaný preparát - rozter (BF, lOOOx). 

P o s l e d n ý m o p t i m a l i z a č n ý m k rokom pr i prác i s farbivom Giemsa pre farbenie 

purifikovanej suspenzie H C na vrstve Percol lu bo l eš te pokus o p reč i s t en ie suspenzie H C 

od roztoku Percol lu , k torý m ô ž e b y ť zbytkovo v purifikovanej frakcii H C obs iahnu tý . 

Pur i f ikačný proces H C bol u r o b e n ý za podmienok zriedenia H L v P B S s 1% P T U v pomere 

1:5 a 6 0 % roztoku Percol lu . P o preč is ten í od roztoku Percol lu , pomocou dvojitej 

cent r i fugácie (500x g, 1 min.) , bo l i f i xované p repará ty opäť p o z o r o v a n é v B F . O p ä ť bo l i 

použ i t é dve v i z u á l n e naj lepš ie varianty f i xovaných p r e p a r á t o v (kvapka 30 m i n ú t a rozter 60 

m i n ú t ) . Pozadie suspenzie H C na p o d l o ž n o m skle t ých to p r e p a r á t o v u ž neobsahovalo 

praskliny v p r í pade rozteru ani šup iny v p r í pade kvapky, av šak s tále bol p o z o r o v a n ý ruš ivý 

šum, k torý z n e m o ž ň o v a l dob rú v i d i t e ľ n o s ť H C v o svetelnom po l i (Obr. 20). Z tohto 

pozorovania v y p l y n u l záver , že ani po pokuse o preč i s ten ie vzorky od roztoku Percol lu , 

nebolo pozorovanie ideá lne . Z tých to poznatkov bo l v y v o d e n ý záver , ž e roztok Perco l lu nie 
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je k o m p a t i b i l n ý a nie j e ho m o ž n é použ i ť pre pur i f ikác iu H C s n á s l e d n ý m fa rben ím 

f ixovaných p repa rá tov pomocou farbiva Giemsa. 

a) b) 

Obrázok 20: Purifikovaná suspenzia H C (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:5) po farbení Giemsa 
(zriedenie farbiva 1:9) - nekompatibilita s roztokom Percollu (60 %) - a: fixovaný preparát, kvapka, 
b: fixovaný preparát, rozter (BF, lOOOx). 

4.2.2 Neutrálna červeň 

N e u t r á l n a če rveň ( N C ) j e farbivo p o u ž í v a n é pre farbenie ž i v ý c h buniek, t ak t i ež j e m o ž n é ho 

použ i ť ako p H indiká tor (zmena farby z červene j po žl tú pri z v y š o v a n í zásadi tos t i roztoku). 

P r i farbení ž i v ý c h buniek sa farbivo v i a ž e na l y z o z ó m y a farbí i ch na č e r v e n o (Ates et ak, 

2017). Rovnako sa dá v y u ž i ť pre roz l í šen ie buniek medzi ž i v ý m i a m ŕ t v y m i , p r i č o m m ŕ t v e 

bunky zos távajú neo fa rbené (Gomez-Gutierrez et ak, 2021). 

Pre farbenie pomocou neut rá lne j č e rvene bo l p r ip ravený na t ívny p repará t H L či suspenzie 

H C v dvoch var ian tách , a to bez p r e m ý v a n i a po farbení N C a s p r e m y t í m a tak t iež bo l i 

p r i p r avené obe varianty f i xovaného prepará tu (kvapka, rozter). 

A k o p rvý bo l p r ip ravený na t ívny prepará t bez p reč i s t en ia H L . Pre p i lo tné pozorovanie 

bolo použ i t é zriedenie H L v P B S s P T U v pomere 1:1. P r i mik roskop ickom p o z o r o v a n í v B F 

bol v id i t e ľný v e ľ k ý obsah balastu v pozorovanom prepará te - v z h ľ a d o m k typu vzorky , teda 

nepreč is tene j H L (Obr. 21, a). 

Z v y š o k H L v P B S s P T U (1:1) po jej farbení bo l použ i tý pre premytie od nadbytku farbiva 

pomocou v i acnásobne j cent r i fugácie (500x g, 1 min . , 2 5 ° C ) . Prebehlo m i k r o s k o p i c k é 

pozorovanie v B F , pri ktorom bolo v id i eť plne ofarbene H C s v i d i t e ľ n ý m i granulami 
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vo vnút r i a ostro o h r a n i č e n o u m e m b r á n o u . V priebehu p r e m ý v a n i e sa podarilo rovnako 

ods t rán iť časť ba l a s tných z lož iek (Obr. 21 , b). 

a) b) 

Obrázok 21: H C v H L po farbení N C (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:1) - natívny preparát - a: 
bez prečistenia, b: po prečistení (BF, lOOOx). 

N á s l e d n e bo l eš te u r o b e n ý f ixovaný p repará t v dvoch va r i an tách (kvapka, rozter) a aj 

pre tieto p repa rá ty bolo použ i t é zriedenie H L v P B S s 1% P T U v pomere 1:1 bez preč is ten ia 

na Percolle. B o l i z v o l e n é dve doby schnutia fixovanej H L v P B S na p o d l o ž n o m skle 

pred s a m o t n ý m fa rben ím, a to h n e ď po uschnu t í (Obr. 21, a, c) a 10 m i n ú t po u s c h n u t í 

metanolu (Obr. 21 , b, d). N á s l e d n e po ubehnu t í č a s o v é h o intervalu bo l i p repará ty p r ev r s tvené 

farbivom N C a i n k u b o v a n é v tme pri 25 °C po dobu 5 minút . P o up lynu t í času inkubác ie bo l i 

p repa rá ty opatrne o p l á c h n u t é d ^ O . Po farbení f i xovaného p repará tu d o c h á d z a l o 

k z n a č n é m u farbeniu pozadia p repa rá tu a z tohto d ô v o d u nieje tá to metodika v h o d n á . Naviac 

aby bola N C u d r ž a n á v l y z o z ó m o c h buniek bude potreba aby na m e m b r á n e bol u d r ž a n ý p H 

gradient, k to rý farbivo n e v y p u s t í z bunky von, teda aby bo l i bunky ž ivé a nie u s m r t e n é 

v r á m c i p r í p r avy f i xovaného p repará tu (Gomez-Gutierrez et al . , 2021). Z tohto bo l v y v o d e n ý 

záver , ž e N C nie je k o m p a t i b i l n á s f i x o v a n ý m i p r epa rá tmi a je p re fe rované jej využ i t i e 

pre na t ívne p repará ty . 
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c) d) 

Obrázok 22: H C v H L po farbení N Č (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:1) - fixovaný preparát, 
rozter - a: kvapka, hneď po uschnutí; b: kvapka, 10 minút po uschnutí; c: rozter, hneď po uschnutí; 
d: rozter, 10 minút po uschnutí (BF, lOOOx). 

J e d n ý m z d ô v o d o v p rečo bolo t e s t o v a n é farbenie hemocytov N Č bolo u ľ a h č e n i e 

v izua l i zác ie hemocytov pre stanovenie i ch poč tu pomocou Búrke rove j k o m ô r k y . Porovnanie 

prebehlo medzi z r i e d e n í m H L v P B S s 1% P T U v pomere 1:1 (vzorka 1) (Obr. 23) 

a purif ikovanou suspenziou H C (vzorka 2) (Obr. 24) o ce lkovom objeme 200 ul . 

M i k r o s k o p i c k é pozorovanie n a t í v n y c h p repa rá tov oboch vzoriek na Búrke rove j k o m ô r k e 

prebehlo v B F . 

V o vzorke čís lo 1 bo l pri mik roskop ickom p o z o r o v a n ý z a z n a m e n a n ý ba las tný obsah, 

čo bolo o č a k á v a n é v z h ľ a d o m na nepreč i s t en ie H L . Z pozorovania bo l i r o z o z n a t e ľ n é ofarbene 

ž ivé hemocyty aj neo fa rbené m ŕ t v e hemocyty, aj k e ď mikroskop v ý s l e d k y v e ľ m i skresľova l . 
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P o d ľ a h o d n ô t (Tab. 1) bo l c e l k o v ý poče t buniek 65, z č o h o b o l o l 7 ž i v ý c h a 48 m ŕ t v y c h H C . 

Obsah buniek v 1 m m 3 (x) bo l 1625. P e r c e n t u á l n y podiel ž i v ý c h buniek bol 26, 2 % , 

čo n i e j e ani jedna tretina c e l k o v é h o poč tu buniek. 

Obrázok 23: H C v H L po farbení N Č (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:1)- Búrkerova komôrka 
(BF, 200x) - čierna šípka: živé bunky, červená šípka: mŕtve bunky. 

V o vzorke č ís lo 2 bo l z a z n a m e n a n ý ba las tný obsah len o jedinelé , v z h ľ a d o m na to, 

ž e sa pracovalo s purif ikovanou suspenziou H C . P r i mik roskop ickom p o z o r o v a n í bo l i dobre 

r o z o z n a t e ľ n é ž ivé (ofarbene) aj m ŕ t v e (neofa rbené) H C . P o d ľ a v ý s l e d k o v (Tab. 1) bo l 

c e lkový p o č e t buniek 98, z č o h o bolo 68 ž i v ý c h a 30 m ŕ t v y c h H C . Obsah buniek v 1 m m 3 (x) 

bo l 2450, čo j e v i ac ako d v o j n á s o b o k H C v o vzorke č ís lo 1, k torá p reč i s t ená nebola. 

Toto porovnanie naznaču je , že pri centr i fugáci i na vrstve Percol lu sú bunky celkovo 

(aj ž ivé aj mŕ tve ) z a k o n c e n t r o v a n é do frakcie prstenca H C . P e r c e n t u á l n y podiel ž i v ý c h 

buniek vo vzorke bo l 69,4 %, k to rý j e t ak t i ež v iac ako d v o j n á s o b n e v y š š í n e ž v o vzorke 1. 

Tento v ý s l e d o k tak t iež naznaču je , ž e pur i f ikácia s roz tokom Percol lu n a p o m á h a 

zakoncetrovaniu hlavne ž i v ý c h H C do frakcie prstenca H C . 
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Obrázok 24: Purifikovaná suspenzia H C (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:5) po farbení N Č -
Búrkerova komôrka (BF, lOOx) - čierna šípka: živé bunky; červená šípka: mŕtve bunky. 

Tabuľka 1: Hodnoty celkového počtu buniek, počtu živých H C , počtu mŕtvych H C , x 
a percentuálneho podielu živých buniek pre H L v PBS s P T U v pomere 1:1 (vzorka 1) 
a pre purifikovaná suspenziu H C (vzorka 2). 

Farbenie 
Číslo 

vzorky 
Percoll 

Celkový 
počet 

buniek 

Počet 
živých 
buniek 

Počet 
mŕtvych 
buniek 

x 
[1 mm 3] 

% živých 
buniek 

NČ 
1 
2 

nie 
áno 

65 
98 

17 
68 

48 
30 

1625 
2450 

26,2 
69,4 

4.2.3 Farbenie jadier H C fluorescenčnou sondou DAPI 

Pre j e d n o d u c h š i u ident i f ikáciu buniek bo l z v o l e n ý ďalš í postup ich v izua l i zác ie , t en tokrá t 

fa rben ím jadier pomocou f luorescenčnej sondy 4 ' ,6-diamidino-2-fenylindol ( D A P I ) , k to rá 

vy tvá ra m o d r é sfarbenie pr i v ä z b e na a d e n í n - t h y m í n r eg ióny v D N A (Wal lberg et ak, 2016). 

B o l a použ i t á pu r i f ikovaná suspenzia H C , k torá bola na jskôr i n k u b o v a n á s N Č v tme (5 min . , 

2 5 ° C ) . S a m o t n é farbenie D A P I prebehlo bez inkubác ie a v pomere 1:1 ( H L : D A P I ) 

v m i k r o s k ú m a v k e . Pre zobrazenie H C bolo v y u ž i t é pozorovanie v B F a t ak t i ež pomocou 

f luorescenčnej mikroskopie na hranole W D pri expoz íc i i 1/20 pre na t ívny prepará t (Obr. 25) 

aj pre p repará t na Burkerovej k o m ô r k e za ú č e l o m ľahš i eho u rčen ia p o č t u hemocytov -

v z h ľ a d o m na n í zky kontrast hemocytov za podmienok ich pozorovania v B F (Obr. 26). 
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a) b) 

Obr 25: Purifikovaná suspenzia H C po farbení D A P I (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:5) -
natívny preparát - a: B F , b: D A P I (BF, D A P I , 600x, exp. 1/20). 

Toto farbenie bolo teda rovnako o t e s tované pre po t enc ioná lne použ i t i e pre stanovenie 
c e l k o v é h o poč tu buniek v o vzorke s v y u ž i t í m Biirkerovej k o m ô r k y (Obr. 26). 

a) b) 

Obr 26: Purifikovaná suspenzia H C po farbení D A P I (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:5) -
natívny preparát - a: B F , b: D A P I (BF, D A P I , 200x, exp. 1/20). 

4.3 Stanovenie životnosti hemocytov 

Pre m i k r o s k o p i c k é stanovenie ž ivo tnos t i H C bo l i v y b r a n é dve f luo rescenčné sondy ( F D A , 

PI) a jedno farbivo ( T B ) . 

P rop ium j o d i d (PI) je sonda a T r y p a n o v á m o d r á ( T B ) farbivo, k to ré farbia m ŕ t v e bunky 

s p o r u š e n o u bunkovou m e m b r á n o u . P I p r en iká do buniek a v i a ž e sa na D N A v jadre bunky, 

55 



kde v y t v á r a č e r v e n ú fluorescenciu (Yokohama et al . , 1997). T B je naopak zo ž i v ý c h buniek 

ak t ívne t r a n s p o n o v a n á cez b u n k o v ú m e m b r á n u , z tohto d ô v o d u po zmiešan í bunkovej 

suspenzie s T B zos táva jú ž ivé bunky svet lé , p o k ý m m ŕ t v e sa ofarbia na modro. (Crowley et 

a l . , 2016). 

F luoresce índ iace tá t ( F D A ) ako j e d i n é z nich farbí ž ivé bunky s n e p o r u š e n o u m e m b r á n o u 

a a k t í v n y m metabol izmom. Čas to sa p o u ž í v a v „ tes te dvoj i t ého farbenia", kde sa použ íva 

F D A spolu s P I pre roz l í šen ie ž i v ý c h a m ŕ t v y c h buniek v rovnakej suspenzii buniek (Shi et 

a l . , 1995). 

M i k r o s k o p i c k ý m p o z o r o v a n í m bolo u r o b e n é porovnanie ž ivo tnos t i H C v B F (pre T B ) 

a fluorescenčnou mikroskopiou (pre F D A a PI). 

4.3.2 Stanovenie životnosti H C pomocou dvojitého farbenia FDA/PI 

Test dvoj i t ého „ fa rben ia" ( F D A / P I ) pre stanovenie ž ivo tnos t i hemocytov bo l t ak t iež použ i tý 

pre pur i f ikovanú suspenziu hemocytov, k t o r á bola na jskôr i n k u b o v a n á s N C v tme (25°C , 

5 m i n ú t ) pre zv id i t e ľnen ie prstenca frakcie H C . Pre p r íp ravu p r e p a r á t o v bo l i u r o b e n é dve 

varianty, pre p r v ú bolo na p o d l o ž n é sklo n a n e s e n ý c h 50 p l F D A / P I a p r i d a n ý c h 20 p l 

suspenzie H C , pre d ruhú bolo na p o d l o ž n é sklo n a n e s e n ý c h 20 p l suspenzie H C a p r i d a n ý c h 

bolo 5 p l F D A / P I . I n k u b á c i a prebehla v tme po dobu m i n i m á l n e 3 minú ty . N á s l e d n e bola 

suspenzia p r ik ry tá k r y c í m s k l í č k o m a p o z o r o v a n á v B F a fluorescenčným mikroskopom 

(Obr. 25), na jskôr pre F D A (hranol B - exp. 1/130), k to ré sa skôr vysvecuje a nás l edne 

pre P I (hranol G - exp. 1/50). 

A k o je m o ž n é v id i eť na o b r á z k o c h takmer v š e t k y H C bo l i mŕ tve . T o by mohlo súvis ieť 

s bunkovou m e m b r á n o u hemocytov, v štúdii z roku 2003, bo l i r o b e n é testy s PI a u k á z a l o sa, 

ž e oenocytoidy aj k e ď nemali p o r u š e n ú m e m b r á n u pohl t i l i P I a sviet i l i na č e r v e n o z č o h o 

v y v o d i l i záver , že oenocytoidy ma jú v e ľ m i k r e h k ú m e m b r á n u , ktorou j e P I s c h o p n é pres túp iť 

( L i n g et al . , 2003). V r á m c i o p t i m a l i z a č n ý c h k rokov preto bola ďalej v y b r a t á len varianta 

j e d n o d r u h o v é h o farbenia, k o n k r é t n e so sondou pre ž ivé bunky, teda F D A . 
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a) b) c) 

Obr 27: Purifikovaná suspenzia H C po farbení F D A / P I (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:5) -
natívny preparát - a: B F , farbenie N C , b: sonda F D A , c: sonda PI (BF, hranol B , hranol G , 600x). 

4.3.3 Stanovenie životnosti H C pomocou F D A 

Použ i t i e f luorescenčnej sondy F D A bolo r o b e n é pre če rs tvo odobra tú H L v P B S s 1% P T U 

v pomere 1:5 bez preč is tenia . P o inkubác i i bo l p repará t p o z o r o v a n ý v B F a f luo rescenčnou 

mikroskopiou (Obr. 26) (hranol B - exp. 1/130). P r i tomto farbení bolo v id i eť takmer len 

ž ivé H C čo n á m potvrdilo teór iu , ž e P I zrejme prestupuje rovnako cez m e m b r á n y ž i v ý c h 

hemocytov a interferuje tak s d a n ý m s t anoven ím. 

o • ^ 9 

100 \im 100 (Jm 

a) b) 

Obr 28: Purifikovaná suspenzia H C po farbení F D A (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:5) -
natívny preparát - a: B F , b: sonda F D A (BF, hranol B , 400x, exp. 1/130). 

4.3.4 Stanovenie životnosti H C pomocou Trypanovej modrej 

Z purifikovanej suspenzie H C bolo najskôr o d o b r a t ý c h 95 ul vrchnej frakcie supernatantu 

(HC-95) a n á s l e d n e 100 \ú frakcie prstenca H C (HC-100) . C i e ľ o m experimentu bolo zist iť , 

a k é percento ž i v ý c h H C sa po centr i fugáci i n a c h á d z a vo frakcii H C - 1 0 0 , p r í p a d n e k o ľ k o 

ž i v ý c h H C sa s t ráca vo frakcii H C - 9 5 , k torý n o r m á l n e nie je v y u ž í v a n ý pre pozorovanie. 
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Farbenie pomocou T B bolo u r o b e n é v t r ip l ikáte pre H L v P B S s P T U v pomere 1:5 

bez preč i s ten ia a rovnako aj pre H L v P B S s P T U v pomere 1:5 s p reč i s t en ím na 6 0 % Percol le 

za ú č e l o m porovnanie úspešnos t i z a v e d e n é h o protokolu pre pur i f ikáciu hemocytov zo včele j 

hemolymfy. 

A k o p r v é bo l p r i p r a v e n ý na t ívny p repará t pre H L v P B S s P T U v pomere 1:5. 

B e z i nkubác i e bolo do priehlbiny v strede Búrke rove j k o m ô r k y n a n e s e n ý c h 20 u l vzo rky 

a p r ik ry tých pomocou krycieho skl íčka. Pozorovanie a n á s l e d n é poč í t an ie ž i v ý c h a m ŕ t v y c h 

H C vo vzorke prebehlo v B F (Obr. 29). 

P r i mikroskop ickom p o z o r o v a n í fa rbených H C na Búrke rove j k o m ô r k e v B F bo l 

z v i z u á l n e h o hľad i ska p r í t o m n ý ba las tný obsah, k to rý bo l o č a k á v a n ý v z h ľ a d o m 

na nepreč i s t en ie H L (Obr. 29). Farbenie T B bolo r o b e n é v t r ip l iká te , teda bo l i p r ip ravené tri 

vzorky. 

Pre vzorky 1, 2 a 3 (vz. 1-3, nep reč i s t ená H L ) (Tab. 2) bol spoč í t aný ce lkový poče t 

hemocytov, poče t ž i v ý c h a m ŕ t v y c h buniek, ďalej obsah hemocytov v 1 m m 3 čo o d p o v e d á 

1 ul vzo rky (x) p o d ľ a vzorca a n á s l e d n e p r i e m e r n ý poče t ž i v ý c h buniek a i ch pe rcen tuá lny 

obsah z c e l k o v é h o p r i e m e r n é h o p o č t u hemocytov. Hodnota obsahu H C v 1 m m 3 (Tab. 2), 

bo la pre vzorku 1112 buniek, pre vzorku 2 bola 925 buniek a pre vzorku 3 bola 825 buniek, 

p r i e m e r n ý p o č e t H C v l m m 3 bol 954 buniek. P o d ľ a ďa l š í ch č í se lných v ý s l e d k o v je m o ž n é 

v id ieť , že hodnoty p r i e m e r n é h o p o č t u ž i v ý c h H C (27) v p o r o v n a n í s hodnotami priemeru 

c e l k o v é h o p o č t u H C (65), ako aj i ch p r i e m e r n ý pe rcen tuá lny obsah (41,8 %) sú m e n š i e 

ako polovica . Je m o ž n é , ž e nebolo so vzo rkami s p r á v n e z a o b c h á d z a n é a z toho d ô v o d u sme 

dostali t aký to výs ledok . 
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Tabuľka 2: Hodnoty celkového počtu živých buniek, celkového počtu mŕtvych buniek, priemerného 
celkového počtu H C , x, priemerného počtu živých H C a percentuálny podiel živých H C vo vzorkách 
pre H C v H L po farbení T B (odber H L v PBS s P T U v pomere 1:5), neprečistená H L . 

Ce lá vzorka 

Farbivo V z o r k a Percol l 

T B 

1 

2 

3 
nie 

C e l k o v ý 
poče t 

ž i v ý c h 
buniek 

36 

31 

15 

C e l k o v ý 
poče t 

m ŕ t v y c h 
buniek 

53 

43 

18 

Priemer 
c e l k o v é h o 
p o č t u H C 

65 

[1 mm 3 ] 

1112 

925 

825 

P r i emerný 
poče t 

ž i v ý c h 
H C 

27 

% 
ž i v ý c h 

H C 

41,8 

N á s l e d n e bo l p r ip ravený na t ívny p repa rá t z purifikovanej suspenzie H C . 

P o pur i f ikáci i na vrstve Perco l lu bolo zo vzo rky o d o b r a t ý c h 95 p l suspenzie H C (HC-95) 

a n á s l e d n e 100 p l frakcie prstenca H C (HC-100) . Rovnako bez inkubác ie bolo do priehlbiny 

na Biirkerovej k o m ô r k e n a n e s e n ý c h 20 p l vzo rky a p r ik ry tých pomocou krycieho skl íčka. 

Pozorovanie a n á s l e d n é poč í t an ie ž i v ý c h a m ŕ t v y c h H C v o vzorke prebehlo v B F . Farbenie 

T B bolo pre pur i f ikovanú suspenziu H C rovnako u r o b e n é v t r ip l ikáte , teda bo l i p r i p r avené 

tri vzorky (4, 5, 6). 
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M i k r o s k o p i c k ý m p o z o r o v a n í m v B F na Burkerovej k o m ô r k e bo l v o vzorke v id i t e ľný 

ba las tný obsah, čo mohlo b y ť s p ô s o b e n é pravdepodobne odberom suspenzie H C z vrchnej 

frakcie supernatantu kde sa balast mohol zachyt iť . P o d ľ a v ý s l e d k o v (Tab.2), pri p o r o v n a n í 

p r i e m e r n é h o p e r c e n t u á l n e h o obsahu ž i v ý c h H C u vzoriek bez preč i s ten ia na vrstve Perco l lu 

(vz. 1, 2, 3), 41,8 %, a u vzor iek preč is tenej suspenzie H C - 1 0 0 (Tab. 3) (vz. 4b, 5b, 6b), 

89,6 % , j e p r a v d e p o d o b n é , že H C sú n e j a k ý m s p ô s o b o m v o v z o r k á c h 1, 2 a 3 p o š k o d z o v a n é 

- z d ô v o d u nesprávne j m a n i p u l á c i e so vzorkou a z toho d ô v o d u sa v n ich n a c h á d z a m e n š í 

podiel ž i v ý c h H C . V o v z o r k á c h s nep reč i s t enou H L bola o č a k á v a n á na jväčš ia ž ivo tnosť H C . 

M i k r o s k o p i c k é pozorovanie na jskôr prebehlo pre frakciu H C - 9 5 (Obr. 30) a ná s l edne 

H C - 1 0 0 (Obr. 29) v B F . P r i p o r o v n a n í v ý s l e d k o v (Tab. 3) hlavne c e l k o v é h o p r i e m e r n é h o 

p o č t u H C , pre H C - 9 5 je 57 buniek, pre H C - 1 0 0 bo l 32 buniek. Ďale j porovnanie p r i e m e r n é h o 

p e r c e n t u á l n e h o obsahu H C , pre H C - 9 5 bo l 51,5 %, pre H C - 1 0 0 bo l 89,6 %. Z č í se lných 

h o d n ô t j e z re teľné , že v y š š í podiel ž ivých H C obsahuje frakcia H C - 1 0 0 . Je teda 

p r a v d e p o d o b n é , že v p l y v o m centr i fugácie na vrstve Percol lu bola v ä č š i n a ž i v ý c h H C 

z a k o n č e n t r o v a n á do H C - 1 0 0 , frakcie prstenca H C . Nav iac pr i p o r o v n a n í pe r cen tuá lneho 

podielu ž i v ý c h H C v o v z o r k á c h bez preč is tenia , 41,8 % (Tab. 2) a s p r eč i s t en ím v prstenci 

H C - 1 0 0 , 89,6 % (Tab. 3) je z re teľné , ž e v p l y v o m pur i f ikácie na vrstve Perco l lu bola väč š ina 

ž i v ý c h H C z a k o n c e n t r o v a n á v o v z o r k á c h 4, 5, 6 a to k o n k r é t n e vo frakcii H C - 1 0 0 (Tab.3). 
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Obr 30: Purifikovaná suspenzia H C (HC-95) po farbení T B (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:5) 
- Búrkerova komôrka - natívny preparát - čierna šípka: živé bunky; červená šípka - mŕtve bunky (BF, 
200x). 

Obr 31: Purifikovaná suspenzia H C (HC-100) po farbení T B (odber H L do PBS s P T U v pomere 1:5) 
- Búrkerova komôrka - natívny preparát - čierna šípka: živé bunky; červená šípka: mŕtve bunky (BF, 
200x). 
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Tabuľka 3: Hodnoty celkového počtu živých buniek, celkového počtu mŕtvych buniek, priemerného 
celkového počtu H C , x, priemerného počtu živých H C a percentuálny podiel živých H C vo vzorkách 
pre prečistenú suspenziu H C po farbení T B (odber H L v PBS s P T U v pomere 1:5), frakcia HC-95 
aHC-100. 

„ , . Č í s lo 
Farbivo . 

vzorky 
O z n a č e n i e 

C e l k o v ý 
poče t 

ž i v ý c h 
buniek 

C e l k o v ý 
poče t 

m ŕ t v y c h 
buniek 

C e l k o v ý 
poče t 

H C 

P r i emerný 
poče t 

ž i v ý c h 
H C 

% 
ž i v ý c h 

H C 

4a 

5a H C - 9 5 

41 

14 

33 

35 

14 

28 

57 29 51,5 

T B 4b 

5b 

6b 
H C - 1 0 0 

26 

23 

37 

1 

5 

4 

32 28 89,6 
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5 ZÁVER 

B a k a l á r s k a p r á c a je p r i m á r n e z a m e r a n á na problematiku hemocytov v r á m c i bunkovej 

imunity v č e l y medonosnej, procesov, k to ré v y k o n á v a j ú a m o ž n ý c h t echn ík i ch pozorovania 

a štúdia. N a zač ia tku bo l i u v e d e n é v š e o b e c n é poznatky o imunite hmyzu a n á s l e d n e 

k o n k r é t n e o bunkovej imunite so z a m e r a n í m na v č e l u m e d o n o s n ú . Po tom nasledovala časť 

v e n o v a n á z á k l a d n ý m cha rak te r i s t i kám hemocytov, i ch funkci í a v ý z n a m u pre hmyz a n e s k ô r 

k o n k r é t n e i ch funkcie pre Apis mellifera. N a konc i teoretickej časti bo l i t ak t iež zah rnu t é 

m e t ó d y ako je m o ž n é hemocyty š tudovať . 

E x p e r i m e n t á l n a časť bola v e n o v a n á hlavne op t imal izác i i podmienok pre izoláciu 

a pur i f ikáciu hemocytov z hemolymfy vč ie l v rá t ane op t ima l i zác i e protokolu pre i ch 

m i k r o s k o p i c k é pozorovanie vo svetelnom po l i (v rá tane farbiacich t echn ík a stanovenie poč tu 

hemocytov v hemolymfe/purifikovanej suspenzii hemocytov) a stanovenie i ch ž ivo tnos t i 

pomocou farbiacich t echn ík a f l uo rescenčných sond. B o l o dos i ahnu t é t ých to d ie lč ích 

výs l edkov : 

V r á m c i op t ima l i zác i e r u t i n n é h o protokolu pre izo lác iu a pur i f ikác iu hemocytov: 

1. B o l o u r o b e n é porovnanie č is to ty a intaktnosti hemocytov v hemolymfe odobratej 

z m ŕ t v e h o a zo ž i v é h o b i o l o g i c k é h o mate r i á lu (u lariev a d o s p e l ý c h robo tn íc ) 

- I n t ak tnosť hemocytov aj č is tota vzorky bola u ž i v é h o mate r i á lu podstatne lepšia. 

2. B o l a u r o b e n á op t ima l i zác i a izo lác ie hemolymfy do fosfá tového pufru (PBS) 

s obsahom inhibitoru fenoloxidasy f e n y l t h i o m o č o v i n o u ( P T U ) pre nás l ednú 

pur i f ikáciu na vrstve vysokohustotnej lá tky (Percoll) 

- P r i mikroskop ickom p o z o r o v a n í bola v i z u á l n a s t r ánka aj in tak tnosť hemocytov 

na j lepš ia pr i z r i eden í hemolymfy v P B S a 1% P T U v pomere 1:5. 

3. Pre pur i f ikác iu hemocytov bo l i t e s tované r ô z n e k o n c e n t r á c i e roztoku Percol lu 

- Z m i k r o s k o p i c k é h o pozorovania po purif ikáci i hemocytov v y p l ý v a , že v z h ľ a d o m 

k z í s k a n é m u p o č t u hemocytov a i ch intaktnosti bo l na jvhodnejš í roztok Percol lu 

o koncen t rác i i 60 %. 

Tak t i ež bola u r o b e n á op t ima l i zác ia protokolu pre farbiace techniky: 
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4. B o l a u r o b e n á op t ima l i zác i a protokolu pre farbiacu techniku Giemsa 

- V z h ľ a d o m k nutnosti použ i ť f ixované p repará ty je n u t n é v dôs l edku interferencie 

z o s t a t k o v é h o Percol lu z pur i f ikác ie hemocytov, p o u ž í v a ť pre tú to techniku 

nep reč i s t enú hemolymfu, o svedč i lo sa jej zriedenie v pomere 1:5 v P B S s 1% P T U 

do c e l k o v é h o objemu 200 u l ; 

- Pre naj lepš iu v i zua l i zác iu hemocytov je v h o d n é použ i t i e zriedenia z á s o b n é h o 

roztoku farbiva G iemsa v d H 2 0 v pomere 1:9; 

- Farbenie G iemsa nie je v h o d n é p o u ž í v a ť pre na t í vne p repará ty ; 

- A k o verzie f i xovaného p repa rá tu j e m o ž n é v y u ž i ť nanesenie vzorky v podobe 

kvapky aj techniku rozteru; 

- F ixác iu p repa rá tu pre n á s l e d n é farbenie Giemsa je v h o d n é rob iť pomocou metanolu; 

- D o b a inkubác ie s farbivom je pre verziu f i xovaného p repará tu n a n e s e n é h o v podobe 

kvapky v h o d n á v d ĺ žke 30 m i n ú t a pre verziu rozter v č a s o v o m intervale 60 minú t . 

5. B o l o u r o b e n é m i k r o s k o p i c k é pozorovanie hemocytov s v y u ž i t í m Neu t rá lne j č e rvene 

pre z v ý š e n i e i ch kontrastu v o svetelnom po l i (ide v y u ž i ť aj pre roz l í šen ie ž i v ý c h 

a m ŕ t v y c h buniek) a f luorescenčnej sondy D A P I pre v ý p o č e t c e l k o v é h o poč tu 

hemocytov vo vzorke 

- Farbenie N e u t r á l n o u č e r v e ň o u nie je v h o d n é p o u ž í v a ť pre f ixované p repa rá ty ; 

- Pre tú to techniku farbenia je v h o d n é hemolymfu pur i f ikovať na vrstve Perco l lu ; 

- Pre dosiahnutie l epš ieho v ý s l e d k u je v h o d n é po farbení N e u t r á l n o u če rveňou 

hemolymfu/suspenziu hemocytov p r e m y ť od nadbytku farbiva (pomocou klasickej 

cent r i fugácie) . 

6. S v y u ž i t í m farbiacich t echn ík a f l uo re scenčných sond bolo u r o b e n é stanovenie 

ž ivo tnos t i hemocytov 

- Použ i t i e „ tes tu dvo j i t ého farbenia" ( F D A / P I ) nie je pre hemocyty v h o d n é , p re tože 

mor fo log i cké charakteristiky n iek to rých typov hemocytov skresľujú výs l edky 

(p r i epus tnosť PI cez b u n k o v ú m e m b r á n u aj ž i v ý c h buniek); 
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- Pre p rácu s f l uo re scenčnou sondou F D A za ú č e l o m stanovenia ž ivo tnos t i hemocytov 

je v h o d n é p r a c o v a ť so suspenziou hemocytov bez využ i t i a ďalšej farbiacej techniky, 

napr. za ú č e l o m z v ý š e n i a kontrastu hemocytov; 

- Technikou Trypanovej modrej bo la p o t v r d e n á v ý h o d a pur i f ikácie s v y u ž i t í m 

Percol lu - cent r i fugác iou d o c h á d z a k zakoncetrovaniu ž i v ý c h hemocytov v podobe 

prstenca a vrstve Percol lu . 

- Tá to b a k a l á r s k a p r á c a tak prispela k op t imal izác i i m e t o d í k pre pur i f ikáciu hemocytov, i ch 

mikroskopickej ana lýzy , v rá tane zhodnotenia i ch ž ivo tnos t i , čo v ý z n a m n e p o m ô ž e i ch ď a l š i e m u 

š túd iu v r á m c i bunkovej imunity vč ie l . 
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7 ZOZNAM POUŽITÝCH SYMBOLOV A SKRATIEK 

A m P an t imik rob iá lne peptidy 

B F sve te lné pole (z angl. bright field) 

D A P I 4 ' ,6-diamidino-2-fenyl indol 

d H 2 0 d e i o n i z o v a n á voda 

D I C N o m a r s k é h o d i fe renc iačný in ter ferenčný kontrast ( z angl. differential 
interference contrast) 

D o m e b u n k o v ý receptor „ D o m e l e s s " 

D O P A 3 ,4 -d ihydroxyfeny la lan ín 

D S C A M molekuly p r i ľnavé k b u n k á m Downovho s y n d r ó m u 

exp. expoz íc i a 

F D A f luoresce índiace tá t 

F R E P proteiny p r í b u z n é f ib r inogénu 

G e m G l i a l cells miss ing 

G c m 2 G l i a l cells miss ing 2 

H C hemocyt 

H C - 1 0 0 frakcia hemocytov o objeme lOOpl 

H C - 9 5 frakcia hemocytov o objeme 95 p i 

H L hemolymfa 

IIF nepriama imunofluorescencia 

Imd I m u n i t n á deficiencia 

I M P myo- inos i to l monophosphatasa ( insulin-l ike growth factor 2 (IGF2)) 

J A K / S T A T Janus kinasa/signal transducer and activation o f transkription 

J K N kinasa „ H o p s c o t c h " 

L O X lipogenasa 

L P A kyse l ina l i po te i choová 

L R R proteiny s d o m é n a m i b o h a t ý m i na leuc ín 

M A b m o n o k l o n á l n a pro t i l á tka 

M A M P m o l e k u l á r n e vzory a soc iované s m i k r ó b a m i 

N C neu t rá lna če rveň 

P A M P m o l e k u l á r n e vzory a soc iované s p a t o g é n m i 

P B S fosfátový pufor 
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P G p ros t ag land íny 

P G R P pro te íny r o z p o z n á v a j ú c e peptidoglykany 

P G R P - L C receptor rozpoznáva júc i peptidoglykany L C 

P G R P - L E receptor rozpoznáva júc i peptidoglykany L E 

PI P rop ium jod id 

P I A S inhibitor p ro te ínov aktivovanej S T A T 

P P O p ro - f enoox idasová k a s k á d a 

P R R receptory r o z p o z n á v a j ú c e vzory 

P T U f eny l t h iomočov ina 

R a s - M A P K 

d ráha M A P K : p ro t e ínové kinasy ak t ivované mitog 

R G D A r g - G l y - A r g sekvencia 

R N A i R N A interferencia 

S O C S supresor cy tok ínove j s ignal izác ie 

S P se r ínové proteasy 

S P E spä tz le -p rocess ing enzzyme 

Spz spätz le 

S R - C receptor Class S Scavenger 

T B T r y p a n o v á m o d r á 

T E M t r ansmi sná e l ek t rónová mikroskopia 

T L R receptory p o d o b n é T o l l 

Tot Turandot 

U p d cy tok ín „ U n p a i r e d " 

pl mikrol i ter 
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