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CiLE PRACE

Teoreticka cast
Zpracovani literarni reSerSe shrnujici:

e obecnou charakteristiku oxidu dusnatého (NO) a reaktivnich forem dusiku (RNS)
v zivych organismech a v zaméfeni na tlohu NO/RNS v ramci imunitniho systému
hmyzu;

e znamé poznatky o funkcich NO u véely medonosné;

e charakteristiku imunitniho systému vcely medonosné;

e znamé poznatky o antimikrobialnich peptidech (AMP) v¢ely medonosné.
Prakticka cast

e Stanoveni hladin metabolitd NO u v¢el krmenych modulatory hladin NO (L-arginin,
L-NAME) po jejich imunizaci
o spektrofotometrické stanoveni obsahu S-nitrosothiol (RSNO).
e Stanoveni hladin vybranych AMP (abaecin, hymenoptaecin, defensin-1) u vcel
krmenych modulatory hladin NO po jejich imunizaci

o imunochemické stanoveni hladin AMP metodou ELISA.



1 UVOD

Oxid dusnaty (NO) je dulezitou signalni molekulou v organismu obratlovcu
i bezobratlych. NO je mald molekula, ktera je schopna difundovat pfes bunécné
membrany, coz se u zivych organisma vyznamné uplatiiuje naptiklad v ramci procest
bunécné signalizace (Hughes, 2008). NO jakozto signalni molekula se v zivych
organismech ucastni fyziologickych procest, mezi které patii napt. vazodilatace (Picon-
Pages et al.,, 2019) u obratlovct a regulace fady déju v ramci nervové soustavy jak
u obratlovci, tak u bezobratlych (Regehr et al., 2009, Mizunami & Matsumoto, 2017).
NO se rovnéz ucastni signalnich pochodu tykajicich se fady imunitnich drah vedoucich
k indukci tvorby antimikrobidlnich latek v reakci na pfitomnost patogenniho organismu
nebo cizorodych ¢astic u obratlovci i bezobratlych (Davies & Dow, 2009, Bogdan, 2015).
NO vramci imunitniho systému také pfimo interaguje s pfitomnym patogennim
organismem. Tato interakce miize vést k poskozeni biomolekul patogenniho organismu
(napf. nukleovych kyselin, enzyma, proteini apod.), coz ma Casto pro patogenni
organismus fatalni dopad (Bogdan, 2015). Pfi vysokych koncentracich NO v organismu
dochazi k tvorbé jeho reaktivnéjSich forem (napf. peroxydusitan ONOQO"). NO a jeho
reaktivni formy za té€chto podminek interaguji s biomolekulami daného organismu (napf.
nukleovych kyselin, proteinll), coz vede k jejich poskozeni a naruseni jejich fyziologické

funkce (Wendehenne et al., 2001; Bottari, 2015).

NO je v organismu tvofen pievazné z L-argininu (L-Arg) enzymovou aktivitou
NOsynthasy (NOS). U savca se vyskytuji 3 isofomy tohoto enzymu, a to konkrétné
endotelialni NOS (eNOS), neuronalni NOS (nNOS) a inducibilni NOS (iNOS). U vcely
medonosné se nachazi pouze jedna isoforma NOS (Davies, 2000). NO muze vznikat
i redukci dusitand, a to bud’ enzymové prostiednictvim xantinoxidasy (XO; EC 1.17.3.2)
(Zhang, 1998), nebo neenzymové disproporcionaci dusitanu v kyselém prostredi,
ptipadné redukénimi reakcemi dusitanu v kyselém prostfedi nebo za nedostatku kysliku
ve tkanich, tedy za hypoxickych podminek organismu (Bogdan, 2015). Dale NO vznika
z S-nitrosothiold (RSNO), které jsou zasobnimi a transportnimi formami v organismu.
Mezi nejvyznamnéjsi zastupce RSNO se fadi S-nitrosoglutathion (GSNO) (Broniowska
et al., 2013).

V humoralni imunité bezobratlych napt. u blyskavky cervivcové (Spodoptera
exigua), bource morusového (Bombyx mori) (Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018), bource
dubového (Antheraea pernyi) (Liu et al., 2020), nebo octomilky obecné (Drosophila
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melanogaster) NO indukuje v reakci na pfitomnost patogenniho organismu zvysenou
genovou expresi antimikrobialnich peptidi (AMP) (Davies & Dow, 2009). U vcely
medonosné (Appis mellifera) tato souvislost zatim nebyla zkouména, nicméné
se predpoklada, ze i zde NO ovliviiuje produkci AMP obdobnym zptisobem jako u vyse

jmenovanych zastupci bezobratlych.

AMP u vcely medonosné nejsou specifické pro dané patogeny, protoze vCela ma
pouze nespecifickou — vrozenou humoralni imunitu. Produkce AMP u vcely medonosné
probihd v tukovém télese a v hemocytech. Mezi vcéeli AMP patii abaecin (Aba),
defensiny (defensin-1 (Def-1) a defensin-2 (Def-2), hymenoptaecin (Hym) a apidaeciny,
které plni funkci komplementu — svoji vazbou na povrchové struktury patogennich
organismu zpusobuji perforaci bunécnych membran téchto patogennich organismu, coz
v kone¢ném dusledku vede k usmrceni patogeni. AMP mohou také prostupovat
lipidovou membranou patogennich organismu a interagovat s proteiny, DNA, RNA
a bunéénymi kompartmenty. Tuto schopnost maji apidaecin a Aba. Déale vazba AMP
na povrchové struktury patogenniho organismu slouzi k oznaceni patogennich organismu

urcenych k destrukci (Danihlik, 2011; Danihlik et al., 2016).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 NO a RNS v zivych organismech

Oxid dusnaty (NO) je mala molekula obsahujici neparovy elektron v protivazebném
molekulovém orbitalu typu 7. Tento neparovy elektron je delokalizovany mezi atomem
dusiku a kysliku, coZ zpasobuje jeho nizsi reaktivitu v porovnani s jinymi molekulami
majicimi radikélovy charakter, pro ktery je charakteristicka rychla difuze z mista jeho
vzniku. V zivych organismech je kli¢ovou slozkou mnoha fyziologickych procesu. Muze
vystupovat jako signalni i Skodliva molekula v zavislosti na jeho koncentraci v organismu

(Hughes, 2008).

Jednim zenzymu, ktery katalyzuje vznik NO u obratlovci a bezobratlych
je NOsynthasa (NOS; EC 1.14.13.39). NO je vtomto piipadé tvofen z L-Arg.
U bezobratlych se vyskytuje pouze jedna isoforma NOS, kdezto u obratlovca
se vyskytuje vice isoforem NOS, konkrétné eNOS, nNOS a iNOS. NO produkovany
eNOS je zapojen do procesu vazodilatace. Produkce NO prostrednictvim nNOS zaji§tuje
intracelularni signalizaci v ramci nervové soustavy. Produkce NO katalyzovana témito
dvéma isoformami NOS je regulovana Ca?* ionty. Naproti tomu tvorba NO
prostfednictvim iNOS je na buné&nych hladinach Ca** nezavisla a je indukovéana za
stresovych podminek, napt. v odpovédi na pfitomnost patogenniho organismu (Davies,
2000; Adams,2015; Picon-Pages, 2019). Mezi dalsi enzymy, které se podileji na tvorbé
NO, patii napf. xantinoxidasa (XO; EC 1.17.3.2), ktera katalyzuje redukci dusitant
v pfitomnosti nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) v zivych organismech (Zhang,
1998). NO muze také vznikat z GSNO prostiednictvim Cu/Zn superoxiddismutasy
(CuZnSOD; EC 1.15.1.1), glutathionperoxidasy (GPx, EC 1.11.1.9) a XO (Broniowska
et al.,, 2013). NO muze v organismu vznikat i neenzymovou cestou, a to napiiklad
z dusitanu v kyselém prostiedi (Bogdan, 2015), nebo ptusobenim ultrafialového zateni,

¢imz dochazi k homolytickému st€peni RSNO a vzniku NO (Kim et al., 2014).

Vyznamny biologicky ucinek maji i RNS. Jedna se o vysoce reaktivni molekuly
odvozené od dusiku, které¢ obsahuji neparovy elektron. Mezi nejvyznamnéjsi RNS
v zivych organismech patii (ONOQO") a oxid dusiCity (NO2). ONOO™ vznika reakci oxidu
dusnatého se superoxidovym anionradikdlem (O2") (Adams, 2015). RNS hraji kli¢ovou

roli v procesu nitrace a S-nitrosace proteint, coz je jeden z druhG posttranslaéni



modifikace proteinli vedoucich ke zméné aktivity enzyma. RSNO vzniklé S-nitrosaci
jsou také zasobnimi a transportnimi formami NO (Wendehenne et al., 2001, Broniowska

et al., 2013).

2.1.1 Funkce NO u ¢lovéka a savcu

NO muze mit v ramci biologickych procest prospésny ¢i skodlivy ucinek. Pozitivni
ucinek NO je obecné spojovan s jeho nizkymi hladinami v burice a jeho ucasti v fadé
signalnich drah. Naopak ke skodlivému ucinku NO dochazi pfi jeho vysokych hladinach
a za tvorby jeho reaktivnéjSich forem jako je napt. ONOO™ (Regehr et al., 2009; Drechsel
et al., 2012; Bahadir et al., 2014).

2.1.1.1 Prospésné ucinky NO

NO v téle obratlovct i bezobratlych plni hned nékolik dulezitych funkci. Obecné jsou to
funkce signalni za fyziologickych podminek nebo v ramci imunitniho systému. Mezi
fyziologické procesy, kterych se NO ucastni jako signalni molekula, patii u obratlovct
napf. signalizace v centralni a periferni nervové soustave (Regehr et al., 2009), regulace
krevniho tlaku (Picon-Pages et al., 2019), ovlivnéni permeability cévniho endotelu
(Thibeault, 2010) a procesy spojené s dozravanim oocytt (Tiwari et al., 2017). V ramci
imunitnich procest NO muze piimo interagovat s biomolekulami patogenniho organismu
(Bogdan, 2015), nebo muze vystupovat jako signalni molekula v imunitnich drahach

(Yabuki et al., 2009, Ito et al, 2013, Bogdan, 2015).

NO je dulezitym neurotransmiterem v ramci nervové soustavy obratlovcu
i bezobratlych. NO vyskytujici se v mozku vznika v neuronech, gliich a cévnich buiikach.
V mozku pusobi jako retrogradni neurotransmiter, je tedy tvofen postsynaptickym
neuronem, odkud difunduje do presynaptického neuronu, kde interaguje s piislusnymi

receptory (Regehr et al., 2009).

Dalsi vyznamnou funkci oxidu dusnatého u obratlovcl je zprostfedkovani prenosu
signalu vedoucimu k rozsifeni cév v disledku zvyseni tlaku krve. Produkce NO
prostfednictvim eNOS v endotelialnich buiikdch je indukovana zvySenim hladiny
Ca** iontl uvniti endotelialnich bun&k (Picon-Pages et al., 2019). Zvysené hladiny NO
v endotelu cév také vedou ke zvySené permeabilit¢ cévniho endotelu. ZvySeni

permeability cévniho endotelu je dalezité v procesu angiogeneze (Thibeault, 2010).



V neposledni fadé je NO také vyznamnou slozkou imunitniho systému obratlovct
i bezobratlych. Produkce NO iNOS je indukovana pfitomnosti patogenniho organismu.
U obratlovct je NO tvofen makrofagy. Antimikrobialni G¢inky NO a RNS lze rozdélit
na pfimé a nepfimé. Pfimé ucinky NO a RNS jsou zalozeny na piimé reakci NO a RNS
se strukturami patogenniho organismu (s nukleovymi kyselinami a slozkami replikacniho
aparatu, s enzymy, nebo s molekulami odpovédnymi za virulenci). Tyto reakce vedou
k naruSeni funkce jmenovanych biomolekul, coz nasledné vede u mnoha patogennich
organismu k zastaveni jejich mnozeni, ptipadné az k jejich usmrceni. Nepfimé ucinky
jsou naopak zalozeny na signalizaci NO v ramci drah patogenniho organismu. Jednim
z mechanismi nepfimého Gcinku je indukce apoptdzy patogenni buriky vedouci k limitaci
rastu patogenniho organismu (Bogdan, 2015). Indukce apoptézy pomoci NO zahrnuje
aktivaci enzymu kaspas (EC 3.4.22), coz jsou cysteinové proteasy, které jsou zapojeny
do procesu apoptozy (Yabuki et al., 2009). Dals§im neptfimym mechanismem ucinku NO
je S-guanylace cysteinovych zbytkt proteint bakterii. Z NO se formuji RNS, které vedou
k nitraci druhého posla cyklického gunanosinmonofosfatu (cGMP), coz vede ke vzniku
8-nitro-cyklického adenosinmonofosfatu (8-nitro-cGMP). 8-nitro-cGMP
zprosttedkovava S-guanylaci. S-guanylace nasledné vede k autofagii bakterialnich bunék

(Ito et al, 2013).

Je dulezité zminit, ze nékteré patogenni organismy si vytvorily rizné mechanismy,
které jim poskytuji ochranu viéi pasobeni NO. Mezi tyto mechanismy patfi tvorba
molekul branicich G&inku NO. Radi se sem napf. produkce thiol% o nizké molekulové
hmotnosti, které chrani proteiny bakterialni buiiky pted ucinky NO jednak tim, ze pfimo
reaguji s NO, a jednak tim, ze reaguji s proteiny jiz modifikovanymi nitrosaci, coz vede
ke vzniku nemodifikovaného proteinu. Konkrétné mezi tyto thioly patii napt. glutathnion,
(Fang, 2004). Dalsimi mechanismy poskytujicimi ochranu patogennich organismu vuci
pusobeni NO jsou produkce detoxifikacnich enzymu (napt. bakterialni NADPH-zavisly
peroxiredoxin (EC 1.11.1.26) a reakce vedouci k inhibici iNOS pomoci efektorovych
proteini mikroorganismii napf. u bakterii Mycobacterium tuberculosis a Salmonella
enterica. Poskozené bunécné Casti patogennich organismi mohou byt opraveny pomoci
mechanisma oprav (napf. proteasomalni degradace nitrosylovanych proteinti bakterii
a biosyntéza novych bakterialnich proteint, které nahradi degradované proteiny

v bunécnych komponentech bakterie) (Bogdan, 2015). Kromé antimikrobidlni aktivity



ma NO rovnéz antiviralni aktivitu. Drake a kolektiv ve své studii zjistili, Ze antiviralni

aktivita lidskych a mySich eosinofilt zahrnuje i produkci NO (Drake et al., 2016).

2.1.1.2 Skodlivé ii&inky NO

Ke skodlivym a¢inkiim NO v organismu dochazi pfi jeho vysokych hladinach a za tvorby
jeho reaktivngjSich forem jako je napt. ONOO". RNS vystupuji jako silna nitracni nebo
oxidacni c¢inidla. RNS jsou vysoce reaktivni, mohou reagovat s biomolekulami
nachazejicimi se v buikéach, kterymi jsou nukleové kyseliny, proteiny, lipidy
as antioxida¢nimi molekulami o nizké molekulové hmotnosti. Tyto interakce vedou
k poskozeni a ztraté biologické funkce zminénych bunéénych komponent (Porrini et al.,

2020).

V nervové soustavé vede poskozeni biomolekul v disledku zvySené hladiny NO
k apoptoze neuronti. Poskozeni neuronti zapti¢inéné mimo jiné i NO se uvadi jako piicina
mnoha neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova

choroba nebo roztrousena sklerdza (Drechsel et al., 2012).

NO je také vyznamny faktor ovliviyjici vznik a pribéh rakovinového bujeni. Pokud
organismus dlouhodobé Celi zvySenym hladinam NO, napf. v disledku probihajicich
imunitnich reakci, at uz jde o akutni Ci chronické onemocnéni, mize dochazet
k poskozeni DNA vznikajicimi RNS a k propuknuti rakovinného bujeni. DNA poskozuji
N>03 a ONOO". N,O3 muze zpusobovat deaminaci nukleovych bazi guaninu, adeninu
a cytosinu za vzniku xantinu, hypoxantinu a uracilu. Vzniklé produkty zptsobuji chyby
pti replikaci DNA, coz vede ke vzniku mutaci. Genotoxicita NO mize mit vliv na vznik
a rozvoj rakoviny. ONOO reaguje s guaninem za vzniku 8-oxoguaninu a 8-nitroguaninu.
8-nitroguanin jakozto vysoce nestabilni molekula muze zplsobovat naruseni vlaken
DNA. 8-oxoguanin svou vysokou reaktivitou zapfiCiniuje vznik dalSich cytotoxickych
molekul majicich oxidacni ucinky (Porrini et al., 2020). Nicméné NO mize mit
i protirakovinny ucinek, a to diky jeho cytostatickému ptipadné cytotoxickému uc¢inku na
rakovinné buiky (Korde Choudhari et al., 2013). Jeho cytostaticky ucinek spociva
v inhibici replikace DNA patogenniho organismu (bakterii, hub, parazitl) pomoci

inhibice enzymu ribonukleotidreduktasy (RNR; EC 1.17.4.1) (Lepoivre et al., 1992).

Bahadir a kolektiv ve své studii prokéazali Skodlivy vliv NO na srde¢ni tkan po podani

antibiotika Doxorubicinu patficiho do skupiny anthracyklina. Toto antibiotikum zvysuje



genovou expresi iINOS, coz vede ke zvySeni hladiny NO v srde¢ni tkani. ZvySena hladina
NO vede k tvorbé ONOO", ktery zpisobuje peroxidaci lipidi a nasledné k poskozeni
bunék myokardu (Bahadir et al., 2014).

2.2 Funkce NO u bezobratlych

NO je vyznamnou molekulou pro mnohé biologické pochody i u bezobratlych zivo€ichu.
Obdobné jako u obratlovct se NO tcastni signalizace v ramci fyziologickych procest
i v ramci imunitnich odpovédi. NO se jako signalni molekula u bezobratlych ui€astni napf.
regulace staht hibetni cévy (Silva et al., 2012; Ellison et al., 2015), signalizace v ramci
nervové soustavy (Stern & Bicker, 2010), ovliviiuje cirkadialni chovani (Kozlov et al.,
2020) a ovliviiyje senzorické vnimani (Stern & Bicker, 2010). V ramci bunééné imunity
je NO zapojen do procesu fagocytozy (Nazario-Toole & Wu, 2017; Hyrsl, 2018),
enkapsulace a nodulace (Dubovskiy et al., 2016). V ramci humoralni imunity pasobi jako
signalni molekula, kdy se podili na indukci genové exprese AMP (Foley & O'Farrell,
2003; Davies & Dow, 2009; Herrera-Ortiz et al., 2011; Sadekuzzaman & Kim, Ling,
2018; Liu et al., 2020), a jako cytotoxicka molekula pro patogeny (Porrini et al., 2020;
Nazario-Toole & Wu, 2017).

2.2.1 Obecné funkce NO

U bezobratlych hladina NO ovliviiyje stahy hibetni cévy cGMP-zavislym mechanismem.
Vliv NO na frekvenci stahu hibetni cévy byl prokazan napt. u pakobylky rohaté (Buculum
extradentatum), u sarancete st¢hovavého (Locusta migratoria) (Silva et al., 2012)

a u komara Anopheles gambiae (Ellison et al., 2015).

V nervové soustave bezobratlych NO vystupuje jako signalni molekula, obdobné jako
u obratlovei. Produkce NO prostfednictvim NOS v nervové soustavé hmyzu
je stimulovana piitokem Ca’* iontG dovnitf donorové butiky, coz vede k formaci
komplexu Ca*" iontdi s kalmodulinem (CaM), ktery svoji vazbou na NOS indukuje
produkci NO. NO z donorové buitiky difunduje pres cytoplasmatickou membranu dovnitf
akceptorové buiiky, kde aktivuje enzym solubilni guanylatcyklasu (sGC; EC 4.6.1.2),
ktera se sklada ze dvou podjednotek a hemové skupiny, na kterou se NO kovalentné vaze.
Aktivovana sGC katalyzuje vznik cGMP z guanosintrifosfatu (GTP). Vzniklé molekuly
cGMP nasledné zprostiedkovavaji otevirani iontovych kanalt, proteinkinasy G (PKG;
EC 2.7.11.16) a cGMP zavislych fosfodiesteras a ovliviiuji dalsi signalni drahy spojené
s cGMP (Bicker, 2001; Mizunami et al. 2015; Wright, 2019). U larev sarancete



stthovavého NO v nervové soustavé reguluje ¢cGMP zavislym mechanismem rust
vybézku perifernich neuritd, migraci embryonalnich neuronti béhem utvareni enteralniho
nervového systému, rozvoj motorovych neuronti v nervové soustavé béhem utvareni

synapsi a riist axond v misté€ poskozeni neuront (Stern & Bicker, 2010).

Signalizace NO je u hmyzu rovnéz spojena s tvorbou dlouhodobé paméti (LTM).
Zapojeni NO do procesu tvorby LTM se u riznych druhti hmyzu muze lisit. NO je napf.
zapojen do procesu LTM u cvrcka dvouskvrnného (Gryllus bimaculatus) a vcely
medonosné (Mizunami et al., 2015; Mizunami & Matsumoto, 2017). Naopak u octomilky
obecné NO do tohoto procesu podle znamych poznatki zapojen neni (Davis, 2011).
V procesu tvorby LTM u cvrcka dvouskvrnného (G. bimaculatus) NO/cGMP signalni
draha  prfedchazi  signalizaci  cyklickym  adenosinmonofosfaitem  (cAMP)
zprosttedkovavajici proteosyntézu proteini nezbytnych pro LTM (Matsumoto et al.,
2009, Mizunami et al., 2015; Mizunami & Matsumoto, 2017). Zvysena hladina cGMP
v neuronu vede k otevieni nukleotidy fizeného kanalu pro pienos Ca** iontli (CNG). To
zplisobi pritok Ca®* iontli dovnitf neuronu. Zvysena hladina Ca** ionti vede k formaci
komplexu Ca** s kalmodulinem CaM. CaM aktivuje adenylatcyklasu (AC; EC4.6. 1.1),
ktera katalyzuje pteménu ATP na cAMP, ktery aktivuje cAMP-proteinkinasu A (PKA;
EC 2.7.11.11). PKA nasledné aktivuje transkripéni faktor citlivy na cAMP (CREB)
(Mizunami & Matsumoto, 2017). Aktivace CREB vede ke spusténi proteosyntézy
proteint potiebnych pro dlouhodobé propojeni neuronti, coz je nezbytny proces pii tvorbé
LTM (Matsumoto et al., 2009). Cely proces je uveden na schématu na Obr. 1 (Mizunami
& Matsumoto, 2017).
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Obr. 1 Signalizace vedouci ktvorbé LTM v nervové soustavé cvréka dvouskvmného
(G. bimaculatus). Jednorazovy podnét vede pouze k tvorbé STM a MTM, kdeZto mnohonasobny
podnét zprostiedkovava tvorbu LTM. Signalni kaskada vedouci k tvorbé LTM je spusténa
pfitokem Ca?* iontu dovnitf neuronu produkujiciho NO, ¢imz se spusti NO/cGMP signalni draha
vedouci k tvorbé ¢GMP v neuronu piijimajicim NO. ZvySené hladiny ¢cGMP uvniti neuronu
vedou k otevieni CNG kanalu, skrze ktery pfitékaji Ca>* ionty dovniti neuronu. To vede k formaci
CaM, ktery aktivuje AC katalyzujici pfeménu ATP na cAMP. Vzniklé¢ cAMP aktivuje PKA, ktera
aktivuje CREB transkripéni faktor. To spusti transkripci genu pfislusného proteinu a jeho
naslednou proteosyntézu, coz je nezbytny proces pii tvorbé LTM (Pfevzato a upraveno podle
Mizunami & Matsumoto, 2017).

Tato signalni kaskada je u cvrcka (G. bimaculatus) stejna pro tvorbu LTM jak v ramci
Cichové paméti, tak v ramci zrakové paméti (Matsumoto et al., 2013). Nervova soustava
fidi 1 cirkadialni chovani, na které ma hladina NO rovnéz vliv, coz bylo demonstrovano

napf. ve studii s octomilkou obecnou (Kozlov et al., 2020).

NO také hraje vyznamnou roli v senzorickém vnimani hmyzu, a to jak ve vnimani
mechanickych, ¢ichovych, tak i chutovych podnéti (Kurylas et al., 2005). Napftiklad
u sarancCete pustinného (Schistocerca gregaria) NO zprostiedkovava vnimani
mechanickych podnéti v neuropilech (Davies, 2000), coz potvrzuje i studie Kurylase
a kolektivu, kde byla v neutropilech S. gregaria prokazana zvySena genova exprese NOS.
NO ovliviiuje i vnimani chuti. NO plsobi jako signalni molekula v hrudnich gangliich,
kde se chutové vjemy zpracovavaji. Vliv NO na vnimani chutovych podnéti bylo
prokazano napt. u sarancete, cvrcka a Svaba (Kurylas et al., 2005). Modulace ¢ichového

vnimani pomoci NO bylo pozorovano napt. u motyla Manduca sexta (Wilson et al.,
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2007), u krev sajicitho hmyzu Rhodnius prolixus (Sfara et al.,2011) a octomilky obecné
(Faghihi et al., 2017). NO je produkovan v anténnim laloku M. sexta v odezvé na €ichovy
podnét. Cichovy podnét vyvola aktivaci NOS pomoci neuromodulatord, jako je napiiklad
serotonin, které spousti pifitok Ca’* iontl z presynaptického neuronu do synaptické
Stérbiny, coz vede ke zvysené produkci NO. NO v procesu vnimani ¢ichového podnétu

ovliviiyje vodivost membran neuront (Wilson et al., 2007).

NO se u hmyzu rovnéz podili na imunitni odpovédi. Jedna se o dulezitou signalni
molekulu imunitnich drah hmyzu, ktera je v odpovédi na pfitomnost patogenniho
organismu, nebo cizorodé Castice, u bezobratlych zivocicha tvofena v hemocytech (Foley
& O'Farrell, 2003). NO je u bezobratlych zapojen jak do bunécné imunity, tak
do humoralni imunity (Liu et al., 2020; Dubovskiy et al., 2016; Hyrsl, 2018;
Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018).

V ramci bunécné imunity je NO zapojen do procesu fagocytozy (Nazario-Toole & Wu,
2017; Hyrsl, 2018), enkapsulace a nodulace (Dubovskiy et al., 2016). B&€hem procesu
fagocytozy je NO tvofen fagocyty, coz jsou imunitni buiiky pohlcujici patogeny
a cizorodé castice (Hyrsl, 2018). NO je béhem tohoto procesu tvofen na cytosolové strané
fagocytu, odkud pronika dovnitt fagocytu, kde dochazi k formaci RNS pfi interakct NO
s reaktivnimi formami kysliku (ROS) (Nazario-Toole & Wu, 2017). NO a vzniklé RNS
v tomto pifipadé pfimo reaguji s biomolekulami patogenu, coz vede k poskozeni
patogenniho organismu, nebo az k jeho usmrceni (Nazario-Toole & Wu, 2017; Porrini et
al., 2020). Nodulace a enkapsulace jsou procesy, které zahrnuji agregaci cirkulujicich
hemocyti kolem cizorodych castic a produkci antimikrobialnich latek (cytotoxického
pigmentu melaninu béhem procesu melanizace a NO) témito hemocyty. Nodulace
se uplatiiuje u patogenti mensich rozmért, enkapsulace se uplatiiuje u patogena vétsich
rozméru. Agregace hemocyti kolem cizorodych castic zajiStuje izolaci patogena
od vnitfniho prostfedi hostitele a produkce antimikrobidlnich latek zajiStuje destrukci
biomolekul patogena, coz vede k jeho usmrceni (Hyrsl, 2018). Béhem procesu nodulace
a enkapsulace ma NO dvoji roli. Jednak pasobi jako cytotoxicka molekula spolu s RNS
obdobne¢ jako je tomu u fagocytozy (Dubovskiy et al., 2016) a jednak ptisobi jako signalni
molekula (Sanzhaeva et al., 2016; Dubovskiy et al., 2016; Sadekuzzaman & Kim, Ling,
2018). Signalizace NO vede k zesileni melanizace, avSak pfi vySSich lokalnich
koncentracich NO naopak melanizaci inhibuje (Sanzhaeva et al., 2016; Dubovskiy et al.,

2016), coz bylo prokazano ve studii se zavijeCem voskovym (Galleria mellonella)
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(Sanzhaeva et al., 2016). U blyskavky cervivcové bylo zjisténo, ze NO aktivuje
fosfolipasu A2 (PLA 2; EC 3.1.1.4), coz vede k indukci eikosanoidové signalizace

spoustéjici nodulaci (Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018).

V ramci humoralni slozky imunity hmyzu NO pusobi jako signalni molekula, ktera
zprostiedkovava indukci tvorby antimikrobialnich latek napt. AMP. Indukce genové
exprese AMP prostiednictvim NO signalizace byla prokazana naptiklad u motyla
Manduca sexta, bource morusového, blyskavky Cervivcové (Sadekuzzaman & Kim,
Ling, 2018), bource dubového (Liu et al., 2020), komara Anopheles albimanus (Herrera-
Ortiz et al., 2011) a octomilky obecné (Foley & O'Farrell, 2003; Davies & Dow, 2009).
Zapojeni NO do humoralni imunity hmyzu se mize mezi jednotlivymi druhy hmyzu lisit.
U blyskavky cervivcové je produkce NO prostiednictvim NOS aktivovana Toll a IMD
drahami. NO zde aktivuje PLA 2, ktera produkuje kyselinu arachidonovou. Z kyseliny
arachidonové jsou nasledné pomoci enzymu cyklooxygenasy (COX; EC 1.14.99.1),
lipoxygenasy (LOX; EC 1.13.11.12) a epoxygenasy (EC 1.14.14.1) tvofeny eikosanoidy
(prostaglandin, leukotrien, epoxyeikosatrienova kyselina), které indukuji genovou
expresi AMP (Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018). U octomilky obecné Toll a IMD draha
indukuji produkci NO pomoci NOS, coz vede k produkci AMP (Foley & O'Farrell, 2003).
U octomilky obecné je produkce NO prostrednictvim NOS indukovéana rovnéz Toll
a IMD drahami. NO néasledn¢ indukuje tvorbu AMP v Malpighiho trubicich pomoci
aktivace sGC, ktera formuje cGMP (Davies & Dow, 2009). Produkce NO
prostfednictvim NOS je u komara A. gambiae aktivovana pomoci STAT drahy (Gupta et
al., 2009).

Jak jiz bylo zminéno, NO piisobi i jako neurotransmiter v nervové soustavé. Bergman
a kolektiv (2021) studovali u embryi sarancete st¢hovavého souvislost produkce NO
hemocyty béhem imunitni reakce se signalizaci NO v ramci nervové soustavy. Ve studii
bylo prokazano zvySeni hladin ¢cGMP v neuritech po jejich kontaktu s hemocyty
produkujicimi NO. V souvislosti s timto zji§ténim autofi pfedpokladaji, ze NO/cGMP
signalni drahou mohou hemocyty zprostiedkovavat imunitni reakci v nervové soustave

(Bergmann et al, 2021).
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2.3 Funkce NO u vcely medonosné

Stejn€ jako u mnoha jinych druhti hmyzu je NO u vCely medonosné zapojen do rady
biologickych procest zahrnujicich fyziologické procesy a procesy spojené simunitni
odpoveédi. Mezi fyziologické procesy, v nichz NO u v¢ely medonosné vystupuje, patii
signalizace v ramci tvorby LTM a senzorického vnimani v nervové soustavé (Watanabe
et al., 2007) a regulace stahti hibetni cévy (Aluko et al., 2014). V ramci imunitnich reakci
NO interaguje s biomolekulami patogennich organismu, coz v konecném dasledku muze
vést az k jejich usmrceni (Negri et al., 2014; Porrini et al., 2020), dale ovliviiuje procesy
enkapsulace a nodulace (Negri et al., 2013; Negri et al., 2014) a pravdépodobné indukuje
genovou expresi AMP podobnym obdobné jako u jinych druhd hmyzu (Foley
& O'Farrell, 2003; Evans et al., 2006; Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018).

2.3.1 Obecné funkce

Podobné¢ jako u jinych druhd hmyzu je i u v€ely medonosné NO vyznamnou signalni
molekulou v nervové soustave, kde je zapojen do procesu tvorby LTM a senzorického
vnimani. V obou zminénych procesech NO aktivuje sGC, ktera produkuje cGMP.
V procesu vnimani Cichovych podnéti vede NO/cGMP signalizace k aktivaci PKA
(Watanabe et al., 2007). NO u vcely medonosné pravdépodobné také ovliviiuje stahy

hibetni cévy, nicméné mechanismus neni jesté zcela objasnény (Aluko et al., 2014).

2.3.2 Funkce NO v imunité véely medonosné

NO ma vramci imunity vCely medonosné svoji dilezitou ulohu. NO je iu vcely
medonosné zapojen do bunécné a humoralni slozky imunity. V rdmci bunécné imunity
NO je zapojen do procest nodulace a enkapsulace, béhem kterych ovliviiuje agregaci
hemocyt kolem cizorodych Castic a patogent (Negri et al., 2013; Negri et al., 2014).
V ramci humoralni slozky imunity je NO efektorovou 1 signalni molekulou. Jako
efektorova molekula NO interaguje s biomolekulami patogenniho organismu, coz vede
k poskozeni téchto biomolekul, které muze vést k usmrceni patogenniho organismu.
Vysoké koncentrace NO v organismu jsou vSak toxické i1 pro hostitelsky organismus
(Negri et al., 2014; Porrini et al., 2020). Jako signalni molekula se NO pravdépodobné
ucastni imunitnich drah vedoucich k produkci AMP obdobné, jako je tomu u jinych druht
hmyzu (Negri et al., 2014). Da se predpokladat, ze produkce NO prostfednictvim NOS
je uvcely medonosné v ramci imunitni odpovédi regulovana Toll a IMD drahami, stejné,

jako je tomu u blyskavky cervivcové (Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018) nebo
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u octomilky obecné (Foley & O'Farrell, 2003), protoze Toll i IMD draha patii

do imunitnich drah nachézejicich se u véely medonosné (Evans et al., 2000).

2.4 Metabolismus NO

Molekula NO v organismu muze vznikat enzymovou nebo neenzymovou cestou.
Enzymové muze vznikat z L-Arg prostiednictvim NOS. Neenzymové NO vznika
v zivych organismech za nedostatku kysliku (hypoxické podminky) v organismu, nebo

z dusitanu v kyselém prostiedi (Bogdan, 2015).

Molekula NO se nemuze v organismu dlouhodobé vyskytovat vzhledem ke své vysoké
reaktivité. NO mize byt v organismu oxidovan na dusitany a dusi¢nany (Lundberg
& Weitzberg, 2010), pii jeho vysokych koncentracich dochazi k tvorbé RNS (Porrini
et al., 2020). NO a od n& odvozené RNS mohou také modifikovat proteiny v procesu
S-nitrosace proteind (Jahnova et al., 2013; Bottari, 2015), nebo nitrace proteint. Jak
S-nitrosace, tak nitrace proteinti v zivych organismech nejcastéji probihaji bez enzymové
katalyzy (Bottari, 2015). Metabolity NO mohou v organismu slouzit jako zasobni
a transportni formy NO (Zhang, 1998; Lundberg & Weitzberg, 2010; Kim et al., 2014;
Bogdan, 2015).

2.4.1 S-nitrosothioly

RSNO wvznikaji v procesu S-nitrosace proteind. Béhem S-nitrosace proteinti dochazi
k vazbé nitrosoniového kationtu (NO™) na thiolovou skupinou (—SH) wvyskytujici
se v postrannim fetézci nekterych aminokyselin (napf. v cysteinu). NejCastéji probiha
S-nitrosace ptes tvorbu reaktivnich oxida dusiku, kterymi jsou napi. oxid dusity (N20O3)
a dimerni oxid dusicity (N20s). Ke vzniku RSNO dochazi také béhem piimé reakce NO*
s —SH a pfti reakci ONOO™ s —SH skupinou. Piima reakce NO s —SH skupinou proteint
neni v zivych organismech pfili§ obvykla. Rovnéz muze dochazet k tzv. transnitrosacni
reakci, béhem které dochazi k pfenosu nitrososkupiny z molekuly RSNO na molekulu
jiného thiolu. V ramci této reakce thiolatovy aniont (RS") nukleofilné atakuje atom dusiku
v molekule RSNO (Jahnova et al., 2013). Ze studie Broniowské a kolektivu (2012)
vyplyva, ze formace RSNO muze byt zprostiedkovana i cytochromem c oxidasou.
Nejprve se na cytochrom c oxidasu s Fe** slab& vaze glutathion. Nasleduje reakce s NO,
ktera vede k redukci Fe** na Fe** a ke vzniku GSNO. Cytochrom ¢ oxidasa zde funguje
jako jednoelektronovy akceptor. Popsana reakce probihd za aerobnich i anaerobnich

podminek (Broniowska et al., 2012).
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RSNO maji v organismech velky vyznam. Diky jejich vy§si stabilité a niz§i schopnosti
pronikat pfes cytoplasmatické membrany buné€k v porovnani se samotnou molekulou NO
se RSNO dostanou do vzdalenéjsich mist v organismu snaze nez NO. Proto RSNO slouzi

jako donory NO, ktery je potfebny v signalnich drahach (Jahnova et al., 2013).

Modifikace proteini S-nitrosaci hraje klicovou roli v regulaci signalnich drah, protoze
vzniklé RSNO maji odlisnou biologickou aktivitu nez proteiny, od nichz jsou odvozené.
Této modifikaci podléhaji proteiny enzymdu, transkripCnich faktord, receptort
¢i iontovych kanald. Skupiny —SH, na kterych S-nitrosace probiha, jsou lokalizované
v aktivnich mistech enzymu. S-nitrosace proteint je reversibilni proces, diky cemuz muze
organismus regulovat funkci danych enzymu v zavislosti na vnitinich a vnéjsich
podminkach v organismu. S-nitrosace muze vést ke zvyseni, nebo snizeni aktivity danych
enzymu (Wendehenne et al., 2001). RSNO v organismu vystupuji rovnéz jako donory
NO (Jahnova et al., 2013). Mezi vyznamné zastupce RSNO patii GSNO odvozeny
od glutathionu (GSH). GSNO plni v organismu dvé funkce, je donorem NO a také

zprosttedkovava signalizaci NO (Broniowska et al., 2013).

Jak jiz bylo vySe uvedeno, GSNO je v organismu donorem NO. NO muze byt z GSNO
uvolnén napf. prostfednictvim enzyml CuZnSOD, GPx a XO (Broniowska et al., 2013).
GSNO se vzivych organismech také ucastni procesu transnitrosace, kdy dochazi
k pfenosu nitrososkupiny z GSNO na jinou molekulu obsahujici —SH skupinu. Tento
proces je vyuzit k transportu GSNO z extracelularniho prostfedi dovnitt butiky, protoze
samotny GSNO nema schopnost pronikat do bunék. Nejcastéji dochazi k prenosu
nitrososkupiny z GSNO na L-cystein, za vzniku S-nitroso-L-cysteinu, ktery nasledné
vstupuje do buiiky pomoci aminokyselinového transportniho L systému (L-AT). Uvnitt
buriky maze dojit k transaminaci, kdy je nitrososkupina pfenesena z S-nitroso-L-cysteinu
na GSH, nebo dochazi k pfimé S-nitrosaci proteint zprostiedkovavajicich bunécnou

odpoveéd (Broniowska et al., 2013).

Utinky GSNO jsou ovlivnény enzymy, které ho rozkladaji. Predevsim se jedna
o enzym GSHreduktasu (GSHR, EC 1.8.1.7). Béhem rozkladu GSNO prostfednictvim
GSHR vznika S-hydroxylaminoglutathion. S-hydroxylaminoglutathion (GSNHOH) dale
reaguje s GSH a dochazi ke vzniku disulfidu glutathionu (GSSG) u a hydroxylaminu
(NH2OH). Pti nizkych koncentracich GSH se S-hydroxylaminoglutathion rozklada
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za vzniku amoniaku (NH3) a sulfinové kyseliny odvozené od glutathionu (Obr. 2). GHSR
je dulezitym enzymem regulujicim hladiny GSNO v organismu (Broniowska et al., 2013,

Jahnova et al., 2019).
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Obr. 2 Rozklad S-nitrosoglutathionu (GSNO) prostiednictvim GSHreduktasy (GSHR). GSNO je
prostfednictvim reduktasové aktivity GSHR pfeveden na S-hydroxylaminoglutathion
(GSNHOH). GSNHOH dale reaguje s glutathionem (GSH) za vzniku disulfidu glutathionu
(GSSG) a hydroxylaminu (NH,OH). Pfi nizkych bunéénych hladinach GSH dochazi
k samovolnému rozkladu GSNHOH na glutathionsulfinamid (GSONH>) a nasledné hydrolyze na
sulfinovou kyselinu odvozenou od glutathionu (GSSOH) a amoniak (NH3) (pfevzato a upraveno
podle Jahnova et al., 2019).
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2.4.2 Nitrované proteiny

Nitrace proteint je zprosttedkovana ONOO’, ale muze zahrnovat i jiné RNS (Bottari,
2015). K nitraci dochazi na postrannich fetézcich proteint, konkrétné na tyrosinovych
residuich za vzniku 3-nitro-tyrosinu. Reakce probihé radikalovym mechanismem (Radi,
2013). Za fyziologickych podminek je nitrace proteini redoxni signalni drahou. Vysoké
koncentrace ONOQO" v organismu b&éhem imunitni odpoveédi mohou vést ke zvySené
nitraci proteint, ktera vedle peroxidace lipida a poskozeni DNA vede k poskozeni bunék

(Bottari, 2015).

2.4.3 Dusitany a dusi¢nany

Dusi¢nany 1 dusitany mohou byt tvofeny v zivych organismech z NO. Dusi¢nany
se do organismu také mohou dostat v pfijimané potravé. Za aerobnich podminek NO
v zivych organismech podléha oxidaci na dusitany. Dalsi oxidaci vzniklych dusitant
vznikaji dusi¢nany (Lundberg & Weitzberg, 2010). U obratlovei NO reaguje

s oxyhemoglobinem nebo oxymyoglobinem za vzniku dusi¢nanu (Gladwin et al, 2005).

Za hypoxickych a ischemickych podminek jsou dusicnany a dusitany redukovany zpét
na NO. U obratlovcd jsou dusitany prevedeny na NO prostfednictvim reakce
s hemoglobinem, myoglobinem, XO, enzymi obsahujicich hemovou a thiolovou
skupinu, pfipadné neenzymovou redukci v kyselém prostiedi (Gladwin et al, 2005;
Bryan, 2006). Pfeména dusitanu na NO prostfednictvim XO probiha za hypoxickych
podminek a pii nizkych hodnotach pH. Za aerobnich podminek tato reakce neprobiha,
ponévadz kyslik je kompetitivnim inhibitorem XO. Redukce dusitanu v mitochondrii
probiha za tcasti ubiquinolu a cytochrom ¢ oxidasy. Kysela redukce dusitanti probiha
pouze v prostiedi s nizkou hodnotou pH. V organismu obratlovct dochazi ke kyselé
redukci dusitanti v kyselém prostfedi zaludku nebo pii hypoxickych podminkach, kdy
dochazi k poklesu pH v pfislusnych tkanich (Bryan, 2006).

2.5 Imunitni systém vcely medonosné
Imunitni systém vCely medonosné je slozen z n€kolika slozek, kterymi jsou socialni
imunita, fyzikalni bariéry (Danihlik, 2011), buné¢na imunita (Negri et al., 2016),

humoralni imunita (Danihlik, 2011) a epithelialni imunita (Jefferson et al., 2013).

Socialni imunita véely medonosné je zalozena na chovani jedinct ve spoleCenstvu,
které vede ke snizeni rizika nakazy celého spolecenstva. Do socialni imunity se fadi
parova imunita (napf. grooming, kdy se jedinci vzajemné Cisti), Cistici pud, pouzivani
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antimikrobialnich latek ke stavbé ulu a k desinfekci alu (napf. propolisu), zvySeni teploty
v ulu a ochrana pfed vniknutim patogena do tlu (Danihlik, 2011; Conte et al., 2011; Negri
etal., 2016). Conte a kolektiv ve své studii prokazali, ze socialni imunita vcely

medonosné je geneticky kodovana (Conte et al., 2011).

Nedilnou soucasti imunity véely medonosné jsou fyzikalni bariéry (zeyména kutikula
a sténa stfeva), které brani vstupu patogennich organismi a cizorodych Castic

do organismu (Danihlik, 2011).

Bunécna imunita vcely medonosné stejn€ jako u jinych druhti hmyzu zahrnuje procesy
fagocytozy, nodulace, enkapsulace. Tyto procesy jsou zprostifedkovany imunitnimi
burtkami — hemocyty. Hemocyty jsou zodpovédné za rozpoznavani cizorodych castic
od télnich bunék hostitele. Po rozpoznani cizorodé Castice se neaktivované adherentni
hemocyty pfeméni na aktivované adherentni hemocyty, které se za¢nou shlukovat kolem
cizorodé Castice. Malé cizorodé Castice a patogenni organismy jsou pohlceny hemocyty
béhem procesu fagocytdzy, u vétsich cizorodych castic dochazi k izolaci cizorodych
Castic nebo patogennich organismii od vnitiniho prostiedi hostitele v ramci procesu
nodulace a enkapsulace. Popsané procesy bunécné imunity se vyskytuji ve vSech
vyvojovych stadiich vcely medonosné a jejich prabeh se v zavislosti na vyvojovém stadiu
vCely medonosné neméni. Jednotliva vyvojova stadia vCely medonosné se pouze lisi
v po¢tu hemocyti. Nejvice hemocyttu se vyskytuje u larev a kukel, méné ve vajiccich
a nejméné u dospelych vcel. Stafi vcel ovliviiuje 1 schopnost nodulace. U starSich vcel je

schopnost vytvaret noduly snizena, ¢i upln€ chybi (Negri et al., 2016).

Humoralni imunita v€ely medonosné je zalozena na tvorbe antimikrobialnich molekul
a molekul ucastnicich se signalizace v rdmci imunitnich signalnich drah. Do humoralni
imunity véely medonosné se fadi produkce AMP, dale pak signalizace v enzymovych
kaskadach regulujicich proces srazeni hemolymfy pii poSkozeni epitelu, fenoloxidasova
kaskada vedouci k tvorbé melaninu v ramci procesu melanizace (Danihlik, 2011; Negri
et al., 2016). U vcely medonosné byly popsany imunitni drahy Toll, IMD, JAK/STAT
aJNK. Toll a IMD draha vedou kindukci exprese AMP a lysozymi a aktivuji
fenoloxidasovou kaskadu. Toll signalni drdha je zapojena kromé imunitni odpovédi
i do fyziologickych procesu spojenych s vyvojem organismu, zatimco IMD draha je
zapojena pouze do imunitni odezvy. IMD draha je spojovana se signalizaci v ramci

imunitni reakce proti gramnegativnim (G°) bakteriim, avSak i nékteré grampozitivni (G¥)
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bakterie obsahujici kyselinu diaminopimelovou ve své bunécné sténé spousteji tuto
drahu. JAK/STAT dréha vede k indukci exprese AMP, urychluje proliferaci (mnozeni)
hemocytd, podporuje proces fagocytdézy a podili se na imunitni odpovédi v prubéhu
virové infekce. JAK/STAT drahu aktivuji virové infekce (Evans et al., 2006; Danihlik,
2011). JNK draha je aktivovana IMD drahou, kterd je aktivovana G~ bakteriemi
a nékterymi G* bakteriemi. JNK draha vede k apoptoze bakterii, indukci procesu

melanizace a indukci genové exprese AMP (Danihlik, 2011).

Epitheliadlni imunita traviciho traktu vcely medonosné se skladd jednak fyzikalni
bariéry, kterou tvoii endotelové buriky traviciho traktu, branici praniku patogent
a cizorodych ¢astic do organismu (Danihlik, 2011) a jednak zahrnuje slozku humoralni
imunity, ktera spoc¢iva ve spusténi signalizace v ramci imunitnich drah a produkci AMP

epithelidlnimi bunkami (Jefferson et al., 2013).

2.6 Antimikrobialni peptidy vcely medonosné

AMP jsou malé molekuly peptidové povahy obsahujici vysoké mnozstvi cysteinovych
residui. AMP maji vyznamnou roli v rdmci humoralni imunity. Véeli AMP vykazuji
ucinek pouze proti prokaryotnim patogentim. Obecné ucinek AMP spociva ve vazbé na
povrchové struktury patogennich organismu, coZz zpusobi zménu membranového
potencialu bunécnych membran patogent. V dusledku této zmény dojde k vytvoreni port
v bunéénych membranach patogenti. ZvySena propustnost membran patogennich
organismu i pro latky, které by za béznych podminek nemély prochazet, vede v konecném

disledku k usmrceni patogenniho organismu. (Danihlik, 2011).

AMP u vcely medonosné jsou produkovany hemocyty nebo tukovym télesem
(Danihlik, 2011), ale také epitelidlnimi butikami traviciho traktu (Jefferson et al., 2013)
v ramci imunitni odpovédi na pfitomnost cizorodé Castice nebo patogenniho organismu.
AMP vcely medonosné se déli podle své struktury na cyklické a linearni. Mezi cyklické
AMP se tadi defensiny obsahujici velké mnozstvi cysteinu (Cys) ve své struktufe. Mezi
linearni AMP obsahujici velké mnozstvi prolinu (Pro) patii Aba a apidaeciny. Mezi
linearni AMP patii rovnéz Hym obsahujici velké mnozstvi glycinu (Gly). VEéeli AMP
jsou ucinné proti bakteriim, houbam i virim. Jednotlivé AMP mohou byt u¢innéjsi pro
urcity druh patogenniho organismu. Apidaecin a Hym je nejucinnéjsi proti G” bakteriim,
zatimco Aba je uCinngjSi proti G* bakteriim. Aba a Hym jsou pravdépodobné

produkovany 1 v ramci odezvy na virovou infekci. Defensiny (Def-1, Def-2) vyskytujici
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se v hemolymf€ jsou ucinné jak proti G* a G~ bakteriim, tak i1 proti houbam, zatimco
defensiny vyskytujici se v mateti kasSiCce spolu s royalisinem je nejvice ucinny hlavné

proti G* bakteriim (Danihlik, 2011; Jefferson et al., 2013, Danihlik et al., 2016).

Vceli AMP plni funkci komplementu, tzn. Ze jejich pisobenim na bunécné stény
bakterii dochazi ke vzniku pord v bunécnych sténach, coz v konecném disledku vede
k usmrceni patogenniho organismu (Danihlik 2011). AMP mohou také prostupovat
lipidovou membranu a uvniti buriky patogenniho organismu interagovat s proteiny, DNA,
RNA nebo bunécnymi kompartmenty. Schopnost volné prostupovat pres lipidovou
membranu maji AMP bohaté na prolin (apidaecin, Aba). Jejich pruchod pftes lipidovou
membranu nevede k lyzi bunék patogena. AMP svoji vazbou také oznacuji patogenni

organismy urcené k destrukci (Danihlik, 2011; Danihlik et al., 2016).

Produkce AMP u vcely medonosné je indukovana prostiednictvim imunitnich drah,
a to Toll, IMD-JNK a JAK/STAT drahy. Regulace produkce AMP zminénymi drahami
se u jednotlivych AMP lisi. Biosyntéza Aba a Hym je regulovana IMD drahou, biosyntéza
defensint je regulovana Toll drahou (Danihlik 2011; Danihlik et al., 2016).

Na produkci AMP u v¢ely medonosné ma pravdépodobné vliv i hladina NO podobng,
jako je tomu u jinych druhi hmyzu, napt. u blyskavky Cervivcovité (Sadekuzzaman &
Kim, Ling, 2018), bource dubového (Liu et al., 2020) komara Anopheles albimanus
(Herrera-Ortiz et al., 2011) ¢i octomilky obecné (Foley & O'Farrell, 2003; Davies & Dow,
2009) u kterych bylo prokazano, ze zvySené hladiny NO vedou ke zvySené produkci
AMP. Zatim nejsou znamy zadné poznatky o souvislosti hladiny NO s produkci AMP

u vCely medonosné.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie
3,3",5,5 -tetramethylbenzidin (TMB) (Sigma-Aldrich, Némecko)

36% kyselina chlorovodikova (HCI) (11,6 M) (Penta, Ceské republika)
Aceton (Roth, USA)

AEBSF-HCI (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
Diethylether (Lachner, Ceska republika)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lachner, Ceska republika)
DL-Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, Némecko)

Dusitan sodny (NaNO») (Sigma-Aldrich, Némecko)

Glutathion (GSH) (Roth, USA)

Hydrogenuhli¢itan sodny (Na;HPO4) (Lachner, Ceska republika)
Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3) (Lachner, Ceské republika)
Hydroxid sodny (NaOH) (Lachner, Ceska republika)

Chlorid rtutnaty (HgCl2) (Lachema, Ceska republika)

Chlorid sodny (NaCl) (Lachner, Ceska republika)

Kyselina sirova 96% (H2SO4) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina trifluoroctova 99% (Sigma-Aldrich, Némecko)

Monohydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH2PO4-H20) (Spolek pro chemickou
a hutni vyrobu, Ceska republika)

Monohydrat kyseliny citronové (Lachner, Ceska republika)
N-(1-naftylethylen)diamin (Sigma-Aldrich, Némecko)
Perborat sodny tetrahydrat (Merck, USA)

primarni krali¢i polyklonalni protilatka proti Aba, Def-1 a Hym (Clonestar, USA)
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Sekundarni kozi anti-krali¢i Ab znaCené kienovou peroxidasou (Sigma-Aldrich,

Némecko)

Sulfanilamid (Sigma-Aldrich, Némecko)

Susené mléko (Roth, USA)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Thermo Fisher Scientific, Belgie)
Triton ® x-100 (Thermo Fisher Scientific, Belgie)

Tween 20 (Roth, USA)

Uhli¢itan sodny (Na2COs) (Lachner, Ceska republika)

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy Denver Summit (Denver Instruments, USA)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
Digitalni pH metr (XS Instruments, Italie)

ELISA desticky — Corning ® 96 Well EIA/RIA Assay Microplate (CLS9018)
(Sigma-Aldrich, Némecko)

Chlazena centrifuga (Eppendorf, Némecko)

Lyofilizator Lyovac GT-2 (Leybold-Heraeaus, Némecko)
Magneticka michacka (Biosan, LotySsko)

Mikrodestickovy spektrofotometr Power Wave XS (Biotek, USA)
Predvazky (Radwag Wagi Elektroniczne, Polsko)

Ttepacka pro mikrodesticky (Biosan, Loty$sko)

Vakuova vyvéva D-lab (Edwards, USA)

Vortex (Biosan, LotySsko)
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3.1.3 Biologicky material

Studium funkce NO v ramci imunitnich odpovédi v€ely medonosné bylo realizovano
na vcelach A. mellifera, které byly po jejich vylihnuti krmeny pylem a 50% roztokem
sacharosy (SACH) s/nebo bez pfidavku modulatoru hladin NO (L-Arg, L-NAME).
Modulatory hladin NO byly v&elam podavany ve finalni koncentraci 10 mmol-1"". Véely
byly takto rozdéleny do 4 odlisné krmenych skupin:

1. kontrolni skupina: 50% SACH
2. skupina: 50% SACH s ptidavkem L-Arg (substrat NOS)

3. skupina: 50% SACH s ptidavkem N-o-nitro-L-argininmethylesterhydrochlorid (L-
NAME; kompetitivni inhibitor NOS)

4. skupina: 50/ SACH s pridavkem L-Arg a L-NAME

Po tydnu od vylihnuti a krmeni za uvedenych podminek byly vcely imunizovany
(vpich 1 pl lipopolysacharidi (LPS) z bakterie Escherichia coli o koncentraci
1 mg-ml™"). Pro kontrolni skupiny kazdého treatmentu nebyla vZdy polovina véel z kazdé
skupiny imunizovana. Po 24 hod od provedeni imuniza¢niho experimentu byly vcely

zamrazeny a uchovavany pii — 20 °C. Tyto vzorky pftipravila vedouci moji BP.

3.2 Metody
3.2.1 Priprava vzorki vcel

3.2.1.1 Preparace traviciho traktu

Zamrazené vcely byly postupné rozmrazeny. Pomoci nizek jim byla oddélena hlava
a pomoci pinzety byl vypreparovan travici trakt a medné volatko z kazdé vcely. T¢€lni
casti vcCel byly po preparaci traviciho traktu pfeneseny do plastové mikrozkumavky,

zamrazeny v tekutém dusiku a pro dalsi praci uchovany v mrazaku pti -30 °C.

3.2.1.2 Priprava vcelich extraktu

Piprava zasobniho extrak&éniho 20 mmol‘l"! Tris-HCI pufru, pH 8

Navazka 605,7 mg Tris(hydroxyethyl)aminomethanu byla rozpusténa v 200 ml dH>O.
Pomoci koncentrované HCI bylo upraveno pH na hodnotu 8. Poté bylo pfidano 500 pl
Tritonu x-100 (0,2 % V/V). Nasledné byl roztok doplnén dH>O v odmérném valci
na vysledny objem 250 ml. Extrak¢ni pufr Tris-HCl byl uchovan v zasobni 1ahvi
v lednici.
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Ptiprava pracovniho extrakéniho 20 mmol-1™! Tris-HCI pufru, pH 8

Ve 20 ml extrakéniho pufru Tris-HCI bylo rozpusténo 6,2 mg DTT (2 mmol-1"') a 4,8 mg
AEBSF (1 mmol-1™).

Postup piipravy véelich extraktu pro stanoveni RSNO

Mikrozkumavky s vypreparovanymi vcelami byly vytazeny z mrazaku a umistény na led.
Vcely ve vSech zkumavkach byly zvazeny. Poté byly vCely zhomogenizovany ve tieci
misce pomoci tlou¢ku v tekutém dusiku a byl k nim ptidan extrakéni pufr v poméru
1:4 (w/v). Porozmélnéni vCel byl obsah tfeci misky pfenesen pomoci Spachtlicky
do mikrozkumavky a pomoci vortexu byl obsah zkumavky promichan. Mikrozkumavky
byly ponechany 20 minut na ledu za obcasného promichani. Déale byl obsah
mikrozkumavek centrifugovan 20 min, 4 °C, 16 000x g. Po centrifugaci byl supernatant
prepipetovan  do Cistych  mikrozkumavek a centrifugace byla zopakovana
(5 min, 4 °C, 16000x g). Nasledné byl supernatant prepipetovan do Cistych
mikrozkumavek. Pfipravené extrakty pro stanoveni obsahu RSNO byly umistény

do mrazaku a uchovavany pii — 20 °C.

3.2.1.3 Priprava vzorkiu z hemolymfy

Priprava Coating pufru o pH 9.6

Navazky 1,272 g Na,COs a 1,512 g NaHCOs3 byly rozpustény v 250 ml dH20 a pH bylo
upraveno na 9,6 pomoci koncentrované HCI. Roztok byl doplnén na 300 ml a uchovan

pfi 4 °C.

Postup pfipravy véeli hemolymf{y pro stanoveni AMP

V¢ela byla uchopena pomoci pinzety za hrudnik. Malymi ntizkami byl ustfihnut zadecek
vCely. Opatrnym stlatenim hrudniku byla vytlacena hemolymfa, ze které byly odebrany
2 ul pomoci 10ul pipety. Odebrana hemolymfa byla pfenesena do 1,5ml eppendorfky
do 0,1% kyseliny trifluoroctové (TFA) tak, aby byl zachovan pomeér 2 pl hemolymfy
do 20 wl 0,1% TFA. Finalni vzorek obsahoval hemolymfu z 5 v¢el (10 ul hemolymfy
ve 100 ul 0,1% TFA). Mnozstvi hemolymfy v eppendorfce bylo zaznamenano a vzorky
byly pfipraveny k lyofilizaci. Vzorky se nechaly zamrazit pii -80 °C alesponi na 2 h.
Do vicka zkumavky byla pomoci Spendliku zhotovena dirka a vzorky byly

zlyofilizovany. Lyofilizované vzorky byly rozpustény v 650 pl Coating pufru, pH 9,6.
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Vzorky byly po intenzivnim promichani na vortexu umistény na 15 min do ultrazvuku,
poté znovu zvortexovany a kratce centrifugovany na stolni pikofuze. Vzorky hemolymfy

jsem obdrzela od vedouci bakalatské prace.

3.2.2 Stanoveni hladiny S-nitrosothioli Savillovou metodou

3.2.2.1 Zasobni roztoky pro Savillovu metodu

Zasobni roztok ¢inidla A

Navazka 3,5 g sulfanilamidu byla rozpusténa v 0,5 mol-I"! HCI a roztok byl doplnén
na vysledny objem 100 ml.

Zasobni roztok ¢inidla B

Navazky 3,5 sulfanilamidu a 1 g HgCl> byly rozpustény v 0,5 mol1"! HCI a roztok byl
doplnén na vysledny objem 100 ml.

Z4asobni roztok ¢inidla NED

Navazka 0,1 g N-(1-naftyletylen)diaminu byla rozpusténa v deionizované vodeé (dH>O)

a roztok byl doplnén na vysledny objem 100 ml.

Roztok 0,5 mol-1"! HCI pro piipravu &inidel A a B

Objem 8,6 ml 36% HCI (11,6 M) o byl smichan s dH>O a roztok byl doplnén na vysledny
objem 200 ml.

Roztok 0,5 mol-1"! HCI pro piipravu GSNO

Objem 217 pl 36% HCI (11,6 mol-1™") byl smichan s dH,O a roztok byl doplnén
na vysledny objem 5 ml.

Syntéza S-nitrosoglutathionu

Navazka 614 mg glutathionu (GSH) byla rozpusténa ve 3 ml o koncentraci 0,5 mmol-1™!
HCl. Vznikly roztok byl chlazen na ledové lazni. Za stalého michani
na elektromagnetické michacce a souc¢asného chlazeni na ledové lazni bylo ke smési
pfidano 138,1 mg NaNO». Smés byla 40 minut ponechéna za stalého michani na ledové
lazni. Po 40 minutach byla vzniklad Cervend srazenina S-nitrosoglutathionu (GSNO)
odsata na filtranim papife umisténém v Biichnerové néalevce. Nasledné bylo GSNO
na filtraénim papife 2x promyto 10 ml ledové vychlazenou dH,O, 2x 10 ml ledové

vychlazenym acetonem a 2x 10 ml ledove vychlazenym diethyletherem. Odsata srazenina
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byla pfemisténa z filtra¢niho papiru do plastové mikrozkumavky obalené alobalem, ktery
chranil GSNO pied svétlem. Zkumavka s GSNO byla umisténa do exsikatoru, ze kterého
byl pomoci vakuové pumpy odsat vzduch. GSNO se ponechalo susit 30 min v exsikatoru.

Poté byl GSNO v plastové zkumavce obalené alobalem zamrazen a uchovavan piti -20 °C.

Standardy S-nitrosoglutathionu

Navazka 3,37 mg nasyntetizovaného GSNO byla rozpusténa v 1,002 ml dH>O, takto byl
ziskan 10 mmol-1" roztok GSNO. Roztok byl promichan na vortexu. Po promychani byla
mikrozkumavka s 10 mmol-l"! roztokem GSNO zabalena do alobalu (ochrana pied
svétlem) a umisténa na led. Roztok GSNO o koncentraci 10 mmol-1"! byl pouZit pro
pfipravu kalibracni fady roztokit GSNO o koncentracich 25; 50; 75; 100; 250; 500; 750
a 1000 pmol-1'! (Tab. 1).

Tab. 1 Objemy zasobniho 10 mmol‘l"! roztoku GSNO a dH,O pro pfipravu standardnich roztoku
GSNO pro sestaveni kalibracni pfimky.

Koncentrace GSNO [pmol-I'] Objem 10 mmoll' Objem dH:O [pl]
roztoku GSNO [ul]

25 2,5 997.5
50 5 995
75 7.5 992,5
100 10 990
250 25 975
500 50 950
750 75 925
1000 100 900
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3.2.2.2 Stanoveni RSNO Savillovou metodou

Do jamek na mikrotitracni desti¢ce bylo nejprve napipetovano 5 ul blanku (pro standardy
dH20, pro vceli extrakty Tris-HCl extrakéni pufr), standardu GSNO v koncentracnim
rozpéti od 25 umol1"! do 1000 pmol-1"! (Tab. 1) nebo v&eliho extraktu. Kazdy vzorek byl
pipetovan v hexaplikatu. Do technického triplikatu pro kazdy vzorek bylo pfidano 195 pl
¢inidla A a do druhého triplikatu bylo pfidano 195 ul Cinidla B. Obsah jamek byl
inkubovan 5 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo ke vSem vzorkim ptidano
100 wl c¢inidla NED. Poté opét probéhla inkubace 5 minut pii laboratorni teploté.
Po uplynuti inkubace byla zméfena absorbance vzork(i na spektrofotometrickém
mikrodestickovém readeru (Power Wave XS, BioTek) pfi vinové délce 540 nm

za laboratorni teploty. Stanoveni bylo provedeno ve 4 opakovanich.

3.2.2.1 Stanoveni proteini Bradfordovou metodou

3.2.2.3 Zasobni roztoky pro Bradfordovu metodu

Z4asobni roztok Coomasie Blue

Zasobni roztok Coomasie Blue byl pfipraven rozpusténim 50 mg Coomasie Blue G250
ve 25 ml methanolu a 50 ml 85% kyseliny fosforecné a doplnénim dH>O na vysledny
objem 100 ml.

Pracovni roztok Bradfordova ¢inidla

Pted vlastnim méfenim byl pfipraven vzdy Cerstvy pracovni roztok Bradfordova ¢inidla,

a to zfedénim zasobniho roztoku Coomasie Blue v dH>O v poméru 1:4.

Zasobni roztok hovéziho albuminu (BSA) o koncentraci 10 mg-ml!

50 mg hovéziho albuminu bylo rozpusténo v 0,5 ml dH20 a promichano na vortexu.

Standardy BSA

Pfipraveny zasobni roztok BSA o koncentraci 10 mg-ml' byl pouZit pro piipravu
kalibra¢ni fady roztokd BSA o koncentracich 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 06; 0,8 a 1 mg'ml!
(Tab. 2).
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Tab. 2 Objemy zasobniho roztoku BSA o koncentraci 10 mg'ml' a dH.O pro pfipravu
standardnich roztokt BSA pro sestaveni kalibracni piimky.

Koncentrace BSA [mg:ml'] Objem zasobniho roztoku BSA Objem dH,O [pl]
o koncentraci 10 mg-ml™ [ul]

0,05 5 995
0,1 10 990
0,2 20 980
0.4 40 960
0,6 60 940
0.8 80 920
1 100 900

3.2.2.4 Vlastni postup méreni

Do jamek na mikrotitracni desti¢ce bylo nejprve napipetovano 45 pl dH,O. Poté bylo
ptidano 5 pl blanku (pro standardy voda, pro vceli extrakty piislusny extrakcni pufr),
nebo standardu, nebo vceliho extraktu. Vzorky blanku, standardu i vCeli extrakty byly
na desticku pipetovany v triplikatech. Nasledné bylo pfidano do kazdé jamky 200 pl
pracovniho roztoku Bradfordova ¢inidla. Desticka byla jemné protfepana a nechala
se inkubovat po dobu 5 min. Po uplynuti inkubace byla zméfena absorbance vzorku

pi1 595 nm na spektrofotometrickém mikrodestickovém readeru (Power Wave XS,

BioTek).

3.2.3 Stanoveni hladiny vybranych AMP (Aba, Hym, Def-1) neprimou

ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) metodou

3.2.3.1 Zasobni roztoky pro nepirimou ELISA metodu

Promvvaci pufr pro pouziti

Navazky 4,382 g NaCl, 0,208 g NaH>PO4-H>O a 0,074 g NaHPO4 byly rozpustény
ve 400 ml dH20. Hodnota pH vzniklého roztoku byla upravena na 7,5 (NaOH), bylo
pfidano 500 pl Tween-20 a roztok byl doplnén do 500 ml. Promyvaci puft byl uchovavan
pii 4 °C.

Blokovaci roztok

Navazka 0,25 g mléka byla rozpusténa v promyvacim pufru a roztok byl doplnén

na 50 ml.

0,5 mol‘l"! H,SO4

Objem 134 pl 96% H2SO4 byl smisen s 4,866 ml dH>0.
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3.2.3.2 Priprava ELISA substratu

0.2 molI"! hydrogenfosfore¢nan sodny

Navazka 1,78 Na;HPO4-2H>O byla rozpusténa v dH>O a roztok byl doplnén na 50 ml.
Roztok byl uchovavan pii 4 °C.

0,1 mol-1"! kyselina citronova

Navazka 2,1 g monohydratu kyseliny citronové byla rozpusténa v dH,O a doplnéna

na 100 ml. Roztok byl uchovavan pfi 4 °C.

Fosfo-citratovy pufr s perboratem sodnym pH 4.6

Objem 24 ml 0,2 mol1"!' Na;HPO4 byl smichan s 26 ml 0,1 mol-1"! kyseliny citronové.
Hodnota pH roztoku byla upravena na 4,6. Nasledné bylo k roztoku ptidano 0,02 g

perboratu sodného. Roztok byl uchovavan pti 4 °C v polyethylenové nadobg.

100 mmol-1"! roztok TMB

Navazka 24 mg 3, 3, 5, 5'- tetramethylbenzidinu (TMB) byla rozpusténa v 1 ml DMSO.

Roztok byl uchovavan pii 4 °C ve tmé.

ELISA substrat k pouziti

Fosfo-citratovy pufr s perboratem sodnym pH 4,6 o objemu 1 ml byl smichan
s 25 ul 100 mmol- 1" TMB (fedéni v poméru 1:40). Roztok byl uchovavan ve tmé pii
4°C.

3.2.3.3 Vlastni postup méreni

Do kazdé jamky ELISA desticky bylo pfidano 100 pl supernatantu obsahujiciho Coating
pufr a hemolymfu. Kazdy vzorek byl pipetovan v duplikéatu pro kazdy peptid. V piipade
blanku bylo pipetovano pouze 100 ul Coating pufru. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
standard daného AMP o koncentraci 20 ng'ml'. Desticka byla ptikryta vickem
a obtdhnuta parafilmem. Poté probéhla inkubace ptes noc pii 4 °C, aby se antigen navazal
na ELISA desticku. Nasledujici den byly vzorky vytfepany z jamek a desticky byly
vysuSeny poklepanim na ubrousek. Nasledné byly vSechny jamky promyty promyvacim
pufrem. Do kazdé jamky bylo napipetovano 200 pl promyvaciho pufru. Kazdé jamka byla
7x promichana pomoci pipety. Promyvaci pufr byl vytfepan zjamek. Promyvani

se opakovalo jesté 2x. Na zavér byl fadné vytfepan zbyvajici promyvaci pufr z jamek.
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Do kazdé jamky bylo pfidano 200 ul blokovaciho roztoku. Desticka byla pfikryta vickem,
které bylo obtazeno parafilmem, a probé&hla inkubace 2 h pti 37 °C za mirného tfepani.
Po inkubaci byly vzorky vytifepany zjamek, desticka byla vysuSena poklepanim
na ubrousek a opét byly promyty vSechny jamky stejnym zptsobem, jaky byl vysSe
popsan. Po promyti jamek a fadném vyttfepani promyvaciho pufru z jamek bylo do kazdé
jamky pfiddano 100 pl nafedéné primarni protilatky (Clonestar: primarni kralici
polyklonalni protilatka proti Aba, Def-1 a Hym). Primarni protilatka byla fedéna
v pracovnim promyvacim pufru. Redéni pro jednotlivé AMP bylo nasledujici: 1:500 pro
Def-1; 1:250 pro Aba; 1:500 pro Hym. Desticka byla opét prikryta vickem, které bylo
obtazeno parafilmem. Néasledné€ probéhla inkubace 1 h pti 37 °C za jemného tfepani. Pred
koncem inkubace byl z lednice vytaZen roztok 100 mmol-1"' TBM. Roztok musel byt pred
fedénim minimaln€ 1 h pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly vzorky opét vytiepany
a jamky byly promyty promyvacim pufrem. Po promyti jamek a dikladném vytfepani
promyvaciho pufru z jamek bylo do kazdé jamky ptidano 100 pl sekundarni protilatky
(Sigma-Aldrich, sekundarni anti-kralici Ab) konjugované s kfenovou peroxidasou, ktera
byla fedéna v pomeéru 1:3000. Poté probéhla inkubace 1 h pfi 37 °C za jemného tfepani.
Béhem inkubace byl piipraven substrat pro ELISU (viz kapitola 3.2.3.2). Substrat bylo
nutné piipravit minimalné 1 h pfed pouzitim. Po inkubaci byly vzorky vyttepany z jamek,
desticka byla vysusena poklepanim na ubrousek. Poté byly jamky 3x promyty zpiisobem
popsanym vySe. Pufr byl z jamek fadné€ vytfepan. Do jamek bylo nasledné ptidano 100 ul
substratu pro ELISU. Poté probé&hla inkubace ve tmé& 1 h pii 37 °C za jemného tfepani.
Po uplynuti doby inkubace byla reakce zastavena piidanim 50 pl 0,5 mol-1! H2SOu.
Na spektrofotometrickém mikrodestickovém readeru Power Wave XS byla zméfena

absorbance pi1 450 nm.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Stanoveni proteini Bradfordovou metodou

Na spektrofotometrickém mikrodestickovém readeru Power Wave XS byly pfi vinové
délce 595 nm naméfeny absorbance standardnich roztoki BSA o koncentracich v rozpéti
od 0,05 mg'ml!' do 1 mg:ml!, dale pak byla pii 595 nm proméiena absorbance v&elich
extrakti. Z hodnot absorbance standardnich roztokii BSA byl sestaven graf kalibracni

kiivky BSA pro stanoveni obsahu celkovych proteinti Bradfordovou metodou (Obr. 3).
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Obr. 3 Kalibra¢ni krivka BSA.
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Rovnice kalibracni kiivky ma tvar y = 0,5319x + 0,0552 s intervalem spolehlivosti
R2 = 0,9803. Dosazenim namefenych hodnot absorbance pfi 595 nm analyzovanych
vcelich extrakti do této rovnice byla vypocitana koncentrace proteinti v téchto extraktech,

ktera byla pouzita ke vztazeni obsahu RSNO v analyzovanych vzorcich na mg proteinu.

4.2 Stanoveni hladiny RSNO Savillovou metodou

Z hodnot absorbance standardnich roztokti GSNO v rozpéi 25 az 1000 umol-I"! pfi vinové
délce 540 nm byla sestavena kalibracni kiivka GSNO pro Savillovu metodu (Obr. 4).
Rovnice kalibra¢ni kiivky ma tvar y = 0,0008x - 0,0191 s intervalem spolehlivosti
R2 = 0,9982. Dosazenim hodnot absorbance pii 540 nm pfislusnych extrakti do této
rovnice byla vypocitana koncentrace RSNO v téchto extraktech, ktera byla nasledné

vztazena na 1 mg proteinu (Obr. 5).
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Obr. 4 Kalibra¢ni krivka GSNO.
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Obr. 5 Obsah RSNO ve vcéelich extraktech véel lisicich se v krmeni a imunizaci vztazena na
jednotkovou koncentraci proteinii ve vzorcich. CTRL = skupina krmena SACH. CTRL + LPS =
skupina krmena SACH a imunizovana LPS. L-Arg = skupina krmena SACH a L-Arg; L-Arg
+ LPS = skupina krmena SACH a L-Arg a imunizovana LPS. L-NAME = skupina krmena SACH
aL-NAME. L-NAME + LPS = skupina krmena SACH a L-NAME imunizovana LPS. L-Arg + L-
NAME = skupina krmena SACH a L-Arg a L-NAME; L-Arg + L-NAME + LPS = skupina
krmena SACH a L-Arg a L-NAME imunizovana LPS. Stanoveni bylo provedeno pro 4 biologické
replikaty. Z hodnot obsahu RSNO byl vypoéten aritmeticky pramér a SD.

Hladiny NO maji u hmyzu vliv na produkci AMP béhem imunitni odezvy zptsobené
pfitomnosti patogenniho organismu. To bylo prokazano napt. ve studii s blyskavkou
cervivcovou (Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018), bourcem dubovym (Liu et al., 2020)
a octomilkou obecnou (Davies & Dow, 2009). Vzhledem k této skutecnosti byla nejprve
stanovena hladina NO. V pfislusnych vcelich extraktech vSak nebyla stanovovana pfimo
bunécna hladina NO, protoZze se jednd o pomérné reaktivni molekulu (Lundberg
& Weitzberg, 2010), namisto toho byla v danych vzorcich stanovena hladina jeho zasobni

a transportni formy — RSNO (Broniowska et al., 2013).
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Krmeni potravou obohacenou o rizné modulatory NO (L-Arg, L-NAME) u vcel
by mélo vést ke zménam hladiny NO u jednotlivych skupin v¢el. Obohaceni potravy
o L-Arg by mélo hladinu NO zvySovat, protoze se jedna o substrat NOS, ktera se podili
na produkci NO z L-Arg (Davies, 2000). Krmeni s pfidavkem L-NAME by naopak mélo
hladinu NO snizovat, protoze L-NAME je strukturnim analogem L-Arg, ktery inhibuje
NOS. Krmeni L-Arg i L-NAME by mélo vést k vys§im hladinam NO, pfipadné hladinam
NO srovnatelnym s kontrolni skupinou krmenou SACH. L-NAME inhibuje produkci NO
prostfednictvim NOS, pokud se ale pfida v nadbytku L-Arg, ktery je substratem NOS,
mélo by dojit ke zruSeni inhibi¢niho u€inku L-NAME, protoze L-Arg kompetuje
s L-NAME o vazbu do aktivniho mista NOS (Davies, 2000, Sadekuzzaman & Kim, Ling,
2018).

Za imunizacnich podminek se pfedpoklada, ze hladiny NO u imunizovanych vcel
budou vyssi nez u neimunizovanych vcel, protoze stimulace imunitniho systému vede
k indukci zvySené produkce NO prostrednictvim NOS (Foley & O'Farrell, 2003,
Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018). Hladina zasobnich a transportnich forem NO, tedy
RSNO, u kontrolni skupiny krmené pouze SACH, skupiny krmené s ptidavkem L-Arg
a skupiny krmené s ptidavkem L-Arg+L-NAME méla byt po imunizaci vysS$i nez
u skupiny krmené s ptidavkem L-NAME, protoze L-NAME by mél snizovat produkci
NO inhibici NOS. Nicméné u vcel krmenych s pfidavkem L-NAME by po imunizaci
mohlo dojit k navySeni hladiny NO a tedy 1 jeho zasobnich forem, protoze aktivita NOS
by nemusela byt zcela inhibovana (Broniowska et al., 2013, Sadekuzzaman & Kim, Ling,

2018).

Nejvyssi obsah RSNO (Obr. 5) byl pozorovan u imunizovanych v¢el krmenych L-Arg
a L-NAME, coz odpovida predpokladiim, kdy imunizace indukovala zvySenou produkci
NO prostrednictvim NOS a rovnéz L-Arg zrusil inhibi¢ni t¢inek L-NAME (Davies et al.,
2000, Foley & O'Farrell, 2003).

Druhy nejvyssi obsah RSNO (Obr. 5) byl stanoven v extraktu ziskaného
z neimunizovanych v€el krmenych L-Arg a L-NAME. Hladina RSNO u této skupiny byla
vSak ve srovnani se skupinou imunizovanych vcel se stejnym krmenim nizsi, coz
odpovida teoretickému predpokladu, protoze imunizace by méla stimulovat produkci NO

prostfednictvim NOS. Inhibi¢ni u¢inek L-NAME je v tomto pfipadé€ ruSen ptidavkem
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L-Arg (Davies et al., 2000, Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018). Hladina NO u této

skupiny vcel byla nejvyssi v porovnani se zbylymi neimunizovanymi skupinami vcel.

Nizsi hladiny RSNO (Obr. 5) byly stanoveny u neimunizovanych vcel z kontrolni
skupiny krmené SACH a ze skupiny vcel krmenych s pfidavkem L-Arg. Tyto hladiny
byly téméf srovnatelné. Nicméne hladina RSNO u kupiny krmené s pfidavkem L-Arg
meéla byt vyssi nez u kontrolni skupiny krmené SACH, protoze L-Arg je substratem NOS,
prostfednictvim které je produkovan NO. Pro dosazeni vyraznéj§iho rozdilu v hladinach
RSNO mezi neimunizovanou kontrolni skupinou krmenou SACH a neimunizovanou
skupinou krmenou s pfidavkem L-Arg by bylo vhodné pouzit vyssi koncentrace L-Arg
pro krmeni vcel (Davies et al., 2000). Navic u téchto skupin byl velky rozptyl hodnot,
proto by bylo vhodné piipadny vliv biologické diverzity na ziskana data eliminovat

provedenim experimentu na vice jedincich.

Méné RSNO (Obr. 5) dale obsahovaly skupiny imunizovanych i neimunizovanych
vCel krmenych L-NAME. U obou skupin byla hladina RSNO téméf srovnatelna.
To odpovida predpokladu, ze produkce NO prostiednictvim NOS by méla byt inhibovana
L-NAME, nicmén€ hladiny RSNO nebyly pfiliS§ odlisné od hladiny RSNO
u neimunizovanych vc€el zkontrolni skupiny krmené SACH. Coz znaci, ze pouzité
koncentrace L-NAME byly dostatecné pro inhibici produkce NO prostiednictvim NOS,
protoze nedoslo ke zvySené produkci NO vlivem imunizace, ke kterému v organismu
dochazi bez inhibice NOS (Foley & O'Farrell, 2003, Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018).
U této skupiny byl také pozorovan velky rozptyl hodnot, proto by bylo vhodné pro ziskani
presnéjSich dat provést experiment na vice véelach, aby se eliminoval vliv biologické

diverzity na stanovované hladiny RSNO.

Nejnizsi obsah RSNO (Obr. 5) se vyskytoval u skupin imunizovanych vcel z kontrolni
skupiny krmené SACH a ze skupiny krmené s pridavkem L-Arg. U téchto skupin
se predpokladalo, ze hladina RSNO bude vyssi u skupiny krmené s pfidavkem L-Arg,
protoze L-Arg je substratem NOS, prostfednictvim které dochéazi k produkci NO (Davies
etal., 2000). Maly rozdil mezi hladinami RSNO u imunizované kontrolni skupiny krmené
SACH a imunizované skupiny krmené ptidavkem L-Arg Ize zdGvodnit pouzitim nizkych
koncentraci L-Arg, které vyrazné neovlivnily produkci NO prostiednictvim NOS. Dalsim
moznym vysvétlenim je, ze NO, jakozto signalni molekula v ramci imunitnich odpovedi

hostitelského organismu, nebyl v buiice skladovan ve formé RSNO, ale naopak byl
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zapojen do dalSich signalnich pochodii (Negri et al., 2014). U imunizovanych skupin
(kontrolni skupiny krmené SACH i skupiny s pfidavkem L-Arg) se ofekavalo, ze bude
hladina NO vyssi, protoze doslo ke stimulaci imunitniho systému, coz vede ke zvySené
produkci NO prostfednictvim NOS (Foley & O'Farrell, 2003), ovSem zde 1ze pozorovat
opacny trend. Odlisné vysledky Ize zdivodnit tim, ze NO nebyl v organismu skladovan
ve form& RSNO, ale ucastnil signalizace v ramci imunitnich drah hostitelského
organismu (Broniowska et al., 2013, Negri et al., 2014). Dal§im moznym vysvétlenim
je biologicka diverzita vcel, protoze mezi stanovenymi hladinami RSNO byl velky
rozptyl. Vliv biologické diverzity na ziskana data by bylo mozné eliminovat provedenim

experimentu na vét§im poctu vcel.

Vliv L-Arg a L-NAME na hladinu RSNO u neimunizovanych vcel byl nevyznamny
(Obr. 5). To mize naznacovat, Ze pouzité hladiny L-Arg a L-NAME byly pfilis nizké na
to, aby ovlivnily bunéfnou hladinu NO, proto by bylo vhodné vramci pfistich
experimentt urcit koncentrace modulatord hladin NO tak, aby dostatecné ovliviiovaly
hladiny NO a zaroven neposkozovaly organismus. NO se v organismu nevyskytuje pouze
ve formé RSNO, proto by bylo vhodné stanovit pfimo hladinu NO, popiipadé jeho
metabolitd dusi¢nant a dusitand (Liu et al., 2020, Herrera-Ortiz et al., 2011). Mezi
stanovenymi hodnotami RSNO byl velky rozptyl, coz mohlo byt zptisobeno biologickou
variabilitou jednotlivych vcel. Vliv biologické variability lze eliminovat provedenim

experimentu ve vice replikatech.

VW v

Imunizace v¢el neméla na pozorované hladiny RSNO témeét zadny dopad (Obr. 5). NO
se vSak v ramci imunitni odpovédi mohl podilet na signalizaci v ramci imunitnich drah
i na samotnou interakci s cizorodymi ¢asticemi, a proto nedoslo k jeho ukladani ve forme

RSNO (Negri et al., 2014, Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018).

U vcely medonosné zatim nebyla provedena zadna studie zahrnujici sledovani vlivu
modulatorti hladiny NO na bunécnou hladinu NO. Modulatory hladin NO maji vliv
na bunécné hladiny napt. u blyskavky cervivcové (Sadekuzzaman & Kim, 2018)
iubource dubového (Liu et al., 2020). L-NAME i L-Arg by tedy mély ovliviiovat
bunécnou hladinu NO 1 u véely medonosné. L-NAME je inhibitorem NOS, proto by mél
jeho ptidavek snizit bunécné hladiny NO (Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018). Naopak
pridavek L-Arg by mél bunécné hladiny NO zvysit, protoze je substratem NOS, ktera
zprosttedkovava produkci NO (Davies et al., 2000). Z vySe uvedeného vyplyva, ze pro
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provedeny experiment byly pravdépodobné zvoleny nizké koncentrace L-NAME a L-Arg
pro krmeni vCel. V ramci piistich experimentd by tedy bylo vhodné koncentrace

pouzitych modulatora hladiny NO navysit.

Pro pfisti studie by bylo rovnéz vhodné pro komplexni pohled na buné¢né hladiny NO
provést i stanoveni NO, pfipadné jinych metaboliti NO, nez pouze RSNO, jako jsou
dusitany a dusi¢nany, které byly stanovovany Griessovou metodou napt. ve studiich
s bourcem dubovym (Liu et al., 2020) a octomilkou (Herrera-Ortiz et al., 2011), nebo

pouze dusitant v piipadé blyskavky Cervivcové (Sadekuzzaman & Kim, 2018).

4.3 Stanoveni hladiny AMP neprimou ELISA metodou
Pro stanoveni hladiny vybranych AMP (Aba, Def-1, Hym) byla pouzita nepfima ELISA

s vyuzitim primarnich protilatek specifickych pro zkoumané AMP. Detekce a nasledné
vyhodnoceni obsahu jednotlivych AMP bylo realizovano na zaklade analyzy finalniho
produktu reakce ve vzorcich vramci provedené nepiimé ELISA metody,
a to spektrofotometrickou analyzou pii 450 nm. Obsah AMP ve vzorcich byl vyhodnocen
relativné vztazenim hladiny daného AMP k jeho mnozstvi v kontrolni skupiny krmené

SACH, ktera nebyla podrobena imunizaci.

U vSech vybranych AMP (Aba, Def-1, Hym) se predpokladalo, ze jejich hladina pted
imunizaci bude na bazalni hladin€, protoze AMP jsou ve zvySené mife produkovany
az po stimulaci imunitniho systému vcel. U vSech skupin vcel, které byly podrobeny
imunizaci, by mél NO stimulovat vyssi produkci AMP. Vyjimkou je u skupiny
imunizovanych v¢el skupina krmena L-NAME, u které by mély byt hladiny AMP nizsi
nez u zbylych imunizovanych skupin, protoze L-NAME inhibuje produkci NO
prostfednictvim NOS. Nicmén¢ byly o¢ekavany vyssi hladiny danych AMP nez u stejné
skupiny vcel, které nebyly imunizovany, protoze indukce genové exprese AMP a tvorba
AMP neni zavisla pouze na hladiné NO (Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018). U Hym
se poimunizaci predpokladé nejvyssi hladina AMP, protoze je specificky pro G” bakterie,
protoze pro imunizaci v ramci této bakalaiské prace byly pouzity lipolysacharidy
z G bakterie E. coli. Kprodukci Aba a Def-1 dochéazi v odpovédi hostitelského
organismu jak na G, tak G* bakterii (Jefferson et al., 2013, Danihlik et al., 2016).

V piipadé Aba (Obr. 6) neméla potrava obohacend na modulatory NO u vcel, které
nepodlehly imunizaci, vliv na produkci Aba. U vSech skupin neimunizovanych vcel byla

hladina Aba nizka a jeji hladiny byly piiblizné€ stejné. To odpovida i1 pfedpokladu, kdy
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by se produkce Aba neméla zvysit, protoze nedoslo ke stimulaci imunitniho systému
a s tim spojené indukci produkce NO NOS (Danihlik et al., 2016, Sadekuzzaman & Kim,
Ling, 2018). Po imunizaci doslo u vSech skupin v¢el k vyraznému zvyseni hladiny Aba.
To odpovida predpokladu, ze stimulaci imunitniho systému by meélo dojit k indukci
produkce AMP (Danihlik et al., 2016). Nejvyssi hladina Aba byla zaznamenana
u imunizovanych vcel krmenych L-Arg + L-NAME. Zde bylo ocekavano zvyseni
produkce Aba po imunitnim stimulu, protoze NO mélo byt NOS produkovano ve zvysSené
mife, coz by napomohlo ke zvySené produkci Aba (Davies et al., 2000, Foley & O'Farrell,
2003). Nasledovala kontrolni skupina krmena SACH imunizovana LPS, u které se rovnéz
predpokladalo zvySeni produkce Aba po stimulaci imunitniho systému (Danihlik et al.,
2016). Niz§i obsah abaecinu se vyskytoval u skupiny imunizovanych v¢el krmenych
L-Arg. Tato skupina obsahovala méné¢ Aba nez kontrolni imunizovana skupina krmena
SACH, coz odporuje teoretickym predpokladim, ze L-Arg by mél spise vést k vyssi
produkci Aba, protoze zvysuje hladiny NO. Tato neshoda muze byt zptisobena nizkou
koncentraci L-Arg pouzitou pii krmeni vCel. Nejnizsi hladina Aba byla zaznamenana
u skupiny vcel krmenych s pfidavkem L-NAME. V tomto pifipadé se ocekavaly hladiny
Aba niz§i ve srovnani sjinymi imunizovanymi skupinami, protoze L-NAME ma
negativni vliv na produkci NO inhibici NOS, av§ak oproti neimunizovanym vcéelam z téze
skupiny se mohla produkce Aba zvysit, protoze produkce NO prostiednictvim NOS
nemusela byt kompletné inhibovana (Foley & O'Farrell, 2003, Sadekuzzaman & Kim,
Ling, 2018).
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Obr. 6 Relativni obsah Aba ve vzorcich hemolymfy imunizovanych a neimunizovanych véel
s odlisSnym krmenim. Hladin¢ Aba u kontrolni skupiny byla pfifazena hodnota 1.
CTRL = skupina krmena SACH. CTRL + LPS = skupina krmena SACH a imunizovana LPS. L-
Arg = skupina krmena SACH a L-Arg; L-Arg + LPS = skupina krmena SACH a L-Arg
a imunizovana LPS. L-NAME = skupina krmena SACH a L-NAME. L-NAME + LPS = skupina
krmena SACH a L-NAME imunizovana LPS. L-Arg + L-NAME = skupina krmena SACH
aL-Arg a L-NAME; L-Arg + L-NAME + LPS = skupina krmena SACH a L-Arg a L-NAME
imunizovana LPS. Stanoveni bylo provedeno pro 3 biologické replikaty. Z hodnot obsahu Aba
byl vypocten aritmeticky primeér a SD.
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U Def-1 (Obr. 7) byly pozorovany nejnizsi hladiny u neimunizovanych vcel, coz
odpovida predpokladu, ze bez stimulace imunitniho systému by nemélo dojit ke zvySené
produkci Def-1 (Danihlik et al., 2016). Nejvyssi obsah Def-1 u neimunizovanych vcel byl
zaznamenan u neimunizované kontrolni skupiny krmené SACH. Nasledovala skupina
neimunizovanych véel krmenych L-NAME, poté skupina neimunizovanych vcel
krmenych L-NAME + L-Arg a nejniz§i obsah Def-1 se vyskytoval u skupiny
neimunizovanych v¢el krmenych L-Arg. Hladiny Def-1 u neimunizovanych vcel se mezi
skupinami lisily, ackoliv by u vSech neimunizovanych vcel mély byt hladiny Def-1
priblizné stejné, protoze nedoslo ke stimulaci imunitniho systému, a tedy by nemélo dojit
ani ke zvySené produkci Def-1, ktery je ve zvySené mife produkovan pravé béhem
imunitni odpovédi (Danihlik et al., 2016, Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018). Produkce
Def-1 mohla byt ovlivnéna modulatory NO. U skupiny neimunizovanych v¢el krmenych
s ptidavkem L-NAME doslo ke snizeni hladiny Def-1 oproti neimunizovanym vcelam
z kontrolni skupiny krmené SACH. L-NAME zde pravdépodobné inhiboval NOS, coz
vedlo ke snizeni buné¢né hladiny NO a v konecném dusledku ke snizeni produkce Def-1
(Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018). Krmeni s pfidavkem L-Arg i krmeni s pfidavkem
L-Arg a L-NAME nem¢lo vliv na produkci Def-1, protoze u téchto skupin byly hladiny
Def-1 nizsi nez u neimunizované kontroly. Odli§né hladiny Def-1 u téchto skupin lze

vysvétlit biologickou variabilitou jednotlivych vcel.

Imunizace vcel zpusobila u vSech skupin narust hladiny Def-1 (Obr. 7), coz odpovida
predpokladu, Ze produkce Def-1 by se mela zvysit v zavislosti na imunitnim stimulu
(Danihlik et al., 2016, Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018). Nejvyssi hladinu Def-1
obsahoval skupina imunizovanych vcel ze skupiny krmené L-Arg + L-NAME.
To odpovida predpokladu, ze inhibice NOS prostrednictvim L-NAME muze byt vyrusena
ptidavkem L-Arg, a tedy by se produkce NO prostiednictvim NOS v zavislosti
na imunitnim stimulu mohla zvysit, coz by nasledné napomohlo ke zvySeni produkce

Def-1 (Davies et al., 2000, Foley & O'Farrell, 2003).

Niz$i hladina Def-1 se nachazela u skupiny imunizovanych véel krmenych L-Arg
(Obr. 7). To nespliiuje ocekavani, protoze vcely z této skupiny byly krmeny s ptidavkem
L-Arg, coz je substrat NOS (Davies et al., 2000, Foley & O'Farrell, 2003). V ptipadé,
ze doslo u této skupiny ke stimulaci imunitniho systému, meélo dojit 1 ke zvySené
produkci NO prostfednictvim NOS, coz by napomohlo ke zvySené produkci Def-1 (Foley
& O'Farrell, 2003, Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018). Nizsi obsah Def-1 se nachazel
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u imunizovanych vcel z kontrolni skupiny krmené SACH a imunizovanych vcel
ze skupiny krmené L-NAME, kde byla hladina Def-1 pfiblizné stejna. Tyto stejné hladiny
Def-1 nejsou v souladu s pfedpokladem , ze hladina Def-1 by méla byt nizsi u skupiny
krmené s pfidavkem L-NAME v porovnani s kontrolni skupinou krmenou SACH,
protoze L-NAME by mél inhibovat produkci NO prostfednictvim NOS (Sadekuzzaman
& Kim, Ling, 2018). V dusledku nizsi hladiny NO, ktery napomaha produkci AMP,
by mély byt oproti kontrole i niz§i hladiny Def-1 (Foley & O'Farrell, 2003,
Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018), nicméné signalizace NO neni jedinym regulacnim
mechanismem pro produkci AMP. U vcely medonosné indukuji produkci AMP rtzné
imunitni drahy, a to Toll, IMD-JNK a JAK/STAT (Danihlik et al., 2016). Zapojeni NO
do imunitnich drah v€ely medonosné nebylo z tohoto hlediska doposud studovano.
Nicméné produkce NO prostiednictvim NOS je indukovana Toll a IMD drahami
u octomilky obecné (Foley & O'Farrell, 2003) a blyskavky cervivcové (Sadekuzzaman
& Kim, Ling, 2018), u komara A. gambiae je produkce NO prostiednictvim NOS
indukovana STAT drahou (Gupta et al., 2009). Je nutné podotknout, ze u nékterych
skupin byly u stanovenych hladin Def-1 vysoké hodnoty smérodatnych odchylek, coz
muze byt zpusobeno biologickou variabilitou jednotlivych vcel. Pro presnéjsi data by

bylo potfebné experiment provést na vét§im poctu vcel.
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Obr. 7 Relativni obsah Def-1 ve vzorcich hemolymfy imunizovanych a neimunizovanych vcel
s odlisSnym krmenim. Hladiné¢ Def-1 u kontrolni skupiny byla pfifazena hodnota 1. CTRL
= skupina krmena SACH. CTRL + LPS = skupina krmena SACH a imunizovana LPS. L-Arg
= skupina krmena SACH a L-Arg; L-Arg + LPS = skupina krmena SACH a L-Arg a imunizovana
LPS. L-NAME = skupina krmena SACH a L-NAME. L-NAME + LPS = skupina krmena SACH
a L-NAME imunizovana LPS. L-Arg + L-NAME = skupina krmena SACH a L-Arg a L-NAME;
L-Arg + L-NAME + LPS = skupina krmena SACH a L-Arg a L-NAME imunizovana LPS.

Stanoveni bylo provedeno pro 3 biologické replikaty. Z hodnot obsahu Def-1 byl vypocten
aritmeticky prumér a SD
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V piipadé Hym (Obr. 8) byly pozorovany nejnizsi hladiny Hym neimunizovanych vcel
vSech testovanych skupin. To odpovida predpokladu, ze u vcel, kde nedoslo ke stimulaci
imunitniho systému, nemélo dojit ke zvySené produkci Hym podobné jako u ostatnich
AMP. Nejvyssi obsah Hym u neimunizovanych véel byl pozorovan u neimunizované
skupiny krmené L-NAME, kde byl obsah Hym vyrazné vyssi nez u zbylych skupin
neimunizovanych v¢el. Niz§i obsah Hym byl u neimunizované skupiny krmené L-NAME
+ L-Arg. Jesté niz§i obsah Hym byl stanoven u neimunizované skupiny krmené L-Arg a
nejméné Hym obsahovala neimunizovana kontrolni skupina krmena SACH. U téchto
skupin vcel se ocekavalo, ze bude hladina Hym piiblizn€ stejnd, protoze bez stimulace
imunitniho systému by nemélo dojit ke zvySené produkci Hym (Danihlik et al., 2016).
Modulatory hladiny NO (L-Arg, L-NAME) nemély vyznamny vliv na produkci Hym,
pouze u neimunizované skupiny krmené s pfidavkem L-NAME byly vyssi hladiny Hym
oproti neimunizované kontrolni skupiné krmené SACH. Zde pravdépodobné doslo
k aktivaci produkce Hym jinym mechanismem nez prostiednictvim NO, protoze
v disledku inhibi¢niho u¢inku L-NAME na NOS by se mély snizit hladiny NO (Danihlik
et al., 2016, Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018). Indukce produkce AMP u vcely
medonosné je zprostiedkovana imunitnimi drahami Toll, IMD-JNK a JAK/STAT
(Danihlik et al., 2016). Zapojeni NO do imunitnich drah vcely medonosné nebylo
studovano. Nicméné produkce NO prostiednictvim NOS je indukovana Toll a IMD
drahami u octomilky obecné (Foley & O'Farrell, 2003) a blyskavky cervivcové
(Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018), u komara A. gambiae je produkce NO
prostfednictvim NOS indukovana STAT drahou (Gupta et al., 2009). Rozdily v hladinach
Hym mohou byt také zptisobeny biologickou variabilitou jednotlivych vcel. Pro eliminaci

vlivu biologické variability by bylo potfebné provést experiment na vice vcelach.

Imunizace vyvolala u vSech skupin zvysenou produkci Hym (Obr. 8), coz odpovida
predpokladu, kdy po stimulaci imunitniho systému mélo dojit ke zvySeni hladiny Hym
(Danihlik et al., 2016, Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018). Obsah Hym ve vsech
skupinach imunizovanych vcel byl pfiblizn€ stejny. To mize naznacovat, ze NO neni
do procesu regulace produkce Hym vyznamné zapojen. Dale to muze znamenat,
ze pouzité hladiny modulatord NO nebyly dostate¢né pro ovlivnéni produkce Hym. Pro
pfisti experimenty by bylo vhodné otestovat koncentrace hladiny modulatorti NO tak, aby
mely vliv na produkei NO, ale nevedly k poSkozeni organismu. U vCely medonosné zatim

nebyla provedena zadna studie zaméfena na vliv modulatorti hladiny NO na produkci
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AMP. U jinych druhd hmyzu, napf. u blyskavky cervivcové, bylo prokazano, ze zvysena
hladina NO vede ke zvyseni produkce AMP (Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018).
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Obr. 8 Relativni obsah Hym ve  vzorcich  hemolymfy  imunizovanych
a neimunizovanych véel s odliSnym krmenim. Hladiné Hym u kontrolni skupiny byla pfifazena
hodnota 1. CTRL = skupina krmena SACH. CTRL + LPS = skupina krmena SACH
a imunizovana LPS. L-Arg = skupina krmena SACH a L-Arg; L-Arg + LPS = skupina krmena
SACH a L-Arg a imunizovana LPS. L-NAME = skupina krmena SACH a L-NAME. L-NAME
+ LPS = skupina krmena SACH a L-NAME imunizovana LPS. L-Arg + L-NAME = skupina
krmena SACH a L-Arg a L-NAME; L-Arg + L-NAME + LPS = skupina krmena SACH a L-Arg
a L-NAME imunizovana LPS. Stanoveni bylo provedeno pro 3 biologické replikaty. Z hodnot
obsahu Hym byl vypocten aritmeticky prumér a SD
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AMP, ktery se u zkoumanych vcel vyskytoval v nejvy$Sim mnozstvi, byl Hym
(Obr. 8). Nizsi hladiny byly pozorovany u Aba (Obr. 6) a nejnizs§i hladiny byly
zaznamenany u Def-1 (Obr. 7). Tyto vysledky spliluji predpoklad, ze po imunizaci
lipopolysacharidy z E. coli dochazi u hostitele predevsim k stimulaci produkce Hym

(Jefferson et al., 2013, Danihlik et al., 2016).

Z vyse uvedenych vysledkt vyplyva, ze za zvolenych podminek nemély modulatory
hladin NO (ovlivnénim aktivity NOsynthasy) pfili§ vliv na produkci zkoumanych AMP.
U vcely medonosné nebyla dosud provedena zadna studie zaméfend na vliv hladin NO
na produkci AMP. U jinych druhi hmyzu je znamo, Ze vyssi hladina NO vede k vyssi
produkci AMP. Napt. u blyskavky Cervivcové (Sadekuzzaman & Kim, Ling, 2018).
Da se tedy predpokladat, ze 1 u vCely medonosné bude bunécna hladina NO ovliviiovat
produkci AMP. Pro piisti studie by bylo vhodné otestovat vliv dalsiho navyseni hladin
danych modulatord NO v ramci krmicich experimentu vcel a rovnéz by bylo potiebné

provést experimenty ve vice replikatech pro ziskani presnéjsich dat.
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5 ZAVER

V ramci teoretické Casti bakalarské prace byla zpracovana literarni resersSe, ve které byla
shrnuta obecna charakteristika NO a RNS v zivych organismech, a jejich uloha v ramci
imunitniho systému hmyzu. Dale byly shrnuty zndmé poznatky o funkcich NO u vcely
medonosné, byl charakterizovan imunitni systém vcely medonosné a byly shrnuty

poznatky o AMP vcely medonosné.

V praktické casti bakalarské prace byla ve vcelich extraktech ze vcel krmenych
modulatory hladiny NO Savillovou metodou stanovena hladina RSNO vztazena
na 1 mg proteind. Hladiny RSNO ve vcelich extraktech se vyznamné nelisily. Dale byla
v hemolymf€ v€el krmenych modulatory hladiny NO stanovena hladina vybranych AMP
(Aba, Def-1, Hym) v relativnim vztazeni ke kontrolni skupin€¢ krmené SACH.
Ke stanoveni vybranych AMP byla pouzita nepfima ELISA. Imunizace
lipopolysacharidy z E. coli prokazatelné zvysila produkci vSech tii stanovovanych AMP.
Modulatory hladiny NO pfili§ neovliviiovaly produkci AMP.

Pfima souvislost mezi zvySenou produkci AMP a zvySenou koncentraci NO
v organismu vcely nebyla v ramci této bakalarské prace prokazana, proto je zapotiebi
provést dalsi experimenty k feSené problematice. Pro piisti experimenty by bylo vhodné
otestovat hladiny L-Arg a L-NAME, které by mély dopad na intracelularni hladiny
zasobnich forem NO a zaroven by nezatézovaly organismus. Rovnéz by bylo vhodné
stanovit pfimo hladiny NO a nejen jeho zasobnich forem, RSNO, dale také mnozstvi jeho
dalsich metabolit, tedy dusitant a dusi¢nant, protoze by tato data poskytla komplexnéjsi

pohled na celkovou hladinu NO v organismu nez pouhé stanoveni RSNO.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

8-nitro-cGMP

Aba

AC

AMP

CaM

cAMP

cGMP

COX

CREB

CuZnSOD

Def-1

dH>O

DMSO

DTT

ELISA

eNOS

G

G+

GPx

GSH

GSHR

GSNHOH

GSNO

GSONH:z

8-nitro-cyklicky adenosinmonofosfat
abaecin

adenylatcyklasa

antimikrobialni peptidy

komplex Ca*" iontdl s kalmodulinem
cyklicky adenosinmonofosfat
cyklicky gunanosinmonofosfat
cyklooxygenasy

transkrip¢ni faktor citlivy na cAMP
CuZn superoxiddismutasy
defensin-1

deionizovana voda
dimethylsulfoxid

DL-Dithiothreitol

enzyme-linked immuno sorbent assay
endotelialni NOS

gramnegativni

grampozitivni

glutathionperoxidasa

glutathion

GSHreduktasa
S-hydroxylaminoglutathion
S-nitrosoglutathion

glutathionsulfinamid
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GSSG
GSSOH
GTP
Hym
iNOS
L-AT

L-NAME

LOX
LPS
LTM
MTM
NADH
nNOS
NO
NOS
ONOO
PAK
PKG
PLA 2
RNR
RNS
ROS
RS

RSNO

disulfid glutathionu

sulfinova kyselina odvozena od glutathionu
guanosintrifosfatu

hymenoptaecin

inducibilni NOS

aminokyselinovy transportni L systém

N-o-nitro-L-argininmethylesterhydrochlorid;

kompetitivni inhibitor NOS
lipoxygenasy
lipopolysacharidy
dlouhodobé pamét
sttednédoba pamét
nikotinamidadenindinukleotid
neuronalni NOS

oxid dusnaty

NOsynthasa

peroxydusitan
cAMP-proteinkinasa A
proteinkinasa G
fosfolipasa A2
ribonukleotidreduktasa
reaktivni formy dusiku
reaktivni formy kysliku
thiolatovy aniont

S-nitrosothioly
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SACH sacharosa

sGC solubilni guanylatcyklasa
-SH thiolova skupina

STM kratkodoba pamét

TMB 3, 37,5,5 -tetramethylbenzidin
XO xantinoxidasa
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