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Antimikrobialni peptidy jsou velice vyznamnou
slozkou ochrany vyskytujici se napfic vSemi
organismy. Velice dilezitou roli pfestavuji v humoralni
imunité Zivocicha. Tato diplomova prace je zameéfena
pfedev§im na hmyzi antimikrobialni peptidy. Je
popsana obecna struktura antimikrobialnich peptidq,
mechanismus jejich vzniku a ucinku a pfipadné
rozdéleni. Rovné€z jsou popsany antimikrobialni
peptidy, které se vyskytuji u véely medonosné, jelikoz
jejich detekci se zabyva nasledné experimentalni Cast.
V této Casti byly antimikrobialni peptidy obsazené ve
veeli hemolymf€ nejprve separovany pomoci
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu s naslednym
Western  blotem.  Separované  peptidy  byly
identifikovany ~ metodou  nLC-MALDI-TOF v
prislusnych oblastech molekulové hmotnosti ziskanych
na zdkladé imunochemické detekce. Identifikovany
byly peptidy defensin-1 a hymenoptaecin. Abaecin
nebylo mozno timto zpusobem prokazat. Timto tak
byla ovéfena specifita primarnich protilatek cilenych
na dané peptidy, jichz bylo nasledné pouzito pro
optimalizaci detekce peptidi ELISA metodou.
Optimalizace ELISA metody pro vhodné stanoveni
danych antimikrobialnich peptida probihala v nékolika
krocich, kdy bylo optimalizovano vhodné fedéni
jednotlivych protilatek specifickych pro kazdy peptid a
také sekundarni protilatky, stejné pro vSechny peptidy.
Dale byly optimalizovany vhodné podminky pro
spravny prubéh imobilizace antigenu na povrch jamek
a rovnéz byl zkouméan vliv stafi roztoku pro piipravu
chromogenniho substratu na vyslednou absorbanci.
Optimalizovany postup metody byl vyzkousen jak na
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CILE PRACE

— Zpracovani literarni reSerSe o vyznamu antimikrobialnich peptidi (AmP) pro imunitni
systém.

— Zpracovani literarni reSerSe o produkci AmP v jednotlivych organech hmyzu a jejich
vyskytu v hemocytech a hemolymf€, dale pak se zaméfenim na vCely, ¢melaky a dalsi
socialni hmyz.

— Reserse metodickych postupt imunochemickych metod vyuzivanych pro detekci a
kvantifikaci biologicky aktivnich peptidd (ELISA, Western blot,) — zpracovani vzorkd,
provedeni metod, priprava protilatek ¢i Fv fragmenta.

— Vypracovani reserSe o ELISA metodé — problematika pfipravy protilatek, specifita
protilatek, vyhodnoceni vysledkd, vybér sekundarnich protilatek a detekce.

— Optimalizace zpracovani vzorka veel pro imunochemickou detekci AmP.

— Optimalizace ELISA metody pro pouziti kdetekci a kvantifikaci vcelich
antimikrobialnich peptidi — abaecinu, defensinu-1 a hymenoptaecinu — s vyuzitim

standardi a realnych vzorkt hemolymfy ¢i télnich extrakta.



1 UVOD

Antimikrobialni peptidy jsou vyznamnou soucasti humoralni imunity mnoha zivych
organismu. Jedna se o kratké fetézce aminokyselin, které se i€astni procesu inhibice rustu
patogenu v téle hostitelského organismu a tim zvySuji jeho odolnost vici témto
patogenum. V soucasné dobé se zvySuje poptavka po hledani 1éCiv alternativnich
k antibiotikim, proti nimz si jiz velka fada bakterii vytvofila rezistenci. Prave
antimikrobialni peptidy by mohly byt v tomto sméru velmi uzitecné, nebot’ vétsinou je
jejich antimikrobialni aktivita cilena prave proti bakteriim.

Vcelstva jsou ohrozovana velkym mnozstvim rizn€ zavaznych chorob rtzného
puvodu. Neékterym lze vcelku snadno predchazet, jiné jsou tak nebezpecné, ze mohou
zpusobovat velmi rozsahlé skody. V nékterych pripadech je mozné tyto choroby 1€Cit,
mnohdy vSak neni zadna 1écba dostupna. Pro lepsi pochopeni vceli imunity a fungovani
jejich mechanismu je dulezité neustale vyvijet dal$i metody, které by mohly v tomto
vyzkumu vyznamné poslouzit. Velice slibnou metodou pro rychlou detekci vcelich
antimikrobialnich peptidd by mohla byt ELISA metoda zalozena na imunochemické
reakci.

Je vSeobecné znamym faktem, ze dochézi k rapidnimu snizovani hmyzi populace
na celé planeté. Mezi ohrozené druhy patii také riazné druhy vcel, jejichz Cetnost neustale
klesa. Vyznamny podil na tomto poklesu maji pravé vceli patogeny, kromé nich zde vSak
pusobi také jiné faktory Casto souvisejici s lidskou hospodaiskou ¢innosti. Nejen kvuli

tomu je dilezité zkoumat imunitu vcel a stale rozvijet metody k tomu urcené.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Antimikrobialni peptidy

Antimikrobialni peptidy (AmP) se prirozené vyskytuji v nespecifické imunité vétSiny
organismu zahrnujici jak rostliny, hmyz, obojzivelniky a savce, tak i nékteré bakterie,
houby ¢i tasy. Tyto peptidy se od sebe vzajemné 1isi nejen strukturou, ale také funkeci.
Jako prvni byly objeveny u bezobratlych (Gomes et al., 2015). Antimikrobialni peptidy
jsou velice vyznamnou skupinou latek, jez byly béhem evoluce zakonzervovany jako
trvala slozka nespecifické imunity a vyskytuji se tak od prokaryot az po obratlovce
(Giuliani et al., 2007). Mohou byt také produkovany a ziskavany rekombinantné, cehoz

lze vyuzit naptiklad pii hledani vhodné alternativy antibiotik (Gomes et al., 2015)

2.1.1 Struktura a rozdéleni

Antimikrobialni peptidy jsou proteiny o nizké molekulové hmotnosti (2-9 kDa)
vykazujici antimikrobialni aktivitu vic¢i infekénim patogentim, coz jsou nejCasteji
bakterie, viry nebo houby (Ongey et al., 2018). Dokonce mohou také vykazovat jistou
aktivitu vaci rakovinotvornym bunkam (Borah et al., 2020). AmP se skladaji jak
z hydrofobnich, tak i hydrofilnich postrannich fetézci, diky ¢emuz jsou rozpustné
ve vodném prostiedi (Wu et al., 2018).

Na zakladé jejich celkového naboje se antimikrobialni peptidy rozdéluji na kationické
a anionické. Nejvice zastoupenou skupinou jsou kationické AmP majici kladny néaboj,
ktery je zptuisoben bohatym zastoupenim lysinu a argininu (Hultmark, 2003). Anionické
AmP, které vykazuji zaporny charakter naboje, jsou zastoupeny pouze v minoritnim
mnozstvi a vyskytuji se zejména v rostlinach (Borah et al., 2020).

Antimikrobialni peptidy se skladaji do sekundérnich struktur, které jsou nejcastéji
zastoupeny Ctyfmi motivy: a-helixy, B-listy, smycky a prodlouzené peptidy. Pfirozené se
vyskytuji nejcastéji a-helixy a B-listy (Giuliani et al., 2007). Exprese antimikrobialnich
peptidi je zavisla na typu tkané, bunécnych linii ¢i stavu diferenciace dané bunky.
Samotna exprese probiha bud’ kontinualn€, nebo muaze byt spusténa ptitomnosti patogenu

¢i jinym naruSenim integrity organismu (Brown & Hancock, 2006).

2.1.2 Mechanismus ucinku
Presny mechanismus ucinku antimikrobialnich peptidi dosud neni plné objasnén,
obecné se vSak projevuje interakci a destabilizaci mikrobialni bunécné membrany, coz

nasledné vede k bunécné smrti (Amso & Hayouka, 2019). Mechanismus membranové

2



permeace je zalozen na mnoha parametrech, jako je sekvence aminokyselin (AMK),
koncentrace peptidi (Giuliani et al., 2007), naboj, amfipaticky charakter nebo sekundarni
struktura (Seyfi et al., 2020). Na zakladé¢ jejich interakce s bunénou membranou lze
antimikrobialni peptidy rozdélit na membranove piisobici a membranove nepusobici.

Prvni skupina peptidi zahrnuje predevsim kationické AmP, které zptsobuji naruseni
bunécné membrany a ucastni se hlavné antifungalni a antibakterialni aktivity
(Wu et al., 2018). Membranové pasobici antimikrobialni peptidy interaguji s bakterialni
bunécnou membranou prostrednictvim elektrostatickych sil (Teixeira et al., 2012). Tyto
sily vznikaji mezi zaporné nabitymi fosfolipidy v membrané prokaryotické bunky
a kladnymi determinantami AmP rozhodujicich pro interakci. Kationtové AmP reaguji
prostfednictvim selektivnich reakci se zaporné€ nabitymi membranami, coz se projevi
jejich sbalenim do sekundarnich struktur, propustnosti membrany a jejim naslednym
narusenim (Wu et al., 2018). Gomes et al., 2015 uvadi, Ze pro presnéjsi popsani prichodu
AmP pfes membranu se pouzivaji Ctyfi modely znazornéné na obr. 1 — Carpet model,
barrel-stave model, model toroidnich port a model detergentu.

Peptidy neptsobici na membranu vstupuji do intracelularniho prostoru cilovych bunék
prostiednictvim dvou zpusobud. Jedna se o pfimy vstup spontannim pohybem AmP
nebo endocytdézu. Vstup do bunky je Casto zprostiedkovan za pomoci receptort
a pfenasect na povrchu membrany. Po prichodu membranou AmP uvniti prokaryotické
bunky cili na intracelularni slozky a blokuje rozhodujici pochody. Mezi takové procesy
patii zejména blokace syntézy nukleovych kyselin a proteinti, nespravné skladani

proteint, odtok ATP ¢i inhibice psobeni enzymu (Borah et al., 2020).
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Obr. 1: Mechanismy ptisobeni antimikrobialnich peptidii na membranu. a) Carpet model — peptidy
se kumuluji na povrchu membrany a vytvari tzv. koberec, ¢imz ovlivni interakce na
povrchu membrany. Ztrata integrity vede ke zhrouceni membrany na micely — efekt
detergentu; b) Barrel-stave model — peptidy spolu agreguji, umistuji s do membrany
paraleln¢ s fosfolipidy, a nakonec vytvafi iontovy kanal; c¢) Model toroidnich pora —
peptidy se zapouzdiuji paraleln¢ s orientaci membrany — hydrofilni ¢ast peptidii sméfuje
mimo membranu a hydrofobni ¢ast je ve sttedu membrany — naceZ po jejich ohybu dojde
k vytvoreni kruhového otvoru (pfevzato a upraveno dle Huan et al., 2020).

2.2 Hmyzi imunitni systém
Hmyz na rozdil od savca zcela postrada mechanismy specifické imunity, a tak je pfi
obrané pied ucinkem patogenti odkazan pouze na imunitu nespecifickou, ktera se sklada
zbunééné a humoralni slozky. Bunéfna imunita zahrnuje fagocytdozu, nodulaci
a enkapsulaci patogentt (Williams, 2007), které zprostiedkovavaji prohemocyty,
granulocyty a plasmatocyty (Wilson-Rich et al., 2009). Humoralni imunita je zastoupena
predevsim produkci antimikrobialnich peptidu, ale jeji vyznamnou ¢ast tvori také enzym
fenoloxidasa (PO; EC 1.14.18.1), jehoz aktivace vede v kone¢ném dasledku k melanizaci
patogenu (Cerenius & Soderhéll, 2004). Komponenty humoralni imunity jsou
exprimovany prevazné v tukovém télese a hemocytech, dale pak také v kutikule, slinnych
zlazach nebo ve stfevé (Hoffmann et al., 1999; Ilyasov et al., 2013).

Odezvy bunécné imunity a fenoloxidasovy systém spadaji mezi tzv. konstitutivni
imunitni faktory, které jsou vzdy pfitomné, ackoliv jejich aktivita neni maximalni, ale
spiSe udrzovaci. Odpovéd” konstitutivnich faktora je nespecificka, avSak okamzita. Oproti

tomu inducibilni imunitni faktory, mezi néz patfi zejména antimikrobidlni peptidy,
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jsou produkovany az na zakladé rozpoznani specifického patogenu. Tato imunitni
odezva je opozdéngjsi, avSak mnohem uc¢innéj§i nez u konstitutivni odpovéedi

(Laughton et al., 2011).

2.2.1 Imunita socialniho hmyzu

Socialni hmyz je specifickou kategorii hmyzu, jehoz zastupci v ochrané pred patogeny
kromé individualni imunity vyvinuli i specialni kolektivni imunitu. Objevuje se hlavné
u mravencd, ¢melakd, vcCel, termitd nebo vos. Jedinci téchto druhd, ktefi spolu ziji
ve velmi tésné soudrznosti a v mnoha piipadech se jedna o genetické ptibuzné, si vyvinuli
zvlastni fyziologické, behavioralni a organiza¢ni mechanismy (Cremer et al., 2007;
Wilson-Rich et al., 2009). Kolektivni imunita ma pro socialné zijici hmyz nesmirné
genu souvisejicich s imunitou (Erler et al., 2011).

Socialni chovani hmyzu je zalozeno na né¢kolika principialnich arovnich (obr. 2).
V prvni fadé stoji predev§im snaha zabranit patogenu vibec do kolonie vstoupit.
Spolecenstva si mohou zakladat hnizda, a branit tak vstupu mikroorganismu fyzickou
zabranou. Napftiklad vCely maji specialni funkei strazkyn, které u vstupu do hnizda jednak
zabrafiuji vstupu nepfitele, ale také kontroluji a na zékladé pachového testu selektuji
nakazené jedince (Cremer et al., 2007).

Neméné¢ vyznamnym mechanismem ochrany je hygiena uvniti hnizda. Socialni hmyz
jednak dezinfikuje vnitini prostfedi hnizda antimikrobidlnimi latkami (u vcel je ul
napf. vystylan propolisem, jenz vykazuje antimikrobialni ucinky), a za dalsi odstraiuje
uhynulé jedince. V nékterych pfipadech, tfeba pii napadeni vceli kolonie hnilobou
vceliho plodu nebo klesStikem vcelim, jsou odstrafiovany také napadené larvy a kukly
(Cremer et al., 2007; Evans & Spivak, 2010; Wilson-Rich et al., 2009).

Velmi dulezitym mechanismem ochrany je také tzv. grooming, pii némz dochazi
v reakci na vystaveni patogenu k zahrati téla jedince nad fyziologickou teplotu.
Organismus jedince toto kratkodobé vychyleni zvlada, pro mikroorganismus je vSak
znacné neprizniva (Wilson-Rich et al., 2009). Dalsi jev, ktery vyrazné ptispiva k ochrané,
je organizace prace a déleni kolonie do kast podle stafi, kdy jednotlivé skupiny
vykonavaji jinou ¢innost (Evans & Spivak, 2010).

Socialni chovani vS§ak mize mit pro zdravi kolonie i negativni ptinos. Diky tésnému
souziti a Castému kontaktt jedinct se infekce mize paradoxné snadnéji Sifit. Stav maze

zhorSovat 1 fakt, ze mnohdy se jedna o blizké pfibuzné, coz snizuje diverzitu a tim



i individualni ochranu. Z toho divodu je velmi dualezité, aby se v plné mife zachovala

i imunitni ochrana kazdého jedince zvlast’ (Cremer et al., 2007).

Obr. 2: Jednotlivé urovné socialni ochrany ve véeli kolonii: a) individualni ochrana zaloZzena na
humoralni a bunééné imunité, b) parove zalozené mechanismy, predevsim tzv. grooming,
¢) organizace kolonie do kast a délba prace a z toho vychazejici hygiena uvnitf hnizda, d)
snizovani rizika vstupu patogenu do prostredi ulu, ¢) vyuzivani ochrannych prostredku
s antimikrobialnim u¢inkem, napf. desinfekce ulu propolisem (sprevzato a upraveno dle
Evans & Spivak, 2010).



2.2.2 Hmyzi antimikrobialni peptidy

Antimikrobialni peptidy tvoii u hmyzu zcela nepostradatelnou soucast humoralni
imunity (Li et al., 2012). Uplné prvni hmyzi antimikrobialni peptid byl izolovan v roce
1980 zkukly muary Hyalophora cecropia, podle niz byl nazvan cecropinem
(Yietal., 2014). Od té doby bylo u zastupci hmyzi fiSe identifikovano a izolovano
pres 200 AmP (Danihlik et al., 2015). PoCet AmP se lisi napfi¢ druhy, kdy napftiklad
invazivni druh slunécko vychodni (Harmonia axyridis) disponuje vice nez 50 peptidy,
zatimco u kyjatky hrachové (Acyrthosiphon pisum), ktera se fadi mezi msice, nebyl
identifikovan zadny (Rahnamaeian et al., 2015).

Spole¢nymi znaky AmP napfi¢ jednotlivymi hmyzimi druhy jsou nizka molekulova
hmotnost (okolo 5 kDa a méné), kladny néboj pti fyziologickych hodnotach pH
nebo piitomnost amfifilnich sekundarnich struktur jako jsou a-helixy ¢i B-listy
(Bulet et al., 1999). Na zakladé téchto struktur nebo jinych specifickych sekvenci se

hmyzi AmP rozdéluji do nekolika skupin.

2.2.2.1 Peptidy tvorici a-helixy

Skupinu peptidi tvoficich a-helixy zastupuji predevs§im cecropiny, které jsou tvoreny
dvéma linearnimi o-helixy, jez jsou vz4jemné spojeny tzv. pantem (Li et al., 2012).
Cecropin sestava ze 35-39 aminokyselinovych jednotek a jeho antimikrobidlni ucinek je
zacilen predevsim proti bakteriim — gram-pozitivnim 1 gram-negativnim — a houbam.
Tuto aktivitu zajist'uji hlavné linearni o—helixy, které se zaclenuji do bunécné membrany
bakterii a naruuji ji (Lee et al., 2015). Kromé toho jsou aktivni také v ptipad€é napadeni
parazity jako jsou plasmodium nebo trypanosoma (Yi et al., 2014). Cecropin byl kromé
mur izolovan také zbource moruSového (Bombyx mori), octomilky (Drosophila

melanogaster) nebo z mouchy doméaci (Musca domestica) (Lee et al., 2015)

2.2.2.2 Peptidy bohaté na cystein

Nejpocetnéjsi skupinu hmyzich peptidi bohatych na cystein predstavuji defensiny, které
byly identifikovany pomérné velké c¢asti hmyzu, jako jsou napf. zastupci fadu
dvoukfidlych, brouku, blanokiidlych nebo vazek (Bulet et al., 1999; Liet al., 2012). Jedna
se o molekuly o velikosti mensi nez 4 kDa sestavajicich z 34-51 aminokyselinovych
jednotek a s kationickym nabojem (Y1 et al., 2014) Pro defensiny je charakteristicka
pfitomnost 6 cysteint, které mezi sebou vytvareji disulfidové mustky: Cys 3—Cys 30, Cys
16—Cys 36 a Cys 20—Cys 38 (Lepage et al., 1991).



Antimikrobialni aktivita hmyzich defensini je zaméfena predev§im proti gram-
pozitivnim bakteriim, v mensi mife ale také vykazuji urCitou aktivitu i vacéi gram-
negativnim bakteriim, houbam, kvasinkam, a dokonce i prvokiim (Bulet et al., 1999). Jak
popisuje Yamaguchi & Ouchi, 2012, antimikrobialni aktivita defensini je podminéna

pritomnosti soli, kdy vysoké koncentrace NaCl jejich aktivitu vyrazné snizuji.

2.2.2.3 Peptidy bohaté na prolin a glycin

Peptidy jako coleoptericin, diptericiny, attaciny, hymenoptaeciny nebo gloveriny
obsahuji ve své struktufe velké mnozstvi glycint. Obsah glycinovych jednotek ovliviuje
tercialni strukturu peptidd, coz se ve vysledku projevuje i na mechanismus jejich
antimikrobialniho G¢inku. VétSina peptidi bohatych na glycin je nejefektivnéjsi vuci
gram-negativnim bakteriim, avSak ukazalo se, ze napfiiklad vceli hymenoptaecin
vykazuje  jistou aktivitu 1 proti nékterym  z gram-pozitivnich  bakterii
(Mylonakis et al., 2016).

Peptidy bohaté na prolin sestavaji z 15-39 aminokyselinovych jednotek a fadi se mezi
n¢ napf. drosocin, metchnikowin, pyrrhocorin, abaecin, apidaecin, formaecin
nebo lebocin. Jejich struktura je tvorena dv€éma doménami, z nichz jedna je konzervovana
a odpovida za obecnou aktivitu, kdezto ta druha je variabiln&jsi a je spojena spise se
specifickym cilenim (Mylonakis et al., 2016). Peptidy s bohatym zastoupenim prolin,
jejichz fetézec je tvoren méné nez 20 AMK, jsou primarné cileny proti gram-pozitivnim
bakteriim, zatimco peptidy s delsim fetézcem (vice nez 20 AMK), vykazuji aktivitu vici

gram-negativnim bakteriim a také houbam (Rahnamaeian et al., 2015).

2.2.3 Produkce hmyzich antimikrobialnich peptidi
Vétsina peptidi vznika ve formé inaktivnich prekurzord a kjejich aktivaci dochazi
ve vysledné tkani proteolyzou (Yi et al., 2014). Jak uvadi Rahnamaeian et al., 2015,
hmyzi AmP spolu velmi Casto interaguji; dokonce mohou byt exprimovany soucasné
a spolecne se i vyskytovat. Téchto interakci je dosazeno bud’ synergismem (vice peptida
ma vétsi odezvu), potenciaci (jeden peptid zvySuje aktivitu téch dalSich) nebo funkéni
divergizaci (aktivita se nasobi a kombinuje, coz zvySuje odpoved).

Ke vzniku AmP dochazi pfevazné v tukovém télese hmyzu — konkrétné v adipocytech,
a to na zéakladé infekce nebo poranéni. Odtud jsou pak sekretovany do hemolymfy
(Lamberty et al., 2001). Peptidy jako napt. defensiny, cecropin i attaciny, vznikaji

transkripci genu pro ten dany protein vreakci na rozpoznani specifického znaku



patogenu, ktery byl rozpoznan uréitym receptorem. Dochazi k tomu prostiednictvim
fagocytu, které pohlcuji mikroorganismy a po jejich natraveni generuji induktory syntézy
AmP. Induktory podnécujici syntézu AmP jsou zejména lipolysacharidy, peptidoglykany
nebo B-1,3—glykany. Fagocyty tyto induktory bud’” vylucuji do hemolymfy, anebo se
pfimo vazou s adipocyty tukové tkané ¢i s hemocyty. (Hoffmann & Hetru, 1992;

Ilyasov et al., 2013).

2.2.4 Signalni drahy kontrolujici expresi AmP

Proces exprese antimikrobialnich peptidu je primarné regulovan na urovni transkripce
(Lemaitre & Hoffmann, 2007). Lemaitre et al., 1997 demonstrovali, ze v piipadé
humoralni imunity hmyzu dochazi k rozliSovani druhi mikroorganismu a na zaklade toho
jsou aktivovany ruzné drahy kontrolujici expresi, coz vyvolava produkci AmP
adekvatnich k dané infekci. Nékolik moznych drah exprese bylo studovano piedev§im

na octomilce jakozto modelovém organismu (Engstrom, 1999).

2.2.4.1 Toll-like draha

Velmi vyznamnou drédhou kontrolujici expresi je Toll-like draha, ktera je zalozena
na signalizaci pomoci transmembranovych Toll-like receptori (TLR). Tato draha je
aktivovana predevs§im gram-pozitivnimi bakteriemi a houbami. Jak znazorfiuje obr. 3,
v odpovédi na infekci je nejprve aktivovan SPE enzym (Spétzle, processing enzyme),
z néhoz je proteolyticky odstépena Spitzle doména, kterd se vaze k Toll-like receptoru
vazanému napi. v membrané bunék tukového télesa (Lemaitre & Hoffmann, 2007).
Konformacni zména aktivovaného receptoru vyvola zformovani receptorového
komplexu proteiny obsahujici tzv. mrtvé domény (death-domain, DD) — Pelle, Tube
a dMyD88. Aktivace tohoto komplexu vyvola fosforylaci NF-kB inhibitoru Cactus,
pficemz dojde k uvolnéni Rel transkripcnich faktorti Dif a Dorsal. Tyto faktory jsou
translokovany do jadra, kde vazbou na efektor ovliviiyji transkripci genu piislu§ného

antimikrobialniho peptidu (Evans, 2006; Lemaitre & Hoffmann, 2007).
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Obr. 3: Schematické znazornéni signalni drahy Toll. Kaskadou serinovych proteas je aktivovan
SPE enzym, (Spétzle processing enzyme), z n¢hoz se odstépi Spétzle protein (SPZ), ktery
se vaze na receptorovou doménu Toll v membrané. Tim dojde k dimerizaci TIRR domén.
Pres proteiny Pelle, Tube a dMyD88 dochazi k prenosu signalu, ktery vede k fosforylaci
inhibitoru Cactus, jenZ je timto degradovan. Transkripéni faktory Dif a Dorsal pfechazi do
jadra, kde aktivuji transkripci geni pro expresi AmP (upraveno podle Evans, 2006;
Lemaitre et al., 1997).

2.2.4.2 Imunodeficientni draha

Imunodeficientni (Imd) draha je aktivovana zejména rozpoznanim peptidoglykant gram-
negativnich bakterii, nicméné byly pozorovany i1 pfipady aktivace gram-pozitivnimi
bakteriemi nebo houbami, které na svém povrchu exprimovaly podobné peptidoglykany
(Evans, 2006). K aktivaci gent pro peptidy jako jsou cecropin, drosocin, diptericin
nebo attacin (Bulet & Stocklin, 2005, s. 200) dochazi interakci bakterialnich
peptidoglykanti s peptidoglykany rozlisujicimi receptory (PGRP) vazanymi v membrané
bunék tukového telesa, které uvadi v innost intracelularni protein Imd. Jedna se o protein
obsahujici mrtvé domény a interagujici s adaptérem dFADD, ktery k sobé vaze kaspasu
Dredd. Kaspasa Dredd je asociovana s NF-kB transkriptnim faktorem Relish,

ktery je aktivovan fosforylaci a odstépuje Rel doménu, jez nasledné putuje do jadra
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(Lemaitre & Hoffmann, 2007). Kromé¢ aktivace transkripéniho faktoru Relish mize Imd

draha aktivovat také komponenty signalni drahy JNK (Evans, 2006).

2.2.4.3 JAK/STAT draha

JAK/STAT signalni draha sestava ze tfi hlavnich komponent: cytokinového receptoru
(Domeless), JAK tyrosinové kinasy (Hopscotch) a STAT transkripéniho faktoru. Jako
ligand, ktery se vaze na cytokinovy receptor funguje protein Upd, jenz celou drahu
aktivuje. JAK kinasa zacne fosforylovat tyrosinové zbytky na receptoru, cimz se vytvori
vazebnd mista, na ktera nasledné nasedne STAT transkripéni faktor. JAK kinasa
fosforyluje navazané STAT faktory za vzniku dimeru, ktery poté maze putovat do jadra.
Predpoklada se, ze JAK/STAT draha zejména indukuje odpovéd’ na rizné stresové stavy,

zvlasté ty zpusobené poranénim tkané (Evans, 2006; Lemaitre & Hoffmann, 2007).

2.2.5 Antimikrobialni peptidy vcely medonosné

Vela medosnosna (Apis mellifera) je patrné nejznaméjSim zastupcem rodu vcel. Jedna
se o typického zastupce socialniho hmyzu, ktery zije v socialnim spolecCenstvi uvnitf
hnizda (ulu) a svou kolonii chrani hlavné na zakladé€ socialni imunity.

Imunitni systém vcely medonosné je tvoren celularni a humoralni nespecifickou
imunitou. Antimikrobialni peptidy, jakozto soufast humoralni imunity, maji
nepostradatelny vyznam také pro vcely. V soucasnosti byly u v€ely medonosné
identifikovany Ctyfi AmP vyskytujici se v hemolymf€. Dalsi antimikrobialni peptidy se

nachazi také v matefi kasi¢ce, v medu a ve v€elim jedu (Danihlik et al., 2015).

2.2.5.1 Apidaecin

Apidaecin je peptid z rodiny peptidi bohatych na proliny, ktery ve své strukture obsahuje
17-18 aminokyselin. V hemolymfé vcel medonosnych infikovanych bakteriemi byly
identifikovany 3 isoformy apidaecinu — Ia, Ib, III (Li et al., 2006; Xu et al., 2009).
Pfitomnost 6 prolinovych skupin zaji§tuje témto isoformam apidaecinu stabilitu
pii nizkém pH a vysoké teploté (100 °C) (Casteels et al., 1989).

Dutta et al., 2008 publikovali, ze C-konec vCeliho apidaecinu, ktery je sekvencné velmi
konzervovany, zodpovida za antimikrobialniho uc¢inek. Odebrani jedné aminokyseliny
z tohoto konce zpusobilo vice nez 50 % ztratu antimikrobialni aktivity. Oproti tomu
odebrani aminokyseliny z N-konce, ktery je sekvencné vice variabilni, zpusobilo jen

minimalni zménu v aktivité.
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Apidaecin Ia, Ib a III vykazuji pfiméfené stejny antimikrobialni ucinek vici gram-
negativnim bakteriim, avSak jejich koncentrace v hemolymfe¢ se muze vyrazné lisit.
Apidaecin Ib predstavuje 80-90 % celkového mnozstvi, apidaecin III tvofi 5-15 %
a mnozstvi apidaecinu Ia nepfesahuje vic nez 5 %. Celkové mnozstvi apidaecinu
v hemolymfg v&ely miize tvofit az 50 nmol-ml™!' (Li et al., 2006).

Apidaecin na rozdil od jinych peptidi pifi napadani bakterii nenaruSuje
bunécnou membranu. Jeho ucinek je tak spiSe bakteriostaticky nez bakteriolyticky.
(Casteels et al., 1989; Casteels & Tempst, 1994). Mechanismus ucinku spociva v tom,
ze apidaecin se vaze na komponenty bakterialni membrany, napt. LPS. Poté nasleduje
jeho invaze do periplazmatického prostoru, kde se vaze na molekuly zapojené
do receptorového transportu, diky cemuz se dostava pres vnitini membranu a uvnitf

buriky se vaze na svyj cil (Li et al., 2006).

2.2.5.2 Abaecin

Abaecin je peptid slozeny z 33—34 aminokyselinovych jednotek a fadi se mezi peptidy
bohaté na prolin (Casteels et al., 1990). Xu et al., 2009 provedli vyzkum na vcele
vychodni (Apis cereana), v jejiz hemolymf¢ detekovali dva peptidy. Rozdil mezi
peptidy je dan pfitomnosti rdznych aminokyselin na stejnych pozicich. Byl popsan
i prekurzor té€chto peptidi, ktery je tvoren 19 aminokyselinami. Na rozdil od jinych AmP
prekurzor abaecinu zcela postrada pro-region a je aktivni ihned poté, co opousti
endoplazmatické retikulum. Jeden z peptida, konkrétné abaecin-I, byl identifikovan také
u vCely medonosné (Danihlik et al., 2015). Exprese abaecinu je regulovana IMD drahou
(Tian et al., 2010).

Abaecin je u¢inny zejména vuci gram-pozitivnim bakteriim. K jeho indukci a expresi
dochazi ptiblizné 24 hod od vystaveni patogenu. V souvislosti v infekci gram-pozitivni
bakterii Paenibacillus larvae, ktera vyvolava onemocnéni zvané mor vceliho plodu, bylo
zjisténo, ze abaecin se vyskytuje nejen v hemolymfé dospélych jedinct, ale jeho
prekurzor byl detekovan také v hemolymf€ larev. Z toho vyplyva, Ze vCely jsou schopny
reagovat na pfitomnost P. larvae jiz v prvnich stadiich vyvoje, konkrétné v prvnim
instaru. Poté mira transkripce abaecinu ponékud klesa (Evans, 2004). Zaroven muze
abaecin vykazovat aktivitu i1 proti nékterym gram-negativnim bakteriim a to predev§im

tém, které jsou rezistentni k apidaecinu (Xu et al., 2009).

12



2.2.5.3 Defensin

V¢eli defensiny jsou zastoupeny dvéma peptidy — defensinem-1 a defensinem-2, které
jsou kodovany dvéma riznymi geny. Defensin-1 je zastoupen tfemi izoformami, z nichz
jedna se vyskytuje v hemolymf¢ a dalsi dvé jsou soucasti mateti kaSicky pod nazvem
royalisin (Ilyasov et al., 2013).

Na rozdil od defensinu-1 méa defensin-2 o néco delsi prekurzor pro-peptidu. Aktivni
peptid defensinu-1 se skladd z 51 aminokyselin, zatimco defensin-2 tvoii pouze 43
aminokyselin. Ve vysledku spolu obé formy maji strukturu stejnou pouze z 55,8 %
(TIlyasov et al., 2013). Exprese obou gent defensinu je kontrolovana synergicky drahami
Toll a Imd (Aronstein et al., 2010) Defensin vCel ma na rozdil od defensinu jinych
hmyzich druhli amidovany C-konec (Casteels-Josson et al., 1994).

Defensiny jsou aktivni vici rozmanité Skale gram-pozitivnich bakterii. Rovnéz vSak
mohou vykazovat aktivitu i proti nékterym gram-negativnim bakteriim a jako jediné
vceli AmP jsou ucinné 1 proti nékterym houbovym patogenim ¢i kvasinkam
(Klaudiny et al., 2005). Defensiny jsou obecné¢ produkovany pozd€ji nez jiné
antimikrobialni peptidy, jejich aktivita je vSak na rozdil od ostatnich peptidi schopna
pretrvat az po dobu dvou tydnt (Casteels et al., 1989).

Kromé hemolymfy se jedna zisoforem defensinu-1 — royalisin — vyskytuje také
v mateii kaSi¢ce. Jednalo se o prvni objeveny defensin, az poté byl identifikovan jako
jedna z vice isoforem. Od peptidu objevujiciho se v hemolymf€ se royalisin lisi pouze
v jedné aminokyseliné a tim padem 1 v poradi dalSich dvou aminokyselin: isoforma
defensinu-1 v hemolymf€ obsahuje arginin, zatimco v royalisinu je na jeho misté tyrosin
(Casteels-Josson et al., 1994; Klaudiny et al., 2005).

Royalisin je vyznamnym faktorem podilejicim se na socialni imunité¢ vcel.
Je sekretovan zldzami v hlavé a hrudniku vcely, odkud je pak vyluCovan do matefi
kaSicky a medu. Matefi kasicka slouzi jako potrava pro vceli larvy a diky pfitomnosti
royalisinu jsou larvy chranény pifed bakterialni infekci (Klaudiny et al., 2005). Kwakman
et al., 2010 ve svém vyzkumu popsali antimikrobialni vlastnosti medu, jez jsou zaruceny
ptitomnosti methylglyoxalu, peroxidu vodiku a samoziejmé antimikrobialniho peptidu
royalisinu. Ukézalo se, ze jiz 10 % roztok medu vykazuje antimikrobialni u€inek a zabiji
bakterie Bacillus subtilis, Escherichia coli nebo bakterii rezistentni na methycilin

Staphylococcus aureus.
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2.2.5.4 Hymenoptaecin
Hymenoptaecin patii do rodiny peptidi bohatych na glycin. Jeho struktura je tvorena
93 aminokyselinami, pti¢emz 18—19 % pfiipadé na glycin (Casteels et al., 1993).

Hymenoptaecin inhibuje zivotaschopnost jak gram-pozitivnich tak i gram-negativnich
bakterii. Jeho ucinek spociva v permeabilizaci bunécné membrany Dbakterii
(Gao & Zhu, 2010). Spolu s apidaecinem je hymenoptaecin povazovan za klicovy peptid
vceli imunity, a to z toho divodu, Ze kdyZ byla méfena hladina AmP u vcel, které byly
ptirozené infikovany béznymi patogeny, byly detekovany hlavné tyto dva proteiny.
Vzhledem k tomu, Ze hymenoptaecin piisobi i proti gram-pozitivnim bakteriim, lze se
domnivat, ze pusobi synergicky spolu a apidaecinem (Xu et al., 2009).

Randolt et al., 2008 na zaklad¢ inokulace larev a mladych vcel bakterii E. coli zjistili,
ze vjejich hemolymfé¢ se 24 h po infekci objevuje hymenoptaecin. Zarovenn byl
hymenoptaecin u larev detekovan také v ramci aseptickych poranéni. Jeho mnozstvi je
vSak v hemolymfé larev oproti dospélym jedincim stale vyrazné nizké (Chan et al.,

2006).

2.2.5.5 Dalsi v¢eli antimikrobialni peptidy

Krom¢ royalisinu uvedeného vyse se v matefi kasicce vyskytuje také skupina jelleint
tvofena Ctyfmi peptidy. Jelleiny I-III vykazuji antimikrobiadlni aktivitu proti gram-
pozitivnim 1 gram-negativnim bakteriim a kvasinkam, zatimco jellein IV antimikrobialni
ucinek zcela postrada. Nejvyrazngjsi aktivita byla zaznamenana u jeleinu I. U dalSich
dvou typu je ucinek sice mensi, nicmén€ je mezi vSemi peptidy pozorovan synergicky
efekt (Romanelli et al., 2011).

Antimikrobialni peptidy se kromé vcelich produktt nachazi také ve vcelim jedu, coz
je komplex skladajici se ze Sirokého spektra bioaktivnich molekul. Lze jej povazovat
za dal§i vyznamnou komponentu socialni ochrany vc¢el. Melittin, pfedstavujici 40—-60 %
obsahu vceliho jedu, se sklad4 z 26 aminokyselin. Apamin sestavajici z 18 aminokyselin,
tvori pouze minoritni obsah jedu, a to necela 2 %. Melittin vykazuje lytickou aktivitu vici
gram-pozitivnim 1 gram-negativnim bakteriim, kdezto apamin je dualezity z hlediska
svého neurotoxického ucinku (Baracchi et al., 2011; Schmidt, 1995). Kromé téchto dvou
peptidi byly v nedavné dobé ve vCelim jedu domestikovanych a samotafskych vcel
izolovany a popsany i1 dalsi AmP — melectin, lasioglossiny, halictiny a macropin — které
projevuji aktivitu vuci gram-pozitivnim i gram-negativnim bakteriim (Slaninova et al.,

2012).
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2.2.6 Antimikrobialni peptidy vybranych druhi socialniho hmyzu

2.2.6.1 Cmelaci

Rod ¢melakd (Bombus) je dalsim zvyznamnych opylovateli, ktery se vyznacuje
socialnim zptsobem Zivota. Podobné jako u véel medonosnych se v jejich tukovém télese
vytvari apidaecin, abaecin, defensin a hymenoptaecin, které jsou posléze sekretovany
do hemolymfy.

Apidaecin ¢melaka je tvofen pouze 17 aminokyselinami a mezi jednotlivymi druhy se
li§i vétsinou v substituci jedné aminokyseliny na uréité pozici. Cmelaéi hymenoptaecin
je o néco delsi (98 AMK) nez vceli peptid (93 AMK), strukturni podobnost zbylych
komponent (59 %) vSak odkazuje také na funkEni analogii. Defensin se podobné jako
u vcCely sklada z 51 aminokyselin. Stejn€ jako u véel jsou i defensiny ¢melakt amidované
na C-konci. Zajimavym zji§ténim je, ze defensin Bombus ignitus ma na C-konci jeden
glycin navic, zatimco napt. Bombus pascuorum tuto aminokyselinu postrada. Peptidy
obou druhti se od sebe vzajemné lisi aminokyselinami ve tfech pozicich, jejich
antimikrobialni aktivita vSak zastava stejna (Rees et al., 1997). Abaecin identifikovany
u ¢melakl je se svou délkou 39 AMK zatim nejvét§im peptidem z rodiny bohatych
na prolin. Na rozdil od v¢eliho defensinu je tento peptid O-glykosylovany. Tento jev byl

vees

(Hara & Yamakawa, 1995; Y. S. Choi et al., 2008; Rees et al., 1997).

2.2.6.2 Mravenci

V hemolymf€ zastupcti z Celedi mravencovitych (Formicidae) bylo identifikovano
nékolik antimikrobialnich peptidd. Nejvyznamné&j§im a nejlépe prostudovanym
peptidem je patrné defensin. Tento defensin neni na rozdil od vceliho defensinu
amidovany na C-konci a vykazuje aktivitu predevS§im proti gram-pozitivnim bakteriim
(Taguchi et al.,1998). Viljakainen & Pamilo, 2008 uvadi, ze defensin mravencu se
v prubéhu evoluce na zakladé pozitivni selekce odklonil ve svém antimikrobialnim
pusobeni ve srovnani s defensinem octomilky a nyni se spiSe podoba termicinu, coZz je
analog defensinu u termitd. Kromé defensinu byly u zastupci mravencovitych
identifikovany také peptidy Ccastecn€ strukturné a funkéné podobné vcelimu
hymenoptaecinu — formaecin-1 a formaecin-2 a také abaecinu. (Taguchi et al., 1998;

Viljakainen & Pamilo, 2008).
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Kromé hemolymfy se antimikrobialni peptidy nachazi také vjedu mravenca.
Ponericiny tvofi skupinu zastoupenou sedmi peptidy, které si jsou svou strukturou
a funkci velmi pfibuzné a velkou miru podobnosti sdili také s cecropinem. S melittinem
ve vcelim jedu vykazuji ve své sekvenci asi 70 % analogii. Ponericiny jsou vysoce aktivni
viuci gram-pozitivnim i gram-negativnim bakteriim. Ne&které peptidy maji dokonce

i fungicidni aktivitu, ale jen proti Saccharomyces cerevisiae (Kuhn-Nentwig, 2003).

2.2.6.3 Vosy
Vosy (Vespoidea) ve své hemolymfé€ disponuji peptidy, které jsou vice ¢i méné podobné
s apidaecinem, abaecinem, defensinem a hymenoptaecinem vcel a Cmelaka.
Hymenoptaecinu podobny peptid nahymenoptaecin-1 byl identifikovan v hemolymfe
parazitické vosy (Nasonia vitripennis), jehoz primarni struktura je z 58 % shodna se
vCelim hymenoptaecinem (Gao & Zhu, 2010). Larvy vosika francouzského
(Polistes dominula), pokud je spoleCenstvo parazitovano fasnikem vosim (Xenos
vesparum), dochazi ke zvysené genové expresi defensinu (Manfredini et al., 2010).

Jed socialnich vos obsahuje predevs§im antimikrobialni peptidy zplisobujici lyzi buriky
— mastoparan a jeho ostatni formy, které se li§i u jednotlivych druhd, crabrolin
nebo anoplin. Mastoparany se vyznacuji Sirokou Skalou bioaktivnich ucinkd, jako je
hemolyza, degranulace Zirnych bunék a nasledné uvolfiovani histaminu, pusobeni
na fosfolipasu A> nebo aktivace GTP vazajiciho proteinu. Crabrolin a anoplin pusobi
podobné jako mastoparany, jejich ucinek je vSak daleko mensi. Anoplin navic vykazuje

aktivitu také proti gram-pozitivnim i gram-negativnim bakteriim (Kuhn-Nentwig, 2003).

2.2.7 Metody analyzy vcelich antimikrobialnich peptidu

Vceli peptidy mohou byt analyzovany nékolika riznymi metodami. Nejcastéji
pouzivanymi metodami detekce a kvantifikace AmP ve vcCeli hemolymf& nebo materi
kaSi¢ce jsou metody vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV-VIS
nebo MS detekci, proteinového sekvenovani, hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
nebo polyakrylamidové gelové elektroforézy (SDS-PAGE).

Metoda MALDI-TOF byla pouzita k studiu funkce a porovnani mellitinu a apimisinu
ve vCelim jedu (Baracchi et al., 2011; Baracchi & Turillazzi, 2010). Pomoci HPLC byla
v matefi kaSiCce detekovana pritomnost jelleind (Fontana et al., 2004). Ke kvantifikaci
vceliho AmP apidaecinu se pouziva nanokapilarni kapalinova chromatografie spojena

s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) (Danihlik et al., 2014). Diive se uplatnila metoda
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proteinového sekvenovani, diky niz byly stanoveny sekvence vcCelich antimikrobialnich
peptidi (Casteels et al., 1989, 1990, 1993). Kombinaci sekvenovani a HPLC izoloval
Fujiwara et al., 1990 royalisin z mateti kaSicky. Bachanova et al., 2002 pomoci
elektroforézy a sekvenovani identifikovali kromé royalisinu také defensin. Velka cast
studii se zabyvala vyzkumem AmP prostfednictvim metody PCR a jejich modifikaci.
Zaméfovaly se predev§im na miru exprese genu kodujicich AmP nebo jejich prekurzory

a pfipadné zmeény v této expresi (Evans, 2004; Klaudiny et al., 2005).

2.2.7.1 Analyza antimikrobialnich peptidi pomoci imunochemickych

metod

Detekce a kvantifikace antimikrobialnich vcelich peptidii na zakladé imunochemické
reakce byla dlouho realizovana pouze pomoci Western blot analyzy, napt. detekce
aktivniho proteinu matefi kagicky (Simuth et al., 2004). Kromé metody Western blotu se
vSak v posledni dobé zacCaly objevovat studie zabyvajici se detekci AmP pomoci jiné
imunochemické metody — tzv. ELISA metody.

ELISA metoda byla pouzita pfevazné k detekci proteinti ptitomnych ve vcelich
produktech jako jsou apalbumin v medu (Bilikova & Simuth, 2010), proteiny z rodiny
jelleini obsazené v matefi kaSicce (Yamaguchi et al., 2013), anebo také defensin-1
ptitomny v medu (Valachova et al., 2016). Co se ty¢e AmP pritomnych pfimo ve vcelim
téle, Shen et al., 2014 provedli uspésné rychlou detekci royalisinu ELISA metodou
ve vceli hemolymfé€.

Nicméné zatim nebyla ELISA metoda vyrazné rozsifena ani pro detekci AmP z jinych
zivoci$nych druht ¢i jinych organismi. V pfipadé hmyzu byla tato metoda pouzita
pro detekci napt. thanatinu pochézejiciho z polokiidlého hmyzu Podisus maculiventris
(G. Wu et al, 2011) nebo scolopendinu-1 u stonozek zrodu Scolopendra
(Choi et al., 2014). ELISA metoda byla také vyvijena pro detekci piscidinu 4 v riznych
druzich ryb (Corrales et al., 2010), anebo byla pouzita pro stanoveni hladiny proteind

produkovanych lidskou kazi (Harder et al., 2010).

2.3 Imunochemické metody

K dukazu, stanoveni ¢i separaci analytu se pouzivaji imunochemické metody, které jsou
zalozeny na specifické interakci tohoto analytu s protilatkami. Vyuzivaji se tak specifické
produkty imunitniho systému obratlovca, které byly puvodné in vivo namifeny

v rozpoznani a likvidaci cizorodého agens (antigenu) (Kralova, 2001).
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2.3.1 Antigeny

Antigeny jsou obecné struktury, které maji schopnost specificky reagovat s protilatkou
nebo bunécnym receptorem pro antigen. D¢€li se na kompletni — imunogeny, které jsou
schopné vyvolavat imunitni odpovéd’ organismu, a nekompletni antigeny — hapteny, jez
nejsou schopny samy o sob& imunitni odpovéd vyvolat, musi byt navazany na nosic¢
(Kuby et al., 2007). Nejcastéj§imi a nejsiln€j§imi imunogeny jsou proteiny, glykoproteiny
nebo polysacharidy (Kralova, 2001).

Kompletni antigen se sklada zné€kolika mensSich skupin atomu, tzv. epitopd
(téz determinantni skupina). Epitopy jsou konkrétni oblasti antigent, které jsou schopny
imunologické reakce s protilatkami nebo s antigen-specifickymi  receptory
na lymfocytech (Kuby et al, 2007). Jsou tvofeny vétSinou aminokyselinovymi
jednotkami, obvykle 5-21 jednotek (Ramos-Vara, 2005). Antigeny mohou byt bud’
purifikované z biologického materialu (pfirozeny ptvod), anebo syntetické — vyrobené

na zakladé znalosti jejich sekvence (Mandel et al., 1992).

2.3.2 Protilatky

Protilatky jsou latky glykoproteinové povahy, kjejichz sekreci dochazi na zakladé
imunizace zivo¢ich antigeny. Jsou produkovany plazmatickymi bufikami, znamymi téz
jako B-lymfocyty. Protilatky maji globularni strukturu, kterd v zakladé spolecna vSem
typum, a proto se oznacuji také jako imunoglobuliny (Ig). Dale se pak rozdéluji do péti
tiid: IgA, IgD, IgE, IgG a IgM. VSechny typy imunoglobulinii maji schopnost specificky
se vazat na antigen (Kuby et al., 2007; Lipman et al., 2005).

Zakladni molekula imunoglobulind je tvofena dvéma typy polypeptidovych fetézct —
lehkych (L) a tézkych (H), které jsou spojeny disulfidovymi a nekovalentnimi vazbami.
Dva lehké a dva tézké fetézce dohromady vytvari strukturu ve tvaru pismene Y (obr. 4).
Oba typy fetézce se vyskytuji v konstantni formé, ktera je spole¢na pro vSechny tiidy Ig
a ve forme variabilni, ktera se lisi v aminokyselinové sekvenci a je specificka pro kazdy
typ Ig (Fitzpatrick et al., 2000).

Imunoglobuliny je mozné proteolyticky Stépit za vzniku Fab a Fc fragmentt. Kazdé
rameno ypsilonového motivu tvoii jeden Fab fragment, pificemz obsahuji vazebné misto
pro antigen, které vznika mezi variabilnimi doménami lehkych a tézkych fetézcu.

Fc fragment schopnost vazat se na antigen postrada (Bennett et al., 1997).
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Obr. 4: Schématické znazoméni molekuly imunoglobulinu IgG. Kazdy tézky (H) a lehky (L)
fetézec je tvoren variabilnimi (V) a konstantnimi (C) oblastmi (upraveno podle Kuby et
al., 2007).

2.3.2.1 Polyklonalni protilatky

Polyklonalni protilatky vznikaji imunizaci neboli umélym aplikovanim imunogenu
do zivocisného organismu. K produkci polyklonalnich protilatek se nejcastéji pouzivaji
zvitata z rodu savcd, jako jsou kralici, mysi, kozy, ovce nebo koné. Poté, co se do téla
zvitete vpravi antigen, zaCne imunitni systém produkovat protilatky specifické vaci
tomuto antigenu. Nejvyssi koncentrace protilatek je dosazeno v krvi zvifete, ktera se také
odebira. K dal§im aplikacim se vyuziva bud’ kompletni krevni sérum (antisérum), nebo se
izoluje globulinova frakce (Lipman et al., 2005).

Polyklonalni protilatky pfedstavuji smeés protilatek, které byly produkovany nékolika
typy B-lymfocytt. Na jeden epitop imunogenu totiz mizZe reagovat vice bunék lymfocyta
za vzniku klont, z nichz pak protilatky vznikaji. Protilatky se pak mohou vyznamné lisit
svou afinitou. (Leenaars et al., 1999). Polyklonalni protilatky vykazuji docela vysokou
specifitou vici antigenu, prave diky produkci vétsim poctem klont plazmatickych bunék,

z nichz kazdy vytvafi protilatky proti specifickému epitopu (Lipman et al., 2005).
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2.3.2.2 Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou na rozdil od protilatek polyklonalnich produktem pouze
jednoho klonu protilatek. Z nich vznikaji homogenni protilatky, jez maji stejnou
strukturu, specifitu i afinitu k antigenu (Kralova, 2001)

K imunizaci se pouzivaji predevsim mysi, kterym se odebere slezina, z niz se izoluji
B-lymfocyty. Vzhledem k tomu, ze lymfocyty maji in vitro jen omezenou dobu k preziti,
je nutné je nejprve zfuzovat s nadorovymi lymfocyty (myelomy), které se dodavaji
komeréné. Tak vznikaji tzv. hybridomy, které mohou jednak produkovat specifické
protilatky, a jednak se mohou snadno a opakované¢ mnozit. Pro dalsi postup je nutné
hybridomy oddélit od nezfizovanych myelomovych bunék, coz se provadi pomoci
specialniho selektivniho média (HAT médium). Hybridni buriky v tomto médiu,
porostou, zatimco nezfuzované buriky zahynou. Nasleduje klonovani hybridnich bunék,
které jsou prubézné testovany na piitomnost pozadovanych protilatek. Kazda jednotliva
burika pozitivni na zadané protilatky se necha pomnozit za vzniku klont a po urcité dobé
je opét provedena kontrola specifity. Nejvhodnéjsi hybridomy jsou pouzity k produkci
protilatek bud’ in vitro v kultivacnich lahvich anebo in vivo injektovanim do bfi$ni dutiny

myS$i (Kralova, 2001; Kohler & Milstein, 1975).

2.3.2.3 Fv fragmenty

Fv fragment pfedstavuje fuzni protein piipraveny rekombinantnimi technikami. Jedna se
o variabilni casti lehkych a tézkych fetézci imunoglobulinu spojené kratkym
peptidem (Huston et al., 1988), nekovalentni vazbou (Skerra & Pliickthun, 1988),
disulfidovou vazbou (Brinkmann et al., 1993) nebo kombinaci peptidu a disulfidové
vazby (Youngetal., 1995). 1 pfes odstranéni konstantnich oblasti si Fv fragment
zachovava specifitu pivodniho imunoglobulinu (Huston et al., 1988).

Pro tvorbu Fv fragmenti mohou byt pouzity bunky produkujici protilatky pouzivané
pfi tvorbé monoklonalnich protilatek, z nichz je extrahovana mRNA. Podle templatu
mRNA se syntetizuje fetézec cDNA, podle néhoz se pomoci PCR namnozi specificky
gen pro tvorbu protilatek. Tento gen je nasledné vlozen do vektoru, kterym muize byt
napf. plazmid nebo fag bakterie Escherichia coli. Dochazi k mnozeni bakterie, ktera na
svém povrchu zaroven exprimuje klonované protilatky, jez tak mohou byt snadno

separovany a detekovany.(Liu et al., 2019; Skerra & Pliickthun, 1988).
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2.3.3 Vazba antigenu a protilatky

Vzajemnou nekovalentni interakci antigenu se specifickou protilatkou dochazi ke vzniku
imunokomplexu. Na interakci se podili nejcastéji elektrostatické, disperzni, vodikové
nebo hydrofobni sily. Primamé se uplatiiuji Coulombovy sily, k nimz dochazi
mezi opacné nabitymi aminokyselinami antigenu a protilatky. Obecné plati, ze pokud
dochazi ke vzniku vazby prostiednictvim Coloumbovy sily, zacnou pusobit také van der
Waalsovy sily. Oba druhy sil jsou efektivni na vétsi vzdalenosti. Sekundarné pak v delsim
casovém odstupu vznikaji také vodikové vazby. Ackoliv jsou vodikové vazby mnohdy
siln€jsi nez Coulombovy ¢i van der Waalsovy, pusobi na mnohem kratsi vzdalenosti
(Kuby et al., 2007). Hydrofobni interakce jsou pii tvorbé vazby dominantni. Pfi t€sném
kontaktu dvou hydrofébnich povrcha se vytla¢uji molekuly vody, coz zaroven zvysuje
pevnost ostatnich vazeb. Disperzni sily pfi interakci dvou nepolarnich skupin atoma

a rovnez pusobi spise na kratsi vzdalenosti. (Kralova, 2001).

2.3.4 Western blot analyza

Western blot piedstavuje velice ucinnou a Siroce pouzivanou techniku separace a analyzy
proteinti na zakladé specifické vazby vznikajici mezi analytem a k nému pfislusnou
protilatkou. Western blot jako metoda imunochemické detekce vznikla vylepSenim
predchozich metod Southern a Northern blot. Towbin et al., 1979 poprvé separovali
proteiny za pomoci polyakrylamidového gelu a nasledné je pfenesli na nitrocelulosovou
membranu. Burnette, 1981 pak tento postup vylepsil modifikaci polyakrylamidového
gelu pouzitim dodecylsiranu sodného (SDS). Western blot probiha v sérii nékolika krokt
(obr. 5), které vedou od extrakce proteinu, pies jeho separaci v gelu az k preneseni

na membranu, na niz je nasledné detekovan.
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Obr. 5: Schématické znazomnéni prubéhu Western blotu. (pfevzato od Meftahi et al., 2021).

2.3.4.1 Priprava vzorku

Velice dalezitym krokem, na némz zavisi i vSechny ostatni postupy, je samotna pfiprava
vzorkd. Vétsinou se pouzivaji celé Casti tkani nebo tkanové kultury, které se po odebrani
zamrazuji ¢i lyofilizuji za G¢elem zabranéni pripadné degradaci proteint ti¢inkem proteas
(Jensen, 2012).

Vzorky obecné obsahuji proteinovy extrakt, lyzatni pufr a vzorkovaci pufr
(napt. Laemmliho nebo tricinovy pufr). Lyzacni pufry zizolovanych tkéani ¢i bunék
uvolfiyji a rozpousti obsazené proteiny. Vybér vhodného pufru je zavisly na pouzivané
protilatce, ktera obvykle na proteinu rozeznava jen malou ¢ast (epitop), na niz se vaze.
Epitop vSak muze byt schovan tercialni strukturou proteinu, a protoze vétSina protilatek
rozpoznava epitopy jen v denaturovaném stavu, musi dojit k jejich denaturaci, nejcastéji
pouzitim detergentu a zahfatim smeési. Proteinovy extrakt se lyzaénim pufrem ustavuje
na pozadovanou koncentraci, a proto se obvykle pfidava spolu se vzorkovacim pufrem
pomeérem 1:1 k extraktu (MacPhee, 2010).

Vzorkovaci pufr je tvofen pufrem, napt. TRIS, bromfenylovou modfi, jez umoziiuje
vizualizovat pribéeh elektroforézy; dale pak glycerol, ktery zvysuje hustotu pro lepsi
proudéni do jamek a rovnéz také B-mercaptoethanol, jenz jako redukéni Cinidlo pusobi na

disulfidové vazby a prispiva k dalsi denaturaci proteind. (Jensen, 2012; MacPhee, 2010).

2.3.4.2 Gelova elektroforéza

Pro separaci proteinu se pouziva elektroforéza, ktera probiha v polyakrylamidovém gelu.
Polyakrylamid vznika polymeraci akrylamidu a zesiténim biskakrylamidu. Vytvari se tak
molekulové sito, které ma vyrazné zpomalovaci vlastnosti. Rozsah separace je dan
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velikosti porQ, jiz ovliviiuje procentualni pomér akrylamidu a bisakrylamidu
(Hjerten, 1963).

Proteiny mohou byt rozdéleny na zékladé¢ elektrického naboje, izoelektrického bodu,
molekulové hmotnosti, anebo kombinace téchto vlastnosti. Po aplikaci napéti dochéazi
k migraci proteint riiznou rychlosti, coz se projevi jako vznik tzv. band (Jensen, 2012).
Velmi casto elektroforéza probiha v pfitomnosti SDS, vtomto piipadé mluvime
o tzv. SDS-PAGE. SDS je soucasti pufru a obaluje uvoliované proteiny, zajistuje jejich
denaturaci a zaroveti jim udé€luje uniformni zdporny naboj. Diky tomu se proteiny pfi
elektroforéze nepohybuji na zakladé rizného naboje a velikosti ¢i tvaru molekuly, ale

rozdéluji se jen podle své molekulové hmotnosti (Burnette, 1981).

2.3.4.3 Pienos proteini na membranu

Po probéhnuti elektroforézy se rozdélené proteiny vétSinou prenasi z gelu na membranu.
V piipadé Western blotu jsou proteiny na membranu pienaseny za pusobeni konstantniho
elektrického proudu & napéti, mluvime o tzv. elektroblotu. Usp&snost pieneseni proteint
na membranu zavisi na povaze gelu, molekularni hmotnosti proteina a také na pouzité
membrané. NejCastéji pouzivanymi pro Western blotting jsou nitrocelulosova
a polyvinilidenfluoridova membrana (PVDF), dale pak membrana z aktivovaného papiru
nebo aktivovaného nylonu (Kurien & Scofield, 2009; MacPhee, 2010).

Elektroblot mize probihat né€kolika zptisoby. Pfenos muze byt uskuteCnén pomoci
uplného ponoifeni membran a gelu uzaviené spolu s dal§imi komponenty ve specialni
nadobé obsahujici elektrodu a naplnéné blotovacim (pfenosovym) pufrem, kterd je
pfipojena ke zdroji elektrického proudu. V tomto pfipade€ se jednd o tzv. Tank blot.
Druhym zptisobem pienosu je umisténi komponent nasaklych blotovacim pufrem mezi
elektrody. Jako prenosovy pufr slouzi pouze pufr nasakly v membrang, gelu a filtraénich
papirech. Oproti ponofeni do roztoku je metoda Semi-dry rychlejsi, vyzaduje mensi
spotfebu elektrické energie a také je relativné levnéjsi (Kurien & Scofield, 2006).
Po ukonceni elektroblotu je mozné membranu nejprve obarvit pomoci specialnich barviv
jako jsou Ponceau S ¢i amidocerni, které oveii prfitomnost pfenesenych proteind

na membrané (Kurien & Scofield, 2009).

2.3.4.4 Imunodetekce

Po ukonceni elektroblotu je nejprve nutné na membrané zablokovat veSkera volna mista

tak, aby se protilatka vazala pouze na dany antigen. Jako blokovaci pufr se nejCastéji
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pouziva 5% roztok bovinni sérovy albumin (BSA) nebo 5% roztok suSeného mléka.
Blokovaci pufr by mél byt vhodny jak pro membranu, tak pro protilatky (MacPhee, 2010).

Samotnd imunodetekce je zalozena na inkubaci membrany v roztoku primarni
protilatky, promyti a nasledné inkubaci se sekundarni protilatkou. Je nutné stanovit
idealni koncentraci protilatek z hlediska vysledné senzitivity celé metody, aby byl podil
Sumu pozadi co nejmensi (Kurien & Scofield, 2009).

V poslednim kroku dochazi k samotné detekci proteint. V zavislosti na pouzitém
znaceni sekundarni protilatky se pouziva kolorimetrické, radioaktivni, fluorimetrické
nebo chemiluminiscen¢ni vyhodnoceni. V pfipadé pouziti enzymu jako znacky se
membrana inkubuje v roztoku specialniho barviva, pficemz dochazi k obarveni bandu

detekovanych proteint. (Kurien & Scofield, 2009; MacPhee, 2010).

2.3.5 ELISA stanoveni

ELISA stanoveni (Enzyme-linked immunoassay) je kvantitativni analyticka metoda,
ktera detekuje interakci mezi antigenem a protilatkou za nasledné detekce meéfitelného
signalu — absorbance, fluorescence ¢i radioaktivity... Vyhodou této metody je moznost
pouziti 1 pro velmi nizké koncentrace analytu, jimiz mohou byt proteiny (peptidy),
hormony ¢i vitaminy. Jedna se velice citlivou, specifickou, reprodukovatelnou a relativné
casove nenarocnou metodu analyzy (Hornbeck, 1992).

Zékladni principy ELISA metody a RIA metody (radioimmunoassay) byly znamy uz
od roku 1941, nicméné k masivnimu rozsifeni pouziti obou metod doslo az ve druhé
poloving 20. stoleti. V roce 1971 Engvall a Perlmann modifikovali RIA metodu, kdyz
nahradili radioizotopovou znacku na protilatce enzymem a pomoci této nové metody
stanovili hladinu imunoglobulini G v krali¢im séru (Engvall & Perlmann, 1971).
Nezavisle na tomto vyzkumu byl ve stejné roce publikovan také vyzkum detekujici
choriovy gonadotropin v moci s vyuzitim kfenové peroxidasy jako enzymové znacky
(Van Weemen & Schuurs, 1971). Od té doby zacinala byt metoda stale Castéji vyuzivana
a jeji uplatnéni se tak rozsifilo do mnoha védeckych obort. Vyznamnym pralomem byla
modifikace metody v podobé pouziti mikrotitraéni desticky, kterou v roce zavedl

Siegle et al., 1980 na experimentalnim stanoveni koncentrace proteini a hormond.

2.3.5.1 Princip metody
Zakladni podstatou ELISA metody, jak jiz bylo zminéno vySe, je detekce reakce mezi

antigenem a protilatkou. Antigen je nejprve imobilizovan na specificky povrch, kterym
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je nejcasteji polystyren, polyvinyl nebo polypropylen. Nejcastéji se vyuziva 96—amkova
mikrotitra¢ni desticka, pouzity vSak také mohou byt specialni zkumavky. Na povrch se
mohou byt absorbovany nejen antigeny, ale také protilatky, vzdy v kapalné fazi
(Engvall & Perlmann, 1971; Gabaldon et al., 1999).

Samotny proces metody sestava ze Ctyf obecnych kroku: tzv. ,,coating™, blokovani,
detekce a méfeni signalu (Konstantinou, 2017). Mezi kazdym krokem musi byt jamky
proplachnuty specialnim promyvacim pufrem, ¢imz se odstrani nenavazané antigeny
¢i protilatky. Takovymi pufry jsou fosfatovy (PBS) nebo trisovy (TBS) puft, které jsou
doplnény o detergent neonické povahy, coz je napt. Tween 20 (Kohl & Ascoli, 2017a).

Pfi procesu zvaném ,coating™ se na povrch jamek mikrotitraéni desticky absorbuji
antigeny, které jsou rozpustény ve specialnim pufru. Inkubace probihd v zavislosti
na typu vzorku a stanovovaném analytu rizn€ dlouhou dobu. Rozhodujici muze byt také
teplotni naro¢nost (Hornbeck, 1992). Absorpce se uskuteciiuje pomoci elektrostatickych,
hydrofobnich, van der Waalsovych nebo nekovalentnich vazeb (Fitzpatrick et al., 2000).

Blokovani je proces, pii némz dochézi k zablokovani vSech nenasycenych vazeb
v mikrotitracni jamce pfidanim proteinu. Nejcasteji se k tomuto ucelu pouziva roztok
BSA (Konstantinou, 2017).

Detekce spoCiva v pfidani enzymu, ktery reaguje se specifickym substratem za
vzniku zbarveni. Enzymova znacka muze byt navazana bud pifimo na primarni
protilatku, jez se vaze pfimo na absorbovany antigen, anebo se v reakci pouzivaji
protilatky dvé pfiCemz jedna slouzi jako tzv. primarni (detekéni) protilatka a druha
protilatka (sekundarni) enzymovou znacku a specificky se vaze na primarni protilatku.
(Engvall & Perlmann, 1971; Hornbeck, 1992). Nejhojnéji pouzivanymi enzymy
jsou avidin-peroxidasa (kfenova peroxidasa, HRP, EC 1.11.1.x) a alkalicka fosfatasa
(AP, EC 3.1.3.1) (Nakane & Pierce, 1967).

Po pfidani chromogenniho substratu dochézi za katalyzy pfitomného enzymu k reakci
za vzniku zbarveni, coz je nejCastéji vyuzivany typ detekce. Jako substrat pro HRP se
velice Casto pouziva 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB), pro AP je to p-nitrofenylfosfat
(pNPP) (Konstantinou, 2017).

Vyhodnoceni se provadi za pouziti spektrofotometrickych zafizeni, které v pripadé
kolorimetrického produktu méfi absorbanci, kterd je pfimo umeérna koncentraci
stanovovaného analytu. M¢fit lze pfimo barevny produkt, Castéji se vSak enzymova
reakce zastavuje, napt. zménou pH piidanim zifedéného roztoku kyseliny a méfti se tak

az vysledny produkt (Hornbeck, 1992).
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2.3.5.2 Prima metoda

Pfima metoda ELISA stanoveni byla vibec prvnim vyvinutym postupem a na jejich
zakladech byly pozd¢€ji zalozeny i1 ostatni metody. Antigen, ktery je imobilizovan
na povrch jamky a nasledné se vaze s protilatkou, jez je pfimo oznaCena enzymem
(obr. 6a). Po pridani odpovidajiciho substratu se po probéhnuti enzymem katalyzované
reakce méfti vznikly signal (Engvall & Perlmann, 1971; Hornbeck, 1992). Pfima metoda
je vhodna pro stanovovani zejména latek s vys§i molekulovou hmotnosti, v soucasné
dobé¢ vsak ustupuje dalsim metodam, které jsou presnéjsi, citlivéjsi a mohou byt pouzity

i pro nizsi koncentrace analytu (Kohl & Ascoli, 2017¢; Konstantinou, 2017).

2.3.5.3 Neprima metoda

Podobné jako pfima metoda i nepiimy typ stanoveni vyzaduje nejprve absorpci antigenu
na povrch jamky. Na imobilizovany antigen se nasledné vaze protilatka specificka
k tomuto antigenu ziskand imunizaci ze séra laboratorniho zvifete. Takto ziskana
protilatka se nazyva primarni. Charakteristickym znakem nepfimé metody je pouziti
druhé — sekundarni — protilatky, jez je konjugovana s enzymem a je specificka vici
primarni protilatce (obr. 6b) (Kohl & Ascoli, 2017a).

Nepiima metoda je mnohem citlivéjsi a lze ji pouzit k detekci vzorkl s velice nizkym
mnozstvim hledaného antigenu. Kromé toho je metoda vyhodnéjsi také pro stanovovani
analytu, ktery ma diky svym fyzikalné-chemickym vlastnostem niz§i piilnavost
k povrchu, anebo je ve vzorku pifitomno kromé tohoto proteinu i mnoho jinych

(Kohl & Ascoli, 2017a; Konstantinou, 2017).

2.3.5.4 Kompetitivni metoda

Hlavnim odliSovacim znakem kompetitivni metody je kombinace referencniho analytu
daném mnozstvi s neznamym mnozstvim stejného analytu, které spolu soutézi o navazani
na vazebna mista protilatky, jejichz poCet je omezeny. Metoda muze probihat
s absorbovanym antigenem nebo protilatkou na povrch jamky. V prvnim piipadé je
na povrch jamky navazan referen¢ni analyt, k némuz se poté piida nezndmé mnozstvi
analytu v roztoku (obr. 6¢). Tyto dva antigeny po pfidani znacené protilatky spolu soutézi
0 jeji navazani. Cim vice je ve smési neznamého antigenu, tim vice bude navazano
konjugované protilatky. Mnozstvi antigenu je pfimo umérné inhibici hydrolyzy substratu,
a absence signalu tak svéd¢i o jeho pfitomnosti ve vzorku. Pokud je na povrch jamky

navazana protilatka v omezeném mnozstvi, v roztoku se nasledné pfidava neznamy
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vzorek analytu a referencni analyt, jenzZ ma na sob¢€ navazanou znacku (Clark et al., 1986;
Engvall & Perlmann, 1971; Hornbeck, 1992; Konstantinou, 2017).

Hlavni vyhodou kompetitivni metody je moznost meéfeni koncentrace analytu
jak molekul o nizké molekulové hmotnosti, tak i vétSich molekul, napf. proteind

(Yorde et al., 1976).

2.3.5.5 Sendvicova metoda

Na rozdil od pfimé a nepifimé metody zacind sendvicova metoda nikoliv absorpci
antigenu, ale protilatky na povrch jamky (obr. 6d). Takova protilatka se pak nazyva
zachytna, na niz se posléze specificky vaze antigen. Nasleduje stejny postup jako
u pfedchozich metod, tedy navazani primarni a sekundarni protilatky a pfidani
enzymoveého substratu. Nazev sendvicové metody byl odvozen od komplexu,
tzv. sendvice, ktery spolu antigen a protilatky vytvari. Vyznacuje se vysokou citlivosti
ke stanovovanému antigenu, je vSak Casov€ narocn€j§i a drazsi z davodu pouziti tieti
protilatky. Pro presnéjsi stanoveni je rovnéz dulezité, aby nedochazelo ke konkurenci
ovazbu na antigen mezi primarni a sekundarni protilatkou (Kato et al., 1977;

Kohl & Ascoli, 2017b).

a. Pfima metoda b. Nepfima metoda | c. Kompetitivni metoda | d. Sendvi¢ova metoda
Imobilizace
Ag (a-c), o Py @ ® Y Y
Ab (d) ° ® - ® - Y
Blokovani u u a |
| « a
e o o .0 0 0 oo ¢ Y YY
PFidani detekéni
Ab (b), A. A o A
konkurencniho
Ag s Ab (c), Ag (d) ./\ , ‘ . !A. v ? ’
Pfidani znacené
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PFidani substratu
a méreni

absorbance é

Obr. 6: Bézné pouzivané formaty ELISA metody, (a) pfima metoda vyuZzivajici detekcni
znacenou protilatku, (b) nepfima metoda s pozitim primarni a sekundarni protilatky,
(c) kompetitivni metoda vyhodnocovana nepfimo, (d) sendvicova metoda s pfimym
vyhodnocenim (upraveno podle Fitzpatrick et al., 2000).
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2.3.5.6 Problematika ELISA metody

2.3.5.6.1 Priprava primarnich protilatek

Polyklonalni protilatky jsou velmi ¢asto pouzivany pro analyzu pomoci ELISA metody,
ale také pii Western blotu. Jejich pfipravu vSak provazi fada dilezitych kroku, u nichz je
potieba dbat doporucenych postupt

Pred pfipravou primarnich protilatek je velice dulezita ptiprava antigenu, ktery ma
produkci téchto protilatek vyvolat. Pouzity antigen by mél byt co nejvice Cisty, aby
vysledna specifita byla co nejvyssi. Ackoliv je proces purifikace antigenu casovée
naro¢ngjSich krokem, ve vysledku muze byt velice hodnotny. Rovnéz by mélo byt
zaruCeno, aby antigen nebyl pro cilové zvife toxicky. Toxicitu antigenu zpusobuji bud’
endotoxiny, jako lipopolysacharidy, chemické latky pouzivané k likvidaci
mikroorganismi, napi. formaldehyd nebo extrémni pH mimo fyziologické rozmezi.
(Hau & Schapiro, 2002). Dualezita je také optimalizace davky antigenu, ktera ma byt
k imunizaci pouzita. Nepfiméfené mnozstvi antigenu muze zapfiCinit nezadanou
imunitni odpovéd ve formé suprese, tolerance, vznik precitlivélosti nebo jiné
(Leenaars & Hendriksen, 2005).

Podle pozadovaného mnozstvi produkované protilatky je nutné optimalizovat vybér
vhodného zvifete. Zatimco k produkci monoklonalnich protilatek se pouzivaji vyhradné
myS$i, u polyklonalnich protilatek se krome mysi nejCastéji pozivaji také kralici. Jejich
vyhodou je bezesporu delSi doba zivota, zejména vSak produkuji piiméfené
mnozstvi antiséra o  vysoké afinité protilatek (Hau &  Schapiro, 2002;
Leenaars & Hendriksen, 2005). Pokud je zapottebi produkovat vétsi mnozstvi protilatek,
pouzivaji se k imunizaci zvifata jako koza, ovce ¢ koné (Fitzpatrick et al., 2000).
Dulezitymi faktory, které maji na imunizaci podstatny vliv, je stafi zvifete, pohlavi
a samoziejmé zdravotni stav (Hau & Schapiro, 2002).

Pro zesileni a zefektivnéni imunizace se pouzivaji adjuvans, ktera zejména v pripade
slabého antigenu zesiluji imunitni reakci. Prvnimi vyvinutymi a nejpouzivanéjsimi jsou
Freundovo kompletni adjuvans obsahujici emulzi vody a mineralniho oleje spolu
susmrcenymi mykobakteriemi a Freundovo neuplné adjuvans, jez mykobakterie
neobsahuje (Freund et al., 1937; Johnston et al., 1991).

Samotny imunizacni protokol je ovliviiovan nékolika kroky — zpiisob injektovani,
mnozstvi davky a pouziti posilujici davky. Roztok obsahujici antigen muze byt zvifeti

podan injekci do svalu (intramuskularn€), do kuze (intradermalné), do podkozi
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(subkutanné), do dutiny bfisni (intraperitonealné) nebo pfimo do zily (intravendzng)
(Leskowitz et al., 1960). Mnozstvi aplikované davky se odviji od koncentrace antigenu
v roztoku. V idealnim pfipadé by mélo byt v zavislosti na vlastnostech antigenu
(koncentrace) a na pouzitém zviteti aplikovano co nejmens§i mozné mnozstvi injekcni
davky (Droual et al., 1990). Moznost podani posilovaci davky pfichdzi v uvahu tehdy,
pokud po urcité dobé od podani injekce hladina protilatek zacne stagnovat nebo dokonce
klesat. Dalsi davka, ktera ne pokazdé musi obsahovat adjuvans se aplikuje nejdiive
po 4 tydnech od prvni imunizace (Leenaars et al., 1999).

V prabéhu celé imunizace je zvife pravidelné kontrolovano a pozorovano na vyskyt
moznych nezadoucich ucinka. Odebranim krve zvitete se stanovuje titr protilatek. Pokud
je mnozstvi protilatek dostatecné, vétSinou se odebere zviteti Cast krve tak, aby bez thonu

ptezilo a mohlo se zotavit (Diehl et al., 2001).

2.3.5.6.2. Priprava sekundarnich protilatek

Sekundarni protilatky pouzivané k detekci primarnich protilatek, které vznikly imunizaci
napt. kralika, musi byt produkovany v jiném zvifeti tak, aby vysledné protilatky byly
zamifteny proti izotypum krali¢ich imunoglobulint. Je vyhodnéjsi pouzit smés protilatek
produkovanych vice zastupci druhu, aby se minimalizovaly rozdily v odezvé. Vétsina
laboratofi dava prednost pouziti komercnich obecnych sekundarnich protilatek, jejichz
spektrum detekce IgG je velice Siroké (Manning et al., 2012).

Ptipravuji se imunizaci za pomoci purifikovanych imunoglobulini ¢i jejich fragmenta.
Absorpci se odstrani oblasti reaktivity na bézné epitopy, napt. lehké retézce nebo zbytky
jinych fragmentt, které by mohly produkci protilatek ztézovat. Vysledna protilatka se
validuje a ovétuje se jeji specifita (Ramlau, 1987).

Na rozdil od primarnich protilatek jsou sekundarni protilatky znaceny za pouziti dalsi
molekuly, ktera pak umoziuje generovat mefitelny signal. Sekundarni protilatka mize
byt konjugovana senzymem, radionuklidem, fluorescencni ¢i chemiluminiscencni
molekulou, biotinem anebo s nanocastici (Polachova et al., 2019).

Nejvice pouzivanymi znackami jsou enzymy, hlavné kienova peroxidasa a alkalicka
fosfatasa. Dale mohou byt pouzity také enzymy jako p-D-glukosa:kyslik-1-
oxidoreduktasa (glukosaoxidasa, GOD, EC 1.1.3.4), p-D-galaktosidgalaktohydrolasa (/-
galaktosidasa, EC 3.2.1.23) (Kato et al., 1977), a-1,4-glukosidasa (glukoamylasa,
EC 3.2.1.3) nebo ureasa (EC 3.5.1.5) (Hornbeck, 1992). Alkalicka fosfatasa — patrné

nejroz§irenéj§i enzym konjugovany s protilatkou, se vyznacuje predevsim dobrou
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stabilitou, vybornou katalytickou rychlosti, odolnosti vici Cinidlim a také diky své
snadné konjugaci s protilatkou. Kromé toho, substraty alkalické fosfatasy maji tu vyhodu,

ze nejsou toxické a jsou pomeérné stabilni (Hornbeck, 1992).

2.3.5.6.3 Vazebné vlastnosti protilatek

Detekce antigenu ELISA metodo je zalozena na rozpoznani a specifické vazbé protilatky
na epitopy toho daného antigenu. Velkym problémem imunochemickych metod mize byt
zktizena reaktivita, ktera predstavuje schopnost protilatky reagovat s podobnymi epitopy
na jinych proteinech. Kfizena reaktivita mize zcela zménit vysledek analyzy a mit tak
dopad na reprodukovatelnost. Schopnost protilatky rozeznavat specificky epitop
v piitomnosti jinych epitopt se nazyva specifitou. Cim vé&tsi bude specifita protilatky, tim
je mensi pravdépodobnost vyskytu kiizové reaktivity (Abbott et al., 2010; Konstantinou,
2017; Lipman et al., 2005).

Afinita je oznaCovana jako mira vazebné sily jednoho vazebného mista protilatky
k epitopu. Pro imunochemicka stanoveni jsou vhodné protilatky s vysokou hodnotou
afinity, protoze vazou vét§i mnozstvi antigenu s vétsi stabilitou za krat§i dobu. Kromé
specifity a afinity rozliSujeme u protilatky jesté také aviditu, ktera vyjadiuje celkovou silu
vazby mezi protilatkami a antigenem. Je dana afinitou protilatky k epitopu a poctem
vazebnych mist na protilatce (Lipman et al., 2005).

Pro snizeni vyskytu kiizové reaktivity byvaji protilatky purifikovany, aby jejich Cistota
byla co nejvyssi. Jednim z takovych krokd je preadsorpce protilatky, ktera spociva
v prutoku protilatky kolonou obsahujici proteiny z takovych zvifecich druht, které by
potencialné mohly s danou protilatkou reagovat. Rozhodujici je také pouziti celé
imunoglobulinové frakce, nebo jen afinitné purifikované protilatky. Zatimco IgG frakce
maji vyS§i afinitu, purifikované protilatky vykazuji méné nespecifickych reakci. Dalsi
moznosti eliminace nespecifickych vazeb je pouziti Fab fragmentt postradajicich

Fc fragment (Sigmaaldrich, 2018).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie
Applichem: dodecylsulfat sodny (SDS), hovézi sérovy albumin (BSA)

Bio-Rad: tricinovy vzorkovaci pufr

Clonestar: primarni krali¢i polyklonalni protilatka

Lachema: mocovina, siran hlinity

Lachner: hydrogenfosforecnan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, kyselina fosfore¢na,
kyselina chlorovodikova, kyselina sirova, methanol, uhlicitan sodny.

Merck: perborat sodny

ROTH: 3,3'5,5'-tetramethylbenzidin (TMB), tetramethylethylendiamin (TEMED),
Tween 20

Sigma-Aldrich: Akrylamid, anti-krali¢i sekundarni protilatka konjugovana s AP, anti-
krali¢i sekundarni protilatka konjugovana s HRP, N,N'-bisakrylamid, 5-Brom-4-chlor-3-
indolylfosfat (BCIP), Coomassie blue G250, dihydrogenfosforecnan sodny monohydrat,
dimethylformamid, dimethylsulfoxid (DMSO), ethanol, glycin, glycerol, chlorid
hotecnaty, kyselina trifluoroctova, lipopolysacharidy z E. Coli, p-merkaptoethanol,
nitrotetrazoliova modf (NBT), Ponceau S, peroxodisiran amonny (APS), susené mléko,

tricin, TRIS.

3.1.2 Biologicky material

Vely, které byly pro potieby diplomové prace imunizovany, pochéazely ze v€elnice prof.

Mgr. Marka Pettivalského, Dr.

3.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Denver Summit (Denver Instruments, USA)
Centrifuga 5425 R (Eppendorf, Némecko)

Digitalni pH metr pH 50+ DHS (Giorgio Bormac, Italie)
Digitalni predvazky (Radwag®, CR)

Dokumentaéni systém Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)
Homogenizator FastPrep FP120 (MP Biomedicals, France)
Inkubacni lazen (MajorScience, USA)

Lyofilizator Lyovac GT-2 (Leybold-Heraeaus, Germany)
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Magneticka michacka IKA (Verkon, CR)

Mikrocentrifuga MS-6000 (Biosan, Lotyssko)

Termoblok PST-100HL (Biosan, LotySsko)

Ttepacka Bio Vortex 1 (Biosan, Lotysssko)

Spektrofotometr Reader Synergy H1 (Biotek Instruments, USA)

Zdroj pro elektroforézu (Cleaver Scientific, Velka Britanie)

3.1.4 Pouzité pufry a roztoky

Anodovy pufr pH 8,9: 0,1 mol-1"! Tris

Blotovaci pufr pH 8,3: 0,02 mol-1"! Tris, 0,2 mol-1"! glycin

ELISA substrat: 0,1 mol-1"! TMB ve fosfo-citratovém pufru

Fosfo-citratovy pufr s perboratem sodnym pH 4,6: 0,2 mol-1"! hydrogen fosfore¢nan
sodny, 0,1 mol-1"! kyselina citronova, 0,002 mol-1"! perboritan sodny

Gelovy pufr pH 8,45: 3,0 mol 1" Tris, 0,3 % SDS

Katodovy pufr pH 8,25: 0,1 mol-1"! Tris, 0,1 mol-1"! tricin, 0,1 % SDS

Promyvaci pufr pH 7,5: 1,50 mol-1"! chlorid sodny, 0,03 mol-1"! dihydrogen fosfore¢nan
sodny monohydrat, 0,012 mol-1"! hydrogenfosfore¢nan sodny

Pufr pro alkalickou fosfatasu pH 9,5: 0,1 mol 1" Tris, 0,05 mol 1" chlorid hotecnaty,
0,1 mol-1"! chlorid sodny

TBS pufr pH 7,5: 0,1 mol-1"! Tris, 2,5 mol-1"! glycin

Uhlig¢itanovy (vazebny) pufr pH 9,6: 0,04 mol-1"! uhligitan sodny, 0,06 mol-1"! hydrogen

uhlicitan sodny

3.2 Metody

3.2.1 Imunizace vCel a odebirani hemolymfy

Imunizace vcel byla provadéna na zaklad€ postupu, ktery uvadi Dostalkova et al., 2021.
V¢ely byly uspany oxidem uhli¢itym zhruba po dobu 2 min a poté byly imunizovany 1 pl
roztoku lipopolysacharidii o koncentraci 1 mg-ml™!. Imunizace jednotlivych véel byla
provadéna za pomoci 5 ul Hamiltonovy pipety s ostrou Sikmou Spickou, pfiCemz vpich
byl proveden na dorzalni strané zadecku. Kontrolni skupina vcel byla pouze rozdelena do
klicek bez jakéhokoliv zasahu. Ob¢ skupiny vcel byly na 24 h umistény v klickach spolu
s vyzivou v podobé roztoku 50% sacharosy do inkubatoru. Po 24 h byly vcely opét
uspany a byla jim oddé€lena hrud’ od zadeCku. Hemolymfa byla odebirana z hrudni ¢asti

a byla sbirana po 2 pul do 20 ul 0,1% kyseliny trifluorooctové (TFA). Finalni vzorek
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obsahoval hemolymfu z 5 v¢el (10 pl hemolymfy ve 100 pul 0,1% TFA). Hemolymfa byla

lyofilizovana pies noc a zamrazena pro dalsi pouziti.

3.2.2 Elektroforéza AmP

Byla provedena tricinova elektroforéza antimikrobialnich peptidi v 16%
polyakrylamidovém gelu s pfidavkem mocoviny podle Schiggera & von Jagowa, 1987.
Pocatecni napéti pii elektroforéze ¢inilo 50 V, po zaostreni jednotlivych zon bylo zvyseno

na 100 V.

3.2.2.1 Priprava vzorku z hemolymfy

Lyofilizované vzorky hemolymfy byl rozpustény ve 20 upl 0,1 M Tris-HCI pufru
anasledné byl vpoméru 1:1 pfidan tricinovy vzorkovaci pufr smichany s -
merkaptoethanolem. Zkumavky s takto pfipravenymi vzorky byly inkubovany 5 min
pii 95 °C a nasledné kratce centrifugovany. Do jamky bylo nanaseno 10 ul vzorku

hemolymfy nebo proteinového standardu s navazanym epitopem daného peptidu.

3.2.2.2 Barveni geltu po elektroforéze barvivem Coomassie

Po skonceni elektroforézy byly gely barveny Coomassie barvivem pro detekci
separovanych proteint. Gel byl oplachnut destilovanou vodou a poté vlozen na 2—12 h
do koloidniho roztoku obsahujiciho 0,02% Comassie blue G-250, 5% siran hlinity,
10% methanol a 8% kyselinu fosforecnou. Po ukonceni barveni byl gel 3x proplachnut
odbarvovacim roztokem tvofenym 10% methanolem a 2% kyselinou fosforecnou

(Pink et al., 2010).

3.2.3 Western blotting

Pfenos proteint z gelu na membranu byl realizovan tzv. tank-blot usporadanim. Byla
pouzita polyvinilidenfluoridovd (PVDF) membrana. Blotovani bézelo pfes noc

pfi konstantnim proudu 0,8 mA-cm™.

3.2.3.1 Barveni membrany po blottingu

Pro zviditelnéni prenesenych proteini byla membrana vlozena na 10 min do barviciho

roztoku Ponceau S (0,1% Ponceau S v 1% kyselin€ octové) (Schégger, 2000).

3.2.4 Imunodetekce

Membrana byla po skonceni blotovani vlozena do roztoku tvoreného BSA

v 1xkoncentrovaném TBS pufru. Redéni roztoku BSA se ligilo podle typu detekovaného
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peptidu — pro detekci defensinu a hymenoptaecinu byl pouzit 5% roztok BSA, pro abaecin
1% roztok BSA. Blokovani probihalo 2 h pfi 4 °C na tfepacce. Po skonceni blokovani
byla membrana 3x po 10 min proplachnuta 0,1% roztokem TBS s pifidavkem Tweenu 20
(TBS-T) pro defensin a hymenoptaecin, nebo 0,05% roztokem TBS s ptridavkem
Tweenu 20 pro abaecin.

Nasledné¢ byla membrana inkubovana v roztoku primarni  protilatky
v 1xkoncentrovaném roztoku TBS-T. V pfipadé defensinu a hymenoptaecinu byla
primarni krali¢i protilatka fedéna v poméru 1:500, pro detekci abaecinu byla primarni
protilatka fedéna v poméru 1:250. Inkubace probihala ptes noc pti 4 °C.

Nasleduyjici den byla membrana opét 3x promyta TBS-T pufrem a poté byla
inkubovana 1 h pifi 4 °C vroztoku sekundarni anti-krali¢i protilatky. Pro defensin
a hymenoptaecin byla sekundarni protilatka konjugovana s AP v TBS-T pufru fedéna
v poméru 1:15000, pro abaecin byla sekundarni protilatka fedéna v pomeéru 1:2000.

Po inkubaci byla membrana finalné 3x promyta TBS-T.

3.2.4.1 Barveni membrany po imunodetekci
Barvici roztok byl pfipraven smichanim pufru pro alkalickou fosfatasu, BCIP a NBT. Do
pfipraveného roztoku byla vlozena membrana. Po zviditelnéni bandii byla membrana

oplachnuta destilovanou vodou.

3.2.5 Stanoveni proteini Bradfordovou metodou

Celkovy obsah proteinti ve vzorku hemolymfy byl stanovovan pomoci Bradfordovy
metody (Bradford, 1976). Hemolymfa byla rozpusténa v 650 pl uhli¢itanového pufru.
Ze zasobniho roztoku BSA byly pfipraveny jednotlivé koncentrace pro kalibra¢ni ktivku
v rozmezi 50-500 pg-ml™'. Do spektrofotometrické mikrotitraéni jamky bylo pipetovano
nejprve 5 ul vzorku nebo standardu (u blanku 5 pl pufru) a nasledné 45 ul pufru, v némz
byly vzorky fedény. Nakonec bylo pfidano 200 pl roztoku Bradfordova ¢inidla.
Po inkubaci 5 min byla méfena absorbance pii 590 a 450 nm. Kalibracni ptfimka byla

ziskana linearizaci hodnot absorbance.
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3.2.6 ELISA stanoveni

3.2.6.1 Priprava vzorku z hemolymfy
Lyofilizované vzorky hemolymfy z 5 v¢el byly rozpustény v 650 ul uhli¢itanového pufru
a ponechany k rozpusténi po dobu 10 min pii 4 °C. Posléze byly vzorky kratce

centrifugovany na stolni mikrocentrifuze.

3.2.6.2 Extrakce proteinu z tkani

Postup extrahovani proteinti z ¢asti vCeliho téla (hlava, hrudnik, zadecek) byl obdobny
jako uvadi Danihlik et al., 2014 s drobnymi upravami. Té€lni ¢asti byly vloZzeny do 500 pl
0,1% TFA a homogenizovany 5 m-s™ po dobu 20 s. Vznikly homogenat byl centrifugovan
za laboratorni teploty pfi 15000xg 10 min. Supernatant byl odpipetovan do Cisté
zkumavky a opét centrifugovan za laboratorni teploty pii 15000xg 10 min. Vysledny
supernatant byl pfes noc lyofilizovan. Lyofilizované vzorky byly pfed pouzitim
rozpustény v 650 pl uhli¢itanového pufru, ponechany 10 min pii 4 °C k rozpusténi

a nasledné kratce centrifugovany na stolni mikrocentrifuze.

3.2.6.3 Optimalizace postupu ELISA stanoveni

Nejprve byla provedena optimalizace jednotlivych podminek a dil¢ich krokd ELISA
metody. Bylo urcovéano ideélni fedéni vzorku véeli hemolymfy, primarni i sekundéarni
protilatky. Nasledné byl sledovan vliv doby a teploty na inkubaci antigenu, vliv
zasaditého pH uhlicitanového pufru na inkubaci antigenu nebo vliv stafi chromogenniho

substratu na vysledny signal.

3.2.6.4 Postup ELISA stanoveni

Postup provedeni ELISA metod byl se sestaven na zakladé doporucenych postupt
udavanych vyrobcem s menSimi Upravami (Bergeron et al., 2018) Do 96—jamkové
desticky bylo naneseno 100 pl vzorku hemolymfy z 5 v¢el rozpusténé v uhli¢itanovém
pufru. Desticka pfes noc inkubovéana pfi 4 °C, pficemz néasledujici den byly jamky
3% promyty 200 pl pracovniho promyvaciho pufru. Po promyti bylo v§ech jamek pfidano
200 pl 0,5% mléka v pracovnim promyvacim pufru, nacez byla desticka inkubovana
2 hpii 37 °C za mirného tfepani. Po skonceni blokovani byly jamky opét promyty
promyvacim pufrem a do kazdé jamky bylo pfidano 100 pl nafedéné primarni protilatky
v definovaném pomeéru pro stanovovany peptid. Inkubace probihala 1 h pti 37 °C
za mirného tfepani, po jeho skonceni byly jamky opét promyty. Nasledné bylo pfidano
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100 pl sekundarni protilatky konjugované s HRP fedéné u urCeném poméru, nacez
inkubace opét probihala 1 h pii 37 °C za mirného tfepani. Po skonceni inkubace a promyti
jamek bylo do vSech jamek pipetovano 100 ul substratu pro ELISU, pfi¢emz inkubace
1 h pti 37 °C a za mirného tfepani probihala ve tmé. Posléze byla reakce zastavena
pfidanim 50 pl H>SO4 o koncentraci 0,5 mol 1"l Pomoci spektrofotometrického zafizeni

byla méfena absorbance pii 450 nm.

3.2.7 Software

Polyakrylamidové gely a PVDF membrany byly zachycovany pomoci programu Image
Lab.
Absorbance pro vyhodnoceni ELISA stanoveni byla zaznamenavana pomoci programu

Gene 5.

3.2.8 Statistické vyhodnoceni

Veskeré statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu Microsoft Excel 2021.
V tomto programu byly provedeny vSechny statistické vypocty a byly v ném vytvoreny
také vSechny grafy.
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4 VYSLEDKY

4.1 Vazebna specifita primarnich protilatek

4.1.1 Identifikace vazebné specifity primarni protilatky k defensinu-1
Peptidy obsazené v hemolymf¢€ ziskané z 5 imunizovanych v¢el byly rozdéleny pomoci
elektroforézy v tricinovém gelu s pfidavkem mocoviny. Byly vzdy pfipraveny dva gely,
z nichz jeden byl obarven Coomassie G-250 (obr. 7A) a nasledné pouzit pro identifikaci
peptidového slozeni v pozadované oblasti. Peptidy separované na druhém gelu byly
pomoci techniky Western blot v tank blot usporadani preneseny na PVDF membranu.
Transferované peptidy byly nasledné imunodetekovany pouzitim specifické polyklonalni
kréali¢i anti-defensin-1 priméarni protilatky a anti-krali¢i sekundarni protilatky
konjugované s alkalickou fosfatasou. Obr. 7B znazorfiuje membranu po finalnim
obarveni, kdy doslo ke vzniku dvou bandt v riznych oblastech molekulové hmotnosti,
a to v oblastech pfiblizné¢ 10 kDa a 35-48 kDa.

Krom¢ tricinového gelu byl pro separaci peptidi vyzkousSen také tzv. rozpustny gel
disulfidovy gel (Hansen, 1976; Hansen et al., 1980), ktery namisto bisakrylamidu
obsahoval analog akrylamidu N,N‘-bis-(akryloyl)-cystamin. Diky nému mél byt tento gel
v pritomnosti reduk¢niho Cinidla snaze rozpustny a separované proteiny by tak byly 1épe
pfistupné k proteolytickému Stépeni. Bohuzel v pfipadé vzorki lyofilizované hemolymfy
rozpusténych v tricinovém vzorkovacim pufru, s vynechanim B-merkaptoethanolu,
nedoslo k pozadovanému rozdé€leni peptidi ani markeru molekulové hmotnosti (obr. 8).
Proto bylo od pouzivani tohoto gelu v dal§ich postupech upusténo.

Polyakrylamidovy gel nabarveny Coomassie G-250 srozdélenymi peptidy
ve vzorcich hemolymfy z imunizovanych vcel byl pouzit pro analyzu proteinového
slozeni pomoci MALDI-TOF, ktera byla provedena prof. Mgr. Markem Sebelou, Dr.
Byly analyzovéany dvé oblasti molekulové hmotnosti, které¢ byly na membrané
detekovany specificky znacenou anti-defensin-1 protilatkou. Jednalo se o oblast okolo
10 kDa a oblast mezi 35-48 kDa.

V oblasti o molekulové hmotnosti 10 kDa, kde by se mél defensin-1 vyskytovat
s nejvétsi pravdépodobnosti, jelikoz jeho udavana velikost Cini pfiblizné 5 kDa, byly
identifikovany po nastépeni proteind trypsinem 4 peptidy s odpovidajici sekvenci
k defensinu-1 (obr. 9). Tyto 4 peptidy vykazovaly sekvencni pokryti 27 %. Defensin-1
byl identifikovan také v oblasti 35-48 kDa, kde byly nalezeny 2 peptidy s pokrytim
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sekvence 27% (obr. 10). Primérma molekulova hmotnost peptida v obou oblastech Cinila
pfiblizné€ 10 kDa. Pfitomnost defensinu-1 v oblasti o takto vysoké molekulové hmotnosti
je pravdepodobné zplisobena vznikem oligomerni slouceniny s jinym peptidem o veétsi

velikosti.

Obr. 7: Elektroforéza a imunochemicka detekce defensinu-1 ve vzorcich véeli hemolymfy. (A)
Elektroforeticky profil peptida v tricinovém gelu po obarveni Coomassie G-250, (B)
analyza pomoci Western blotu za pouziti specifické anti-defensin-1 krali¢i polyklonalni
protilatky. 1 — marker molekulové hmotnosti, 2 — hemolymfa z 1 imunizované véely, 3 —
hemolymfa z 5 imunizovanych vcel, 4 — hemolymfa z 1 neimunizované vcely, 5 -
hemolymfa z 5 neimunizovanych véel, 6 — smésny vzorek hemolymfy z neimunizovanych
véel, 7 — peptidovy epitop defensinu-1 (5 pg-ml™?).
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Obr. 8: Elektroforéza a imunochemicka detekce defensinu-1 v rozpustném gelu. (A)

Elektroforeticky profil peptidi v 12,5% gelu po obarveni Coomassie G-250, (B) detekce
defensinu-1 metodou Western blot za pouziti anti-defensin-1 specifické kralici
polyklonalni protilatky. 1 — marker molekulové hmotnosti, 2 — vzorek hemolymfy z 1
imunizované vcely, 3 — vzorek hemolymfy z 5 imunizovanych vcel, 4 — smésny vzorek
hemolymfy z neimunizovanych véel, 5 — peptidovy epitop defensinu-1 (5 ug-ml?).
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Obr. 9: Identifikace

peptidi v bandu oznaceného na obr. 7 po vyfezani z gelu po akrylamidové elektroforéze pomoci MALDI-TOF v oblasti molekulové

hmotnosti pfiblizn¢ 10 kDa.

40



File Tack Window Help

HoEHE * &

(%R A0QWE== K D$l S

¥ Fraject View Startage x| ¥ PLAKS 11 [0S 05:27] X
E5-j Dx/DatnPERKS Studo_B.0/Marck Sebela projects/220104 Iria Denhlk Defonsr = - -
5[l Sampke 1 § s o] seersneshione | Proten Vew Fiters | [ 27 pratein groups, total 39 proters Qe reits
[ Ml FR:MAXI3535 M5-10_A_2u RDL 01 18015.mgf —_—
-, Sample 2 .! Accmszon -1fiigh Coverage Coverage Samal... sheotides Zngue FM A, Mass Descpion Mark
| Ml FIOMANI9635 M50 _& 5 ROL 01_1025.mgf - o @ Probers ]
-, Sample 3 LA SCONTRMFRIRICIO HUMAN]|  2%6.69 D) 53 59519 |2CONTAM#sgIRIC ) M|
gi ;:"‘w‘:‘; L SCONTAH =5 |K2C |_HLMAN| 2095 2% El 55555 PCONTAM Fsp K20 1_HUMAN] [G]
| Bl FLIMAND6I7_MS-10_2_ 2 RD3_01_18015mgf - 1| |- SCONTAM pKI2E HIMAN | 230.03 | 57% a7 | 55355 | SCONTAM S50 K22E_HMAN] I
4., Samples 2 4 -7 SOONTAM 20K ICS_HUMAN] 208 35 43% Ex 52123 SCONTAM S 1CT_HuMan | E
|l F1AMANTISY?_ME-10_2 5 R0 01 18028mgf = HCONTAM e [TRYP_PIG| 17783 du% el 245 SCONTAMEsITRYE PIG] g
i ® DATA REFTNE 13 [2022-01-04 10:07] - (IS SCONTAM 25| ALBU_BOVIN| 1741 345 2 234 SCONTAM £ JALEU_BIVIN| =
! DENCHYD 20 20220104 10:07] EE SCONTAM = KIC15_SHER| 11390 1% 7 BTN |#COMTAM#apKIC 15_SEER | Ed]
H [ Pemis 21 [2022-01.04 10-07] g & F0ONTAM 50| ALBU_HUMAN] 10115 am 7 36T | SCONTAMEs ALEL_HLIMAN| [Edl
o --ﬁ:ﬁn«smnzzmm:@q 1007 ﬁ 3 SOONTAM 2 RS27A_HMAN| 1% 4 17355 =0 274_HLMAN| [El]
a 's:xs g @ @ U ADATH PG JADATH 7GTF 4
[l FIEMANTIEIE M50 _3_54_RD4_01_Ia031mgf E S
CATA REFINE 8 [2023-01-04 08:27] | SCONTAM#50 HEB_HLMAN| 2 2 | FCONTAM 5530 HEE_HUMAN| IE]
4, DENOVO 10 [2022-01-04 09:37] 13 - 0 TLADATM 43| ADA TMME.... 55.60 1 1 m N ey 1% 4 a AL758 |Uncharacterized protein OS=apis melifera Ok=7460 PE=35V=1) ]
11 [2022-01-04 0 14 1) SCONTAM #rpILYSC_HUMAN| 5144 - = 3% 1 1 15537 CONTAMESDILTSC_HIMAN] =
L%, PEAKE FTM 12 [2022-01-04 09:27] 15 T #CONTAM #ep|REF_HEVER| Ere C RN % + 4 422 CONTAMSsp REF _-EVER]
3 janam s 0+ e 3% 2 2 55299 Corbonyic ssher hydrolase 05 =ois mebifera ON=T460 GN=4.. | [4]
17 1~ 500 13330|MRIP1_APIME 41,48 [ = 5% 2 2 | AB3HE Major royal jely proten 1 05=Ags melifera CH=T4S0 GN=MR,... | [7]
] - LA TESD_APIME .z 1 - = 1o 1% L 1 | 1SNl |DEF14 05 mAps melifers C-T460 GH=ETTSTIFE-L SVal [El]
13 1= SCONTAM dup [THIO_HLMAN] 3714 | 1 12% 1 1 11506 SCONTAMZspITHIO HUMAN| Edl
) FCONTA #ep|SAPP_HEVER | 28,30 [] LTy 1% 2 2 12395 CONTAM#zp SRPP_HEVER] 3]
21 SOONTAM 250 | CATD_HLMAN| 2755 [} ey, 2% 1 1 4552 #CONTAM 50 JCATD_HUMAN| [
22 - whasvAosEy AR IME 7.35 | [T 1% 1 1 | 800 [Propt s meckife ¥
1 1~ ol IBEANSNIT_APINE %642 o 0% 1 1 M0 ek Om74E0 Gmhig FE=1 Sim1 Bl
Eal - @ WOOMTAM Pe |KRHEE_HUMAN| 2kl 1 n A% A% 2 L s31 e _HLMAN] &
25 G @ WATATMFT 16| A0ATHTF L. . 23.684 BN i 1 1 13684 Histane 2 CE=Aps melifera 04 =7460 GN=71644 FE=35V... ]
* G @ WAIATMAPEIATATMALRE. BH = I3 1 1 50499 |Uncharaclerized prolen OS=Aps mellera =760 PE=2 5V=1]  [7]
Ezd - i T JADA T TMPD 7| MDA THINE... 2156 [T 1% L 1 143576 [Uncharacterized protein OS=apis melifera O=7460 PE=45V=1| ]
. m
| Tasks | Rurwung info| Propertes
PEAKS Search detals! Inssument_defauit
Coverae | Pepties | Denava Onfy Tags|
Search Engine bame PEAKE ep|P 17T22IDET_# 1 15 =Apis mebfer, =3 outine @ coversge
Farent Mass Error Tolerance 0.0 ppm & 2] B0 Aeper e DAL gap
Fragnent Mass Eror Tolerance 0,0408 = L] | | =
Frecursor Mags Search Type [ — | MEIYFIVGLL FMAMVAIMAR PVEDEFEPLE HFEMEERADR HHRV'R_':DI.I:.B rmvlnng MHEI:.m GGHCEKGVCI = v]
Enzyme Trypsin = = =
Max Mssed Ceavages 2 Show de nowo only sequences.
Digect ¥ode Semipecific il CRETSFEDLW DKRFG i =
. [#] de navo bags sharing 6 15 Ads
Carbamidometiylation: s57.02 e novo peotides fully matched
‘anabie Madtficatiore
Cnidaion (4] . 5] shows comfidant meciication st
Acetyiation (N-term) 42.01 @ minimal ion Intenstty. | = b
Deamidaton NG 0.5
) minimal Ascors -
Max varchic FTM FerPeptide 3 - [za -]
Diatabase 220104_Apis_melifera_UPOODDDS203. fasta F o - -
Taxon al
Contamnant Dl P TR R ]| +57.02 | Carbamidometha... |45 |
Searched Entry 19185
FDR Estimation Enabied
Dz oo Dependanaiss 1]

Obr. 10: Identifikace peptidi v bandu oznac¢eného na obr. 7 po vyfezani z gelu po akrylamidové elektroforéze pomoci MALDI-TOF v oblasti molekulové
hmotnosti v rozmezi 35-48 kDa.
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4.1.2 Identifikace @ vazebné specifity primarni protilatky

k hymenoptaecinu

Pfi pouziti anti-hymenoptaecin specifické polyklonalni protilatky k imunochemické
detekci hymenoptaecinu ve vzorcich hemolymfy z 5 imunizovanych vcel, do§lo na rozdil
od detekce defensinu-1 ke vzniku pouze jednoho specifického bandu v oblasti pfiblizné
14 kDa (obr. 11). Po nasledné analyze této oblasti pomoci MALDI-TOF bylo v této
oblasti molekulové hmotnosti identifikovano celkem 6 peptidi se sekvencnim pokrytim

47 % (obr. 12). Pramérna molekularni hmotnost té€chto peptidi Cinila priblizné 14,5 kDa.
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Obr. 11: Elektroforéza a imunochemicka detekce hymenoptaecinu ve vzorcich véeli hemolymfy.
(A) Elektroforeticky profil peptidii v tricinovém gelu po obarveni Coomassie G-250, (B)
analyza pomoci Western blotu za pouziti specifické anti-hymenoptaecin kralici
polyklonalni protilatky. 1(a-b) — marker molekulové hmotnosti, 2(a-d) — vzorky
hemolymfy z 5 imunizovanych v¢el, 3 — peptidovy epitop hymenoptaecinu (5 pg-ml ).
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Obr. 12: Identifikace peptidit v bandu oznaceného na obr. 11 po vyfezani z gelu po akrylamidové elektroforéze pomoci MALDI-TOF v oblasti molekulové
hmotnosti pfiblizn¢ 14 kDa.
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4.1.3 Identifikace vazebné specifity primarni protilatky k abaecinu

Podobné jako v piipadé defensinu-1, 1 pfi imunochemické detekci abaecinu specifickou
polyklonalni protilatkou na PVDF membrané doslo ke vzniku dvou banda v oblastech
o rizné molekulové hmotnosti, tj. 10 kDa a 50 kDa (obr. 13). Nasledna analyza MALDI-
TOF neprokazala ani v jedné oblasti pfitomnost abaecinu. Ackoliv bylo v prvnim piipadé
nalezeno 48 peptidt, pokryti 14 % bylo pro uspésnou identifikaci nedostatecné (obr. 14).
Ve druhém piipadé nebyla nalezena zadna sekvencni shoda (obr. 15). Neschopnost
identifikovat abaecin byla s nejvétsi pravdépodobnosti zptusobena vysokym obsahem
prolind, které znemoziiuji Sté€peni trypsinu (EC 3.4.21.4) za argininem a lysinem, pokud
spolu sousedi (Rodriguez et al., 2008). Z tohoto divodu byl pro identifikaci abaecinu
vyzkousen ke stépeni peptidd také chymotrypsin (EC 3.4.21.1). Bohuzel ani v tomto
ptipadé nebylo dosazeno pozadovaného vysledku a nebyl identifikovan zadny sekvencné

podobny peptid (obr. 16).

44



75kDa

25kDa

11 kDa

75kDa

48 kDa

25kDa

11 kDa

5 kDa

Obr. 13: Elektroforéza a imunochemicka detekce abaecinu ve vzorcich véeli hemolymfy. (A)
Elektroforeticky profil peptida v tricinovém gelu po obarveni Coomassie G-250, (B)
analyza pomoci Western blotu za pouziti specifické anti-abaecin krali¢i polyklonalni
protilatky. 1(a-b) — marker molekulové hmotnosti, 2(a-d) — vzorky hemolymfy z 5
imunizovanych véel, 3 — peptidovy epitop abaecinu (5 ug-ml™).
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Obr. 14: Identifikace peptidu v bandu ozna¢eného na obr. 13 po vyfezani z gelu po akrylamidové elektroforéze pomoci MALDI-TOF v oblasti molekulové
hmotnosti pfiblizn¢ 10 kDa, pficemz $t€peni peptidi v bandu bylo provedeno trypsinem.
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Obr. 15: Identifikace peptidu v bandu ozna¢eného na obr. 13 po vyfezani z gelu po akrylamidové elektroforéze pomoci MALDI-TOF v oblasti molekulové
hmotnosti pfiblizn¢ 50 kDa, pficemz §t€peni peptida v bandu bylo provedeno trypsinem.

47



File Tools Window Help

GEDHE

*x%40Qw

J\ sample

L\ sample 10

L\ sample 11

L\ sample 12

L\ sample 13

-y F16:MAXD3638_MS-1D_
# DATAREFINE § [2022-01-04 09:27]
iy DENOVO 10 [2022-01-0409:27]

[ PEAKS 11 [2022-01-04 09:27)

%, PEAKS PTM 12 [2022-01-0409:27]

Sul_RD4_01_15031.mgf

-4l F25:220214_lirka_Danihli_ABA.mgf
# DATAREFINE 49 [2022-02-15 12:41]
DENOVO 50 [2022-02-15 12:41]

[ PEAKS 51 [2022-02-15 12:41]

A, PEAKS PTM 52 [2022-02-15 12:41]
DENOVO 69 [2022-03-11 11:02)

[ PEAKS 70 [2022-03-11 11:02]

2, PEAKS PTM 71 [2022-03-11 11:02]

F26:220214 Jirka Danitik_ABA_top.mgf
# DATAREFINE 54 [2022-02-15 12:44]

i+ iy DENOVO 55 [2022-02-15 12:44]

[ PEAKS 56 [2022-02-15 12:44]

, PEAKS PTM 57 [2022-02-15 12:44]

-4, F27:220214 Jirka Daribik_HYM.mgf

# DATAREFINE 58 [2022-02-15 12:48]
iy DENOVO 59 [2022-02-15 12:48]

[ PEAKS 60 [2022-02-15 12:48]

£, PEAKS PTM 61 [2022-02-15 12:48]

&4l F50:220311_Jirka Daribik_ABA_bot_chymo.maf
# DATAREFINE 64 [2022-03-11 10:26]

iy DENOVO 65 [2022-03-11 10:26]

[ PEAKS 66 [2022-03-11 10:26]

2, PEAKS PTM 67 [2022-03-11 10:26]

F63:220311 _Jirka_Danihlk_ABA_top_chymo.maf
# DATAREFINE 72 [2022-03-11 11:26]

+-- i DENOVO 73 [2022-03-11 11:26]
2

©-, PEAKS PTM 75 [2022-03-11 11:26]

Cle

>

T

[Tasks [ Running Info | Properties |

PEAKS Search details: Instrument_default

Search Engine Name

Parent Mass Error Tolerance
Fragment Mass Error Tolerance
Precursor Mass Search Type
Enzyme

Max Mssed Cleavages
DigestMode

Fixed Modfications
Carbamidomethylation
Varisble Modifications
Oxidation (M)

Acetylation (N-term)
Deanidation (NGQ)

Max Variable PTM Per Peptide
Database

Taxon

Contaminant Database

De Novo Dependendies

FEAKS
25.0 ppm
0.50a
monaisotopic
Chymotrypsin
2

Spedific
57.02

15.99
4201

0.58

3
220104_Apis_melifers_UPO00DD5203.fasta
Al

180304_crapContaminants

19186

Enabled

73

[ PEAKS 74 [2022-03-11 11:25] X |

StartPage X
E Show [top | proteins in each group l Protein View Filters H [# 15 protein groups, total 36 proteins ~ accession contains | search Q) e rests
g Accession 100 Coverage Coverage Samp. #Peptides SUnique M Avg. Mass ¥ Desaription mark
e =@ Proteins £l
1 ADATM7SQ18|A0ATTSQ 18 166.41 Lm_ 11 1 6% 6% 15 15 o 376811 |Uncharacterized protein OS=Apis melifera OX=7460 PE=4 V. [
= [ Sp|QESENS|VIT_APIVE 107.47 [T [ 2% +% 7 7 [] 0104 |vitelogenin OS=Apis melifera OX=7460 GN=Vg PE=1 5V=1 E
Bl 3 @ ADATVMZKYUDJADATMZKYUO. .. 22.33 2% 1 1 ad 135504 Uncharacterized protein OS=Apis melifers OX=7460 PE=4 SV 7]
§l = ASYVKTIASYVKT_APIME 175,83 2% 1 1 81960 |Hexamern 702 O5=Apis melifera OX=7460 G @
s QB6PHSIGB6PHE_APIVE 1% % 3 3 78657 [Transferrin OS—Apis melifera OX=7460 GN—trf 7]
£l e ADATM7R753|ADATMRTSS. 35.80 5% 3 3 65249 |Carboxylic ester hydrolase OS=Apis melifera OX=7460 GN @
el 7 5p|Q17060 [MRIP3_APIME 4497 5% 2 2 ] 61662 |Major royal jely protein 3 05 —Apis melifera OX=7460 GN—} o7
2s =p|O77061|MRIP2_APIME 90.47 15% [ [ o 51074 |Major rayal jelly protein 2 05=Apis melfera OX=7460 GI ]
8= <p|018330 [MRIP 1_APIME 6183 8% 3 3 c 43836 |Major royal jelly protein 10 melifera OX=7460 Gl E
ol o ADATMIMARFIADATMZMAR.. 143.28 2% 7 7 48741 |GH18 domain-containing protein O5 =Apis melifera OX=7460 ™
g 1z @ ADATMZMSXE |ADATMIMSXG. . 26.06 2% 1 1 47999 Dipeptidase OS=Apis melifera OX=7460 PE=3 SV=1 ]
= © ADATVTVPT1IADATMTMPT L., 7237 &% + 4 46820 [SERPIN domain-containing protein OS=Apis melifera OX=746...
13 © ADATMTMRCZIADATMAMRC. . 50.73 +% 1 1 o 43457 |SERPIN domain-containing pratein OS =Apis melifera OX=746...
1 ADATM7IRS 5| ADATM7IRS5_ 7400 15% 5 5 42779 |Uncharacterized protein OS=Apis melifera OX=7460 GN=107...
15 SCONTAM:Zsp [CTRA_BOVIN] 143.05 7% 5 5 cd 25666 #CONTAM#3p|CTRA_BOVIN|

| Coverage | peptides | Denovo Only Tags|

»1r|ASYVK |ASYVK7_APTME Hexamerin 702 0S =Apis melifera OX=7460 GN=hex70a PE=2 5V=1

outine

coverage

MFIPSHQVWL VGLLAFSLVG

EFLSIYKHGM LPRGELFSLY
—

PLYEMCPYFF FNSEVLQKAN

PFWLPSKEYD LPDYRGEEYL
—_—

YKYIREIMNK ESRISAAIDS
-

AEYYDTRTAD KDFLLEQRKV

YPQLLREMSA LFKLFYHAKD

YNLLYRVAQP ALANITWYNE GQAWNIEANI DSYTINAAAVK
[————

FDIFFKTALW AKNNINEAQY I¥SLYTAVIT RPDTKFIQLP

HALIFGKLDT KTSGKYKEYI

YSHKLLLNRY YLERLSNDLP

GYILNNDGKW HNIYSEKGLN

IVESALEIFS TSMKDPAFYR
[———
NDDKPFLIKI RQYRLNHKPF
[———
SLDCFFTMND LEPSEIFYEK

KFDKRSFGFP LDKPLYDFNY

—
IYKRIIDYYH SYKMHQEPYN
[e——

NFHITINADK PMKAATIRIFI
IETSLNSDKP FTYNERIFGF
[——

EGPNMLFKDI LIYHKDEFDM

IPANYSGWYL NHDYNLENKL IYFIEDIGLN TYYFFLRQAF

38

o
HLEEFDWQKP FYPGYYPTMT YSNGLPFPQR PIWSNFPIYK
————— ————

ILGNIIEGNA DSYNTEFYGS IDTLARKILG YNLEAASKYQ
———

KDEIIYPNLK IESFTVDKLI TYFEQFDTTI NNGLLLEEQR

GPKYDSHHKL IEIPEDLKYF YEIDNWMLDL NSGLNKITRN
PGRLLLPRGK KEGMPFQLFL YVSPVSSEYN QYNSRIWGGY

NITY

8054| AAs per line

10AA gap
Sequence Display Option |Fasta

Show de nove only sequences

de novo tags sharing | 6%/ Als

de novo peptides fuly matched

show confident modifcation site
minimalion ntensity | 513/ %

minimal Ascore | 20.0 v

am PTM
7)) 8| +15.99 | Oxidation (M)

Obr. 16: Identifikace peptidu v bandu ozna¢eného na obr. 13 po vyfezani z gelu po akrylamidové elektroforéze pomoci MALDI-TOF v oblasti molekulové

hmotnosti pfiblizn¢ 10 kDa, pfic¢emz §tépeni peptidi v bandu bylo provedeno chymotrypsinem.
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4.2 Stanoveni celkového obsahu proteini ve vzorku hemolymfy

Celkovy obsah proteina v lyofilizovaném vzorku hemolymfy z 5 imunizovanych vcel byl
stanoven spektrofotometricky pomoci Bradfordovy metody. Nejprve byla stanovena
kalibragni kiivka BSA o koncentracich v rozsahu 50-500 pg-ml™! (obr. 17), podle jejiz
rovnice regrese byly nasledné spocitany koncentrace proteint ve vzorku. Prameérna
koncentrace proteina ve vzorku hemolymfy z 5 vCel rozpusténé v 650 ul vazebného pufru
¢inila 55,7 mg-ml!'. Ve 100 pl rozpusténé hemolymfy piedstavujici objem nanaseny

do jamky mikrotitrani desti¢ky, odpovidal celkovy obsah proteinti 8,6 mg-ml™.
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Obr. 17: Kalibracni kfivka Bradfordovy metody ziskana méfenim absorbance a naslednou
linearizaci hodnot absorbanci standardi BSA pfi 450 a 590 nm.
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4.3 Optimalizace ELISA metody pro analyzu vcelich AmP

4.3.1 Optimalizace koncentrace rozpusténého vzorku hemolymfy a
redéni primarni protilatky
Vzorek hemolymfy z 5 vc€el byl nejprve rozpustén v 650 pl uhlicitanového vazebného
pufru. Z tohoto roztoku byly nasledné ptipraveny 2—krat, 4—krat a 8—krat fedéné vzorky.
Takto pfipravené vzorky byly pouzity ke stanoveni ELISA metodou za pomoci specificky
cilenych priméarnich protilatek proti abaecinu, defensinu-1 a hymenoptaecinu, které byly
vzdy fedény v pracovnim promyvacim pufru v poméru 1:250, 1:500, 1:1000 a 1:2000.

Krali¢i primarni protilatky byly nasledné detekovany sekundarni anti-kralici
protilatkou znaenou kienovou peroxidasou a fedénou v poméru 1:3000. Byla méfena
vysledna absorbance pii 450 nm, coz je absorbcni maximum produktu enzymové reakce.

Porovnanim primérnych absorbanci 4 vzorku pro kazdé fedéni protilatky pifi 450 nm
bylo vyhodnoceno nasledujici: pro anti-abaecin krali¢i protilatku bylo nejvhodnéjsi
fedéni protilatky 1:250 (obr.18), pro anti-defensin-1 krali¢i protilatku (obr. 19) i anti-
hymenoptaecin krali¢i protilatku (obr. 20) bylo shodné vi¢i vysledné absorbanci
vhodnéjsi fedéni primarni protilatky 1:500.

Srovnanim absorbanci byl pro vSechny peptidy vyhodnocen jako nejvhodnéjsi
koncentrovany vzorek hemolymfy, ktery byl pouzivan pro dalsi stanoveni. Ziedéné

vzorky vykazovaly mens$i vysledny signal, a proto byly vysledného postupu vytazeny.
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Obr. 18: Vysledek stanoveni abaecinu ELISA metodou pfi pouziti rizného fedéni vzorku
lyofilizované hemolymfy a rizného fedéni anti-abaecin specifické protilatky; n = pocet
meéfenych vzorki.
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Obr. 19: Vysledek stanoveni defensinu-1 ELISA metodou pfi pouziti rizné¢ho fedéni vzorku
lyofilizované hemolymfy a ruzného fedéni anti-defensin-1 specifické protilatky; n = pocet
meéfenych vzorki.
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Obr. 20: Vysledek stanoveni hymenoptaecinu ELISA metodou pfi pouZiti rizného fedéni vzorku
lyofilizované hemolymfy a rizného fedéni anti-hymenoptaecin specifické protilatky; n =
pocet mérenych vzorku.
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4.3.2 Optimalizace redéni sekundarni protilatky

Za vyuziti koncentrovaného vzorku hemolymfy a koncentraci primarnich protilatek
z predchoziho stanoveni byla optimalizovana také koncentrace sekundarni protilatky
anti-krali¢i polyklonalni protilatky konjugované s kienovou peroxidasou, ktera byla
fedéna v poméru 1:2000, 1:3000 a 1:5000. Podle vyslednych absorbanci pii 450 nm
(obr. 21) je pro stanoveni abaecinu, defensinu i hymenoptaecinu nejvhodnéjsi fedéni
sekundarni protilatky 1:3000 a 1:2000, které poskytovaly piijatelné vysoky signal,
pfi fedéni 1:5000 byly hodnoty absorbance nizsi.

n=4 n=4 n=4
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1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Absorbance pfi 405 nm

2000x 3000x 5000x
Redéni sekundarni protilatky

B Defensin E Hymenoptaecin B Abaecin

Obr. 21: Vysledek stanoveni AmP ELISA metodou pfi pouziti riizného fedéni sekundami anti-
kralici protilatky; n = pocet méfenych vzorkd.
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4.3.3 Vliv zasaditého pH vazebného pufru

Byl studovan vliv zmény pH vazebného pufru na vyslednou absorbanci. Byly pfipraveny
dva pufry, jejichz pH bylo upraveno bud’ pomoci 1 mol-ml! na b&zné pouzivanou
hodnotu 9,6; anebo pomoci koncentrovaného roztoku NaOH na hodnotu 10,5. Tyto pufry
byly poté pouzity pro imobilizaci antigent, naCez dalSi postup stanoveni probéhl jiz
na zakladé ptfedchoziho postupu. Z obr. 22 vyplyva, ze posun pH do zasaditéjsiho
prostiedi snizuje vysledny detekovany signal. Z tohoto divodu je v optimalizovaném

postupu doporuceno pouzivat vazebny pufr o pH 9,6.
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Obr. 22: Vysledek stanoveni AmP ELISA metodou pfi pouziti vazebného pufru o riizné hodnoté
pH; n = pocet métfenych vzorkd.
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4.3.4 Vliv teploty a doby imobilizace antigenu

Kromé urceni vhodného pH vazebného pufru bylo nutné také optimalizovat konkrétni
postup imobilizace antigenu. Byly vyzkouseny tii rizné postupy: imobilizace pies noc
(cca 16 h) pti 4 °C, imobilizace 1 h pti 37 °C a také imobilizace 1 h pfi laboratorni teploté.
Stanoveni vsSech tfi moznosti probihalo soubézné se stejnymi vzorky hemolymfy,
primarnich 1 sekundarnich protilatek o stejném fedéni. Na obr. 23 je zobrazen vysledek
stanoveni, kdy nejnizsi absorbance byla naméfena u imobilizace pii laboratorni teploté.
Vyssi signal byl detekovan u imobilizace pii 4 °C, avSak uplné nejvyssi absorbanci
vykazovaly vzorky inkubované pii 37 °C. Z hlediska uspory Casu by se tento postup
imobilizace jevil jako nejvhodnéjsi, je v§ak nutno pocitat s tim, ze diky vyssi teploté muze
dochazet k castecnému odpateni naneseného vzorku. Pro spolehlivéjsi vysledky s niz§imi
odchylkami, ale patrné€ s nizS§im signalem, je lepsi pouzit postup imobilizace antigenu

pii 4 °C pfres noc.
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Abaecin Defensin Hymenoptaecin
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Obr. 23: Vysledek stanoveni AmP ELISA metodou pfi tfech riznych teplotach a dob¢ imobilizace
antigenu; n = pocet méfenych vzorkd.

55



4.3.5 Vliv stari roztoku 3,3',5,5'-tetramethylbenzidinu na vyslednou

absorbanci

Poslednim studovanym kritériem byl vliv stafi roztoku 3,3',5,5'-tetramethylbenzidinu
(TMB) v dimethylsulfoxidu (DMSO), znéhoz byl pfipravovan ELISA substrat,
na vyslednou absorbanci. Roztok byl pfipraven rozpusténim 12 mg TMB v 500 ul DMSO
14 dni pfedem, pfiCemz byl skladovan ve tmé& pii 4 °C v lednici. Srovnavaci roztok byl
pfipraven az v den provadéni stanoveni. Z vysledkt vyplyva (obr. 24), ze vyssiho signalu
bylo dosazeno pii pouziti Cerstvé pripraveného roztoku, zatimco u starSiho roztoku

dochazelo spise ke snizeni vysledné absorbance.
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=

0,8

0,7

—H

0,6
0,5
0,4

0,3

Absorbance pfi 450 nm

0,2

011 -
0

Abaecin Defensin Hymenoptaecin

B TMB - stafi 14 dni @ TMB cCerstvé

Obr. 24: Vysledek stanoveni AmP ELISA metodou pfi pouziti dvou chromogennich substrati
pfipravenych z riizn€ starych roztoku 3,3',5,5'-tetramethylbenzidinu; n = pocet méfenych
vzorkd.
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4.4 Aplikace ELISA metody pro detekci AmP

4.4.1 Stanoveni AmP ve vzorcich vceli hemolymfy

Optimalizovany postup ELISA metody byl nasledné pouzit pro detekci a srovnani
absorbance mezi imunizovanymi a neimunizovanymi vzorky vc¢eli hemolymfy. Jak je
patrné zobr. 25, v piipadé vzorku hemolymfy vcel imunizovanych LPS dochézi
k vyraznému vzestupu absorbanci oproti vzorku hemolymfy z neimunizovanych vcel,
coz odpovida hypotéze, ze pii vystaveni v€el imunitnimu stimulu dochazi ke zvyseni

exprese a tvorby AmP.

1,6

n=2 n=2 n=2
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Obr. 25: Vysledek stanoveni AmP ELISA metodou ve vzorcich hemolymfy z imunizovanych a
neimunizovanych vcel; n = pocet méfenych vzorki.
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4.4.2 Detekce AmP v extraktech vcelich télnich ¢asti

Vzhledem k tomu, Ze optimalizovany postup ELISA stanoveni vCelich antimikrobialnich
peptidi byl ptizpasoben pro detekci ve vceli hemolymfé€, bylo nutné ovéfit, bude-li tento
postup pouzitelny také pro jiny biologicky material. Pro potieby stanoveni byly
pfipraveny proteinové extrakty z raznych Casti vCeliho téla, konkrétné byly extrahovany
proteiny z hlavy a zadecku vcel, které¢ byly imunizované LPS o rizné koncentraci.
Z vysledka (obr. 26) je patrné, ze vyssi obsah AmP se nachazel v extraktech ze vceli
hlavicky, zatimco ve v¢elim zadecku byl obsah spiSe minimalni v porovnani s blankem.
Jako blank byl pouzit samotny vazebny pufr, na némz byl demonstrovan vliv prostredi
a protilatek. Nejvyssi obsah u obou druhti extrakti byl pozorovan v piipadé defensinu-1.
Krome¢ toho byla sledovana také zavislost obsahu peptida, a tedy vyse vysledného signalu
na mnozstvi LPS, jimiz byly v€ely imunizovany. Byl pozorovan narast obsahu AmP
pii imunizaci vys§i koncentraci LPS, ktery lze demonstrovat v ptipadé defensinu-1

u proteinonvych extraktl ze vCelich hlav.
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Obr. 26: Vysledek stanoveni AmP ELISA metodou v proteinovych extraktech z riznych casti
vceliho t¢la; n = pocet mérenych vzorki.
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S DISKUZE

5.1 Vazebna specifita primarnich protilatek

Tricinova elektroforéza (Schagger & von Jagow, 1987) predstavuje metodu vhodnou pro
separaci peptidi obsazenych ve vceli hemolymfe¢ a jejich naslednou imunochemickou
detekci na membrané pomoci specifickych protilatek. Tato metoda kvalitativni analyzy
muize byt pouzita pro detekci vCelich AmP obsazenych v hemolymfé — abaecinu,
defensinu-1 a hymenoptaecinu.

V piipadé hymenoptaecinu bylo potvrzeno, ze vysledny band detekovany pomoci
protilatek opravdu odpovida hymenoptaecinu. Z vazby protilatky na konkrétni band,
muiizeme usuzovat vhodnost pouziti anti-hymenoptaecin cilené protilatky, ktera pfi
imunochemickych stanovenich bude poskytovat odpovidajici signal detekujici
specifickou pfitomnost hymenoptaecinu.

Pii imunochemické detekci jak defensinu-1 tak i abaecinu doslo v obou piipadech ke
zviditelnéni dvou bandi v riznych oblastech molekulové hmotnosti. V pripadé
defensinu-1, byly peptidy sekvencné shodné s defensinem-1 identifikovany v oblasti
priblizné¢ 10 kDa. Kromé toho byly peptidy defensinu-1 detekovany také v oblasti
molekulové hmotnosti v rozmezi 35-48 kDa. Pritomnost epitopti defensinu-1 v oblasti
s takto vysokou molekulovou hmotnosti miize byt vysvétlena oligomerizaci jednotlivych
monomernich jednotek, ktera byla prokazana napft. u rostlinnych ¢i lidskych defensint,
a tudiz by k jejich vzniku mohlo dochazet také u hmyzich forem (Shafee et al., 2017).

Pii detekci abaecinu specifickou protilatkou doSlo podobné jako u defensinu-1
ke zviditelnéni bandli ve dvou riznych oblastech molekulové hmotnosti. Nicméné ani
vjednom pfipadé nebylo mozné spolehlivé potvrdit pfitomnost abaecinu.
Nejpravdépodobnéji byla tato skuteCnost zpiisobena samotnou strukturou abaecinu, ktera
ve své primarni strukture obsahuje 30 % prolinu (Cociancich et al., 1994). Ke Stépeni
proteinti po MALDI-TOF analyzu byl pouzivan trypsin, ktery $tépi za aminokyselinami
argininem a lysinem, pokud vSak tyto nesousedi pravé s prolinem. V takovém piipadé
pak ke Stépeni nedochazi (Rodriguez et al., 2008). Z tohoto diivodu byl ke $té€peni pouzit
jiny enzym — chymotrypsin, av§ak ani v tomto pfipad€ nedoslo k identifikaci abaecinu.
Chymotrypsin $tépi v karboxylovych mistech aminokyselin jako jsou tryptofan, tyrosin,
fenylalanin, leucin ¢i methionin. I v tomto pfipade€, pokud za témito aminokyselinami

nasleduje prolin, ke Stépeni nedochazi (Appel, 1986; Nelson & Cox, 2000).
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Specifitu primarni protilatky lze zatim ovéfit pouze v pripadé defensinu-1
a hymenoptaecinu. V pfipadé abaecinu by bylo mozné zvazit pouziti jiného Stépiciho
enzymu, ktery by dokazal stépit i za té okolnosti, Ze je aminokyselina vazana na prolin.
Takovym enzymem by mohla byt napt. Lys-C endoproteinasa (EC 3.4.21.50), ktera
hydrolyzuje vazby lysinu, a to vcetné¢ vazeb s prolinem (Krenkova et al., 2009;
Tsunasawa et al., 1989), anebo Arg-C endoproteinasa (EC 3.4.21.35) Stépici na koncich
argininu a také lysinu, rovnéz vCetné vazeb s prolinem, ackoliv v tomto pfipadé by byla

problémem spise nizsi specifita a enzymu a jeho vyssi financni naklady (Wu et al., 2018).

5.2 Optimalizace @ELISA metody pro stanoveni vcelich
antimikrobialnich peptidu

V soucasné dobé jsou hmyzi antimikrobialni peptidy analyzovéany piedev§im pomoci
metod HPLC a MS, konkrétné napt. apidaecin (Danihlik et al., 2014). Detekce téchto
peptidi pomoci ELISA metody zalozené na imunochemické reakci mezi antigenem
a protilatkou a nasledném vzniku detekovatelného imunokomplexu, by predstavovala
vyznamny krok vbudoucim vyzkumu téchto vcelich peptidi. Ackoliv by se dalo
predpokladat, ze metoda HPLC-MS je pro detekci AmP tou nejvhodnéjsi z hlediska
citlivosti a selektivity, v pfipadé molekul o vétsi molekulové hmotnosti muze dojit
k nedostatecnému Stépeni peptidi a stanoveni by se tak komplikovalo.

ELISA metody bylo prozatim vyuzito pouze ke stanoveni peptidi obsazenych
ve vcelich produktech jako jsou matefi kasicka nebo med. Pomoci ELISA metody byly
detekovany napf. apisimin ¢i apalbumin, peptidy charakteristické pro matefi kaSicku
a med (Bilikova & Simuth, 2010; Bilikova et al., 2002). Kromé& nich byl touto metodou
detekovan také defensin-1 pfitomny v medu (Valachova et al., 2016).

Konkrétni postup ELISA metody byl sestaven a dale optimalizovan na zakladé
podkladi od vyrobce (Bergeron et al., 2018). Nejvyhodnéjsi je pro detekci AmP ve vceli
hemolymf¢€ pouzivat vzorky lyofilizované hemolymfy rozpusténé ve vazebném pufru bez
dalsiho fedéni; vysledny signal je v tomto pripadé dostatecné vysoky. Naopak optimalni
fedéni primarnich protilatek se mezi testovanymi protilatkami lisi. Pro detekci abaecinu
je vhodné pouziti pfislusné protilatky fedéné pracovnim pufrem 1:250, pro defensin-1
a hymenoptaecin je nejlépe fedit dané protilatky v poméru 1:500. Co se tyce sekundarni
protilatky, jako nejvhodné&§i se ukéazalo fedéni v poméru 1:3000, které bylo

doporucovano také vyrobcem.
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Kromé vhodného fedéni antigenu a protilatek byly zkouSeny riizné postupy a vlastnosti
pufru pfi samotné imobilizaci antigenu. Podle materiald dostupnych od vyrobce
mikrotitracni desticky (Gibbs et al., 2017) byly sestaveny riizné postupy imobilizace na
povrch desticky liSici se dobou upeviiovani antigenu na nosi¢ a teplotou, pfi niz proces
probihal. Jako nejspolehlivejsi byla vyhodnocena imobilizace probihajici pies noc
pii 4 °C, a to zejména diky konstantnim podminkém, za nichz probiha a také dobé
inkubace, kterd je optimalni pro ustanoveni rovnovahy mezi navazanym antigenem
a volnymi molekulami. Oproti tomu napf. inkubace pii 37 °C neni piili§ vhodna z davoda
vys§iho odpafovani, které muze napf. zapfiCinit zvySenou denaturaci imobilizovanych
proteinu jejich vyschnutim (Gibbs et al., 2017). Mimo jiné byl také zkousen vliv pH
vazebného pufru na imobilizaci antigenu. pH vazebného pufru ma na pasivni imobilizaci
obrovsky vliv, protoze biomolekuly se nejefektivnéji vazou pii takovém pH, pfi némz
dochazi k odkryti jejich hydrofobnich oblasti, které byvaji za normalnich podminek
skryty. Bylo potvrzeno, ze pii slabé bazickém pH 9,6 je vysledny signal vyssi,
nez v zasaditéj§im pH 10,5 (Gibbs et al., 2017).

Béhem provadéni optimalizace postupu metody byl vypozorovan mozny vliv stafi
ptipravovaného TMB roztoku na vysledny signal. Roztok TMB pfipravovany vice
nez 14 dni pred samotnym meéfenim vykazoval Spatné rozpoustéci vlastnosti
z hlediska vysrazeni Casti obsahu. Porovnanim s roztokem pfipravenym cerstvé v den
stanoveni bylo zjisténo, ze pouziti star§iho TMB roztoku uchovavaného v lednici, snizuje
vysledny signal. Tento vysledek se shoduje i1 s doporuCovanymi postupy pfipravy
a uchovavani roztoku (Gibbs etal., 2017; Harlow, 1988), nebot’ kratkodoba stabilita
a $patna rozpustnost jsou jiz delsi dobu znamé jako velmi problematické vlastnosti tohoto
roztoku, coz popsali napf. Goka & Farthing, 1987.

Optimalizovany postup ELISA metody byl pouzit prevazné pro detekci AmP
ve vzorcich vCeli hemolymfy. Nicméng bylo zjisténo, ze je také vhodny pro detekci AmP
v proteinovych extraktech z rliznych Casti vCeliho téla, konkrétné zadecku a hlavicky.
Hladina pritomnych AmP se vSak pravdépodobné v jednotlivych Castech téla vyrazné lisi,
Zajimavym zjisténim bezesporu je, ze ackoliv se predpoklada, ze AmP vznikaji pfevazné
v tukovém télese hmyzu (Lamberty et al., 2001), které se u vcel nachazi v zadecku,
v danych extraktech je hladina pfitomnych AmP niz§i nez v extraktech z hlavicky.

Valachova et al., 2016 zjistili, Ze k expresi defensinu-1 dochazi také v hypofaryngealnich
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zlazach vcelich délnic, coz muze byt jeden z faktort vysvétlujicich zvySenou ptitomnost
defensinu-1 pravé v proteinovych extraktech z hlav.

Ackoliv byl proveden jeden kratky pokus na detekci AmP v proteinovych extraktech
z ruznych télnich Casti, 1ze na ném i tak vcelku bezpecné demonstrovat, ze ziskané
vysledky odrazi skutecnou podobu vyskytu AmP ve vcelim organismu. Je patrné, ze
uimunizovanych v€el dochazi ke zvySeni exprese a nasledného vyskytu
antimikrobialnich peptidu, jak bylo také predpokladano. Zaroveri je mozné fici, ze vyskyt
téchto AmP je také umérny mnozstvi podavaného ¢i injektovaného LPS. Je zfejmé, ze
i pouhé krmeni LPS do jisté miry hladinu téchto AmP zvySuje. Pro dalsi vyzkumy je
dulezité zjisténi, ze timto postupem lze detekovat véeli AmP nejen v hemolymf€, ale také
v extraktech z télnich €asti, coz je efektivni zejména pro rychlou analyzu, kdy neni mozné
ziskat imunizovanou hemolymfu.

Tento optimalizovany postup ELISA metody pro detekci vCelich antimikrobialnich
peptidi pfinasi novou moznost studia vCeli imunity a vyznamné rozsifuje portfolio
pouzivanych metod. V prozatimnim usporadani slouzi pfedevsim ke kvalitativni analyze
peptidi obsazenych v hemolymfé€ ¢i télnich extraktech. Dalsim krokem vylepSeni metody
je nutné separovat, purifikovat ¢i rekombinacné pfipravit dané peptidy tak, aby mohly

slouzit pro kvantitativni vyhodnoceni detekce jednotlivych proteind.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena na antimikrobialni peptidy, jejich vyskyt u hmyzu

a moznosti kvalitativniho a kvantitativniho stanoveni. Experimentalni cast se zabyvala

nékterymi antimikrobialni peptidy, jimiz disponuje vcela medonosna, pfi€emz bylo

dosazeno téchto vysledki:

1.

Byla vypracovana literarni reSerse o vyznamu a funkci antimikrobialnich peptidi
se zameérenim na hmyz, predevsim na v€elu medonosnou.

Byla sepsana literarni reSerSe o fungovani a problematice pouzivani
imunochemickych metod se zaméfenim na ELISA metodu.

V praktické casti byla ovéfena vazebna specifita primarnich protilatek
specifickych k danym antimikrobialnim peptidim vcely medonosné. Pomoci
tricinové elektroforézy v polyakrylamidovém gelu a nésledné analyzy pomoci
MALDI-TOF je mozné identifikovat vazebnou specifitu primarnich protilatek
k defensinu-1 a k hymenoptaecinu. Neni mozné identifikovat vazebnou specifitu
primarni protilatky k abaecinu, a to zejména z davodu primarni struktury peptidu,
kterd znemoziiuje §t€peni bézné pouzivanymi enzymy.

Pro detekci danych antimikrobialnich peptidi ve vceli hemolymfé byla
optimalizovana ELISA metoda. Bylo vyhodnoceno, ze pro detekci je nejvhodnéjsi
fedit primarni krali¢i polyklonalni protilatky specifické pro defensin-1 a
hymenoptaecin v poméru 1:500, zatimco pro abaecin je vhodnéjsi pomér 1:250.
Sekundarni anti-krali¢i polyklonalni protilatku konjugovanou s kifenovou
peroxidasou je vyhodné fedit v poméru 1:3000. Imobilizace antigenu probiha
nejspolehlivéji pres noc pii 4 °C za soucasného pouziti vazebného pufru o pH 9,6.
Pro co nejvice odpovidajici hodnoty absorbance je dilezité ptipravovat TMB
roztok vzdy Cerstvy v den planovaného stanoveni.

Optimalizovany postup ELISA metody je mozné pouzit nejen pro detekci
antimikrobialnich peptidd v hemolymfé, ale také v proteinovych extraktech
z ruznych télnich casti vCely medonosné. Bylo zjisténo, ze hladina AmP se
v ramci jednotlivych Casti patrné 1isi, pfiCemz muaze byt ovlivnéna také mnozstvim
LPS, jimz byly dané v¢ely imunizovany.

Optimalizovana metoda ELISA stanoveni ma potencionalni vyuziti pro dalsi

studium produkce a vyskytu vcelich antimikrobialnich peptidd, zejména co se
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tyCe jejich tvorby a nasledného vyskytu v jednotlivych tkanich ¢i raznych

oSetfenich pokusnych vcel.

Dal§i prace by méla byt zaméfena na nalezeni vhodného enzymu a dokonceni
charakterizace vazebné specifity primarni protilatky k abaecinu. Dale by mély byt
purifikovany ¢i rekombinacné ptipraveny jednotlivé antimikrobialni peptidy, aby mohly

byt v danych tkéanich stanoveny také kvantitativné.
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AP

APS
AmP
BCIP
BSA
DMSO
HRP
LPS
MALDI-TOF
NBT
PVDF
TBS
TEMED
TFA
TMB

8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

alkalicka fosfatasa

peroxodisiran amonnytem
antimikrobialni peptid
5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat
hovézi sérovy albumin
dimethylsulfoxid

avidin-peroxidasa (kfenova peroxidasa)
lipopolysacharidy

desorpcni ionizace za uCasti matrice
nitrotetrazoliova modf
polyvinilidendifluorid
TRIS-pufrovany solny roztok
tetramethylethylendiamin

kyselina trifluoroctova

3,3',5,5'—tetramethylbenzidin
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