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Pro v¢elu medonosnou jako zastupce eusocialniho hmyzu je
schopnost branit se patogentim esencialni. Obranu proti
cizim organismum zajiStuje pro vcéelu medonosnou
imunitni systém, ktery na rozdil od obratlovca tvofi jen
vrozena imunita. Ta sestava z n¢kolika trovni, fyzikalni,
bunééné a humordlni. V této praci jsou popsany
antimikrobialni peptidy jakoZto soucast humoralni imunity
hmyzu a véely medonosné. Jsou charakterizovany
z hlediska jejich funkce, vlastnosti, struktury a mechanismu
ucinku. Dale jsou definovany rozdily mezi riznymi
vyvojovymi stadii, kastami a populacemi véely medonosné
z hlediska imunitni odpovédi. V experimentalni casti
jepopsana  detekce hymenoptaecinu, defensinu 1
a abaecinu pomoci metody ELISA, detekce apidaecinu 1
pomoci LC-MS techniky a stanoveni celkovych proteint
v plodu véely medonosné pomoci Bradfordovy metody.
Pomoci Bradfordovy metody byla zmeéfena koncentrace
celkovych proteint v extraktu ze véeliho plodu ziskaného
precipitaci  velkych  proteini.  Metodou  ELISA
byly ve véelim plodu detekovany antimikrobialni peptidy
defensin 1, hymenoptaccin a abaecin, pficemz nejvétsi
koncentrace byla detekovana u larev té€sn¢ pred
zavickovanim. Pomoci LC-MS byl v larvach vcely
medonosné  detekovan  apidaccin 1.  Detekovan
byl nejéastéji u starSich larev tésné pred zavickovanim. Pro

spolehlivou kvantifikaci apidaecinu 1 je ovSem poticba
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provést optimalizaci metody tak, aby doslo k odstranéni
interferujicich latek z homogenatu. U larev vcely
medonosné byla potvrzena produkce defensinu 1, abaecinu,
hymenoptaecinu a apidaecinu 1. Tyto poznatky je tfeba
dale posilit dal§imi méfenimi na vétSich skupinach vzorki,
aby bylo mozno vypozorovat piipadné trendy v produkci

téchto antimikrobialnich peptida v plodu véely medonosné.

Antimikrobialni peptidy, apidaecin, defensin,
hymenoptaecin, abaecin, véela medonosna, plod, larvy,
LC-MS, ELISA
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The ablitiy to defend against pathogens is essential for
honeybee as an eusocial insect. Defense against foreign
organisms is provided by honeybee‘s immune systém,
which, unlike in vertebrates, consists only of innate
immunity. That consists of multiple levels, physical,
cellular and humoral. In this thesis are described
antimicrobial peptides as a part of the humoral immunity
of insects and honeybees. They are characterised
considering their function, properties, structure and
mechanism of effect. Furthermore, differences between
different developmental stages, castes and generations of
honeybee in terms of their immune response are defined.
In the experimental part, determination of total protein in
honeybee brood using Bradford assay, detection of
hymenoptaecin, defensin 1 and abaecin using the ELISA
method and detection of apidaecin 1 using LC-MS
technique are described. Concentration of total protein
obtained after precipitation of large proteins was
determined using the Bradford method. Using the ELISA
method, antimicrobial peptides defensin 1, hymenoptaecin
and abaecin were detected in honeybee brood, while
highest concentrations were detected in larvae on the
verge of capping. Using LC-MS, apidaecin 1 was detected
in honeybee larvae. It was most frequently detected in
older larvae and larvae on the verge of capping.

Optimalization of the method with the goal of removing
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interfering substances from the homogenate is required for
reliable quantification of apidaecin 1. Production of
defensin 1, abaecin, hymenoptaecin and apidaecin 1 was
confirmed in honeybee larvae. It is necessary to further
reinforce these findings with further experiments with
bigger sample sets in order to find possible patterns in
production of these antimicrobial peptides in honeybee

brood.
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- Optimalizace stanoveni koncentrace antimikrobialnich peptida v tkanich larev, kukel a

dospélct vcel pomoci imunochemickych metod nebo LCMS techniky.



1 UVOD

Pro v€elu medonosnou jako zéstupce eusocialniho hmyzu je imunita zasadni pro
pfipadny patogen velmi jednoduché se rozsifit. Aby k tomu nedochazelo, vyvinul se u
vCely medonosné efektivni imunitni systém sestavajici z nekolika urovni. Mezi tyto
urovné patii uroven fyzikalni, kam spadéd kutikula a peritroficka membrana, bunééna
imunita, kterou zprostiedkovavaji hemocyty a humoralni imunita skladajici se prevazné
z komponent melanizacni kaskady a antimikrobialnich peptidi.

Antimikrobidlni peptidy jsou malé molekuly proteinového charakteru produkované
velkou skalou organismt. U hmyzu v8ak tvofi podstatnou ¢ast imunitni odpovédi, proto
jsou v poslednich desetiletich cilem mnoha vyzkumd. U vcely medonosné byly
detekovany Ctyfi druhy antimikrobialnich  peptida: defensiny, apidaeciny,
hymenoptaecin a abaecin. Tyto antimikrobialni peptidy jsou schopny cilit bakterialni
buriky bez akutni toxicity pro burky hostitele, coz z nich ¢ini zajimavou alternativu
dnesnich antibiotik, na ktera si jsou bakterie schopny vytvorit rezistenci.

Vyzkum antimikrobialnich peptidli zaroven napomaha porozumét imunitnim reakcim
vcel. V poslednich letech jsou pozorovany trendy uhyni vcelstev, ptfiemz vcelstva,
ktera nejsou kontrolovana a 1éCena, prakticky nemaji Sanci prezit (Highfield et al., 2009;
Higes et al., 2009). Jelikoz jsou vc¢ely ekonomicky i ekologicky vyznamnym hmyzem,

je potreba vyftesit otazku jejich zdravi.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Vcéela medonosna

v koloniich ¢itajicich desetitisice jedinci. Pro pochopeni imunity vcely medonosné
je tfeba znat jeji zivotni cyklus, délbu prace v ule a rozdéleni jedinci do kast. V kazdé
kolonii mizeme mezi jednotlivci pozorovat anatomické i fyziologické rozdily. Vcely
jsou v ulu rozdéleny do tzv. kast, a to dle jejich fyziologie, ale také genetické vybavy.
Kolonie sestava z délnic, trubci a matky, ale vétSinu Casu je také piitomen plod, jako
ktery oznacujeme vajicka, larvy a kukly (Vesely, 2003).

Matka je v kolonii pouze jedna, vyjimkou je obdobi rojena, kdy se v ulu vyskytuje
vice mladych kraloven. Pokud se v kolonii za normélnich podminek vyskytuje vice
matek, jedna se o patologicky jev, ktery muze koncit az kolapsem vcelstva. Matka
je zasadni soucasti ulu, stara se o produkci novych jedinct a tvorbu feromona tvoticich
identitu vcelstva.

Délnice jsou diploidni samicky zastavajici veSkeré pracovni ulohy ve vcelstvu.
Uloha, kterou délnice ve v&elstvu plni je zavisla na jejim véku. Mladsi dé&lnice travi
vétsinu Casu v ulu a staraji se pfedevs§im o plod a ul, zatimco star§i vcely predevsim
sbiraji suroviny mimo ul. Posledni kastou jsou trubci. Jednd se o haploidni samce,
jejichz hlavnim ukolem je opustit ul a spafit se s cizi mladou matkou (Vesely, 2003).

Larvy se lihnou z vaji¢ek kladenych matkou béhem tii dnt. Po vylihnuti prochazi
larva péti vyvojovymi stadii vymezenymi jejim svlékanim. Jejich vyvoj je fizen
predev§im stravou, kterd je jim poskytovana délnicemi. Larvy matek jsou napiiklad
krmeny téméf vyhradné matefi kaSiCkou, produktem hltanovych zlaz dé€lnic, pfiCemz
larvy délnic jsou krmeny pfedevsim smési pylu a medu, zatimco matefi kaSicka tvori
menSi Cast jejich potravy predevs§im v ranych fazich vyvoje. Po dokonceni vyvoje larvy
dochazi k jejimu zakukleni. Burika kukly je nasledné zavickovana délnicemi. Doba,
po kterou probiha vyvoj v dospélce, je zavisla na kasté. Nejkratsi vyvoj, dlouhy Sestnact
dni, maji matky, délnice se vyvijeji dvacet jedna dni a trubci Ctyfiadvacet dni (Obr. 1).
Po ukonceni premény dojde ke svleCeni kukly a dospéla vcela kusadly odstrariuje vicko

a vyléza z burniky (Vesely, 2003).
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Obrazek 1: Schéma vyvoje plodu délnice od nakladeni vajicka. Od devatého dne
se jedna o zavickovany plod. Upraveno dle Human et al., 2015.

Kwvili blizkosti jednotlived v ulu jsou jedinci obzvlasté zranitelni vuci infekci
patogenem. Prave eusocialni zptsob zivota v¢el umoznil nékterym parazitim vyvinout
se tak, aby byli schopni podminek ve vCelstvu vyuzit. V¢eli Ul tvoti idealni podminky
pro mnozeni a vyvoj téchto organismu, a proto musi mit vcela efektivni imunitni systém
schopny veskeré hrozby potlacit dfive, nez dojde k napadeni celé kolonie (Kurze et al.,

2016) .

2.2 Imunita hmyzu a v€ely medonosné
Hmyz je rozsahla, evolucné uspéSna tfida zivoCichl. Jejich imunitni odpoveéd
stoji pfedevsim na vrozené imunité (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Pro mapovani hmyzi
imunity je zdavodu jeji rdznorodosti vyhodné pouziti modelového organismu.
Jako priklad modelového organismu lze uvést zastupce fadu dvouktidlych Drosophila
melanogaster, studovanou hlavné diky jejimu jednoduchému chovu a kratkému
zivotnimu cyklu, nebo druhy hmyzu vyznamné pro ¢lovéka, jako jsou naptiklad komari
rodu Anopheles a Aedes, kteti slouzi jako vektory pro lidské patogeny (Pan et al., 2012).
Patogen s cilem infikovat hmyziho jedince musi piekonat nékolik trovni obrany.
Kone¢nym cilem patogenu je uspesné se rozmnozit. Aby k tomu nedoslo, hmyz vyvinul
mnozstvi imunitnich reakci, které se snazi patogen co nejdfive zneSkodnit (Lemaitre &

Hoffmann, 2007). U hmyzu délime imunitu do tfi hlavnich urovni: fyzikalni bariéry,



bunécnou imunitu a humoralni imunity (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Kombinace
téchto imunitnich reakci zajistuje odolnost hmyzu viéi Sirokému spektru patogend.
Viela medonosna disponuje vSemi obranymi prostfedky, které nachazime
u modelovych organismu i presto, Ze jeji genom obsahuje méné genti s imunitni funkci
(Evans et al.,, 2006; The Honey Bee Genome Sequencing Consortium, 2006).
Jeji imunita ovSem neni tak dobfe prozkouména, jako u jiz zminénych modelovych
organismu, proto se kpopisu nekterych jejich imunitnich mechanisml pouziva

ptirovnani, velmi ¢asto k octomilce (Drosophila melanogaster) (Evans et al., 2006).

2.2.1 Fyzikalni bariéry

Prvni obranou linii hmyziho organismu jsou fyzikalni bariéry oddélujici jej od vnéj§iho
prostfedi. U hmyzu ji tvoti chitinova kutikula pokryvajici povrch téla a peritroficka
membrana, ktera tvori vystelku zaludku (Lehane, 1997).

Kutikula je tvofena prevazné krystalickou formou chitinu, dale pak proteiny,
fenolickymi latkami, vodou a v malé mitfe lipidy (Vincent & Wegst, 2004). Pomér
téchto stavebnich slozek nésledné dava kutikule kyzené vlastnosti v z&vislosti na jeji
lokalizaci. Hlavni funkci kutikuly je mechanicka opora hmyziho téla, ochrana proti
vodé a zhlediska imunity tvorba mechanické bariéry neprostupné pro patogeny
(Vincent & Wegst, 2004).

Uvnitt téla zajisStuje mechanickou fyzickou ochranu peritrofickd membrana. Jedna
se o vrstvu chitinu, proteint, glykoproteini a proteoglykant (Lehane, 1997). Vyvati
jakysi rukav lemujici sténu travici soustavy a brani tak epitel pred utoky patogend,
mechanickym posSkozenim, toxiny, nebo jinymi chemickymi latkami (Lehane, 1997).
Uhmyzu mizeme pozorovat dva druhy peritrofické membrany. Prvni typ
je produkovan burikami celého zaludku a jeho produkce je bud kontinualni,
nebo stimulovana pifijjmem potravy. Druhy typ je produkovan specializovanymi
bunkami v pfedni ¢asti zaludku a je vzdy produkovan kontinualné jako neruseny vak
(Lehane, 1997).

Epitely, na kterych dochazi k latkové vymeéné, velmi Casto nemohou byt chranény
fyzickymi bariérami. Jedna se predevsim o epitel tracheji a travici soustavy, ale muze jit
i o obranu epidermis, nebo rozmnozovaci soustavy (Lemaitre & Hoffmann, 2007).
Zaludek hmyzu sice je chranén peritrofickou matrix, ta v§ak mdZe byt poskozena,
nebo ji mohou patogeny cilené narusovat (Lehane, 1997). Tyto epitely jsou proto

chranény expresi komponent humoralni imunity, travicich enzymu, nebo reaktivnich

4



latek s kratkou zivotnosti (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Muze se jednat o expresi
konstantni, nebo indukovanou, pficemz indukovana exprese je spusténa kontaktem

S patogenem a fizena signalnimi drahami.

2.2.2 Bunécfna imunita

Velmi vyznamnou soucasti imunity je také bunéna imunita. U hmyzu
zprosttedkovavaji bunéénou imunitu krevni buriky plujici voln€ v hemolymf€,
tzv. hemocyty (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Hemocyty lze délit na né€kolik skupin,
ovSem v zavislosti na druhu se mohou lisit v morfologii, v biochemickych, nebo
v histologickych vlastnostech (Strand, 2008).

Nejcasteji délime hemocyty dle funkce na buriky obstaravajici fagocytozu, buriky
zajistujici enkapsulaci a neutralizaci vétSich téles a na bunky produkujici enzymy
a chemické latky podilejici se na imunitnich reakcich (Lemaitre & Hoffmann, 2007).
Vsechny tyto buriky vznikaji diferenciaci z progenitorovych bunék, tzv. prohemocytu
(Strand, 2008). Tyto progenitorové buriky nasledné¢ dle potieby diferencuyji.
Prohemocyty vznikaji v hematopoetickych zlazach béhem larvalniho stddia a stadia
kukly, zatimco u dospélych vcel vznikaji nové hemocyty pouze mitdézou (Hystad et al.,
2017). V hemolymfé se hemocyty pohybuji v neaktivni formé&, az pii kontaktu
s patogenem dochazi k jejich aktivaci a adhezi k cizimu télesu (Nardi et al., 2006).

Prestoze rozdéleni hemocytd neni vzdy uplné jednoznacné, rozliSuje se u vcely
medonosné Sest typu bun€k, a to fagocytujici granularni buiky, plasmatocyty,
oenocytoidy, koagulocyty, dvoujaderné buriky, permeabilizované buriky. Toto rozdé€leni
ovSem neni tak zavislé na jejich funkci, jako na typickych znacich, piipadné zpisobech
znaceni, diky kterym je mozné je pozorovat pod mikroskopem (Marringa et al., 2014;

Gabor et al., 2017).

2.2.2.1 Fagocytujici hemocyty

Mezi profesionalni fagocyty muizeme zafadit napfiklad plasmatocyty (Lemaitre &
Hoffmann, 2007) a granulocyty (Strand, 2008), ovSem plasmatocyty jsou nékdy fazeny
ne mezi fagocytujici buiiky, ale mezi butiky podilejici se na enkapsulaci. Tyto neshody
jsou zpusobeny predev§im nejednotnou nomenklaturou hmyzich hemocytd, piicemz
dochéazi k rozd€leni na hemocyty popsané u Drosophila, kde jsou plasmatocyty

oznaCovany jako fagocytujici buriky, a hemocyty znaCené u jinych druhti hmyzu,



kdy se mizeme setkat soznaCenim plasmatocyty prave pro enkapsulujici bunky
(Richardson et al., 2018).

U vcely medonosné se tedy casteji setkdme s oznaCenim granulocyty. Ty tvoii
vétSinu hemocyti v hemolymfé a primarné zprostiedkovavaji fagocytézu odumielych
bunék a jednobunécnych parazitickych organismi. Jedna se prakticky o jednu z prvnich
imunitnich reakci pfi styku organismu s patogenem. Samotna fagocytéza probiha
v nékolika krocich. Nejprve dojde ke kontaktu hemocytu s cizim télesem, jeho
rozpoznani, nasledné dochazi k tvorbé parapodii, totiz vycnélki cytoplasmatické
membrany. Ta obklopuje cizi objekt a dochazi k samotné fagocytoze (Gillespie and et

al., 1997).

2.2.2.2 Hemocyty zprostiredkovavajici enkapsulaci

Posledni skupinou hemocyti jsou hemocyty podilejici se na enkapsulaci. Nevyskytuji
se u zdravych larev, které se vyvijely ve sterilnich podminkach, k jejich vzniku dochazi
az pii napadeni. Pfi napadeni hmyziho organismu dochazi k diferenciaci prohemocyti
na tyto bunky. Tato diferenciace je spusténa signalnimi latkami, které produkuji
plasmatocyty pfi kontaktu s télesem, které neni mozno fagocytovat. Enkapsulujicicmi
buitkami u vCely medonosné jsou granulocyty a plasmatocyty (Negri et al., 2015).
Pfi enkapsulaci se na povrchu objektu lokalizovaném granulocyty zacnou shlukovat
plasmatocyty, a za pomoci melanizace cizi téleso oddéli od prostiedi a v ptipade zivého
organismu jej usmrti, velmi pravdépodobné produkci reaktivnich forem kysliku (ROS)
nebo intermediati melaniza¢ni kaskady (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Pro rozpoznani
a adhezi hemocyta na cizi té€leso jsou dulezité nékteré proteiny komplementu, na které
nasledné hemocyty reaguji a dochézi k jejich shlukovéani (Levin et al., 2005; Strand,
2008). Enkapsulaci ¢asto predchazi nodulace, pii které dochazi ke shlukovani hemocytu
a cizich mikroorganismti. Mikroorganismy jsou tak eliminovany a cela nodula muize byt

nasledné enkapsulovana (Gillespie and et al., 1997).

2.2.2.3 Hemocyty produkujici komponenty humoralni imunity

Zbytek hemocyti u hmyzu tvori bunky, které neinteraguji s patogeny piimo,
ale produkuji latky a enzymy ucastnici se déju humoralni imunity. K t€émto d&um patii
predevsim spusténi melaniza¢ni kaskady. Produkuji profenoloxidasu (proPO) a jiné
komponenty melanizacni kaskady, skladuji je a po podrazdéni je vypousti

do hemolymfy, kde dochazi k jejich pfeméné na aktivni formy enzymua (Lemaitre &
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Hoffmann, 2007). Do této skupiny hemocytd patii u vCely medonosné oenocytoidy,
které jsou pozorovatelné také u jinych druhi hmyzu (Negri et al., 2015). Tyto hemocyty
reaguji na kontakt s patogenem prasknutim, pfi kterém dochazi k vypusténi PPO,

ktera je v hemolymfé€ aktivovana (Shrestha & Kim, 2008).

2.2.3 Humorailni imunita

Jako humoralni imunitu oznacujeme dé&je, pii kterych dochéazi k produkci dil¢ich
molekul eliminujicich patogeny. K jeji indukci dochazi prevazné pii priniku patogenu
do téla jedince. U hmyzu do humoralni imunity fadime produkci antimikrobialnich

peptidt, lysozymu a komponent melaniza¢ni kaskady (Stanley et al., 2009).

2.2.3.1 Melanizaéni kaskada

Melanizacni kaskada zajistuje tzv. melanizaci, ktera zahrnuje produkci monomert
melaninu a jejich polymerizaci. Polymery se nasledn€ vazou na membréany patogennich
organismu a znemoziuji jim vstup do bunék organismu, vyménu latek pfes membranu,
nebo piimo zpusobuji jejich smrt. (Nakhleh et al., 2017).

Tato kaskada je napojena na signalni drahu Toll. Na konci kaskady dochazi
k aktivaci zymogenu proPO za vzniku enzymaticky aktivni fenoloxidasy (PO),
kterd oxiduje tyrosin za vzniku dihydroxytyrosinu, ktery je timto enzymem opét
oxidovan za vzniku dopachinonu (Obr. 2). Dochazi k jeho spontanni cyklizaci a tento
produkt je nasledné enzymaticky dekarboxylovan za vzniku dihydroxyindolu. Ten je
opét oxidovan fenoloxidasou a produkované indolové chinony polymerizuji za vzniku
eumelaninu, jedné z forem melaninu (viz Obrazek ¢.1) (Nakhleh et al., 2017; Nappi &
Vass, 1993).

Melanin nasledné tvofi vrstvu na povrchu patogenu a znemoziiuje mu normalni
funkci. Samotné reak¢ni intermediaty jsou velmi Casto pomérné reaktivni a mohou mit
jiz samy o sobé toxické ucinky na cileny organismus (Nappi & Christensen, 2005).
Proces melanizace je vyznamny jak v imunitni reakci, tak v reakci na poranéni kutikuly
hmyzu, kdy polymerizace melaninu pfispiva ke sklerotizaci zacelené rany (Lemaitre &

Hoffmann, 2007).
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Obr. 2: Schéma vzniku eumelaninu béhem melaniza¢ni kaskady. Upraveno dle Nappi &
Christensen, 2005 a Nappi & Vass, 1993

2.2.3.2 Lysozymy

Lysozymy jsou enzymy se schopnosti §tépit bunécnou sténu bakterii. Jejich enzymova
aktivita spociva ve Stépeni glykosidické vazby mezi N-acetylglukosaminem a kyselinou
N-acetylmuramovou. Jejich produkce je v hemolymfé¢ a zaludku konstantni, pfi
kontaktu organismu s patogenem dochazi k zvySeni jejich produkce (Huang et al.,
2021). V zaludku hmyzu mohou také velmi Casto plnit funkci travicich enzymi a tim

zpristupiovat moznost konzumace bakterii jako zdroje potravy (Huang et al., 2021).

2.2.3.3 Antimikrobialni peptidy

Antimikrobidlni peptidy (AmP) jsou kratké peptidy o velikosti vfadu desitek
aminokyselin. Tyto peptidy jsou predev§im bazické a jejich antimikrobidlni aktivita
spociva prevazné v interakci s membranou cizi burky, nebo v priichodu membranou
a interakci s vitalnimi proteiny (Otvos, 2000). Pfi interakci s membranou tvoii AmP
pory, které znemoziuji buiice regulovat jeji vnitini prostfedi a diky tomu dochazi k jeji
smrti. Membranou prochéazi napfiklad apidaecin, ktery patfi mezi tzv. proline rich
peptides (PRPs), neboli peptidy bohaté na prolin. Po prichodu membranou se vaze
na skladaci proteiny a zamezuje dalSimu dé€leni bakterie (Li et al., 2006). AmP cili
pouze prokaryotické buiiky a houby, diky ¢emuz se jednad o pfedmét vyzkumu novych
1éciv schopnych nahradit antibiotika, ktera u bakterii postupné zpusobuji rezistenci.
Tato selektivita AmP je umoznéna niz§im membranovym potencidlem

u prokaryotickych bun¢k (Wimley & Hristova, 2011).



Produkci AmP zajistuje predevsim tukové téleso, coz je organ zajistujici velké
mnozstvi metabolickych déju, jde o jakysi ekvivalent jater vyssich zivoCichi. Ovsem
k produkci AmP dochézi také v ramci jiz zminéné epitelialni imunity, a to pravé piimo

v burikach epitelu, nebo hemocyty (Lemaitre & Hoffmann, 2007).

2.2.4 Antimikrobialni peptidy véely medonosné

Jak jiz bylo zminéno, AmP plni dilezitou Glohu v humoralni imunitni reakci vcel,
predevs§im pak dospélych jedinci. U vcel bylo zatim detekovano nékolik AmP,
spadajicich do Ctyf rodin. Jedna se o defensiny, apidaeciny, abaecin a hymenoptaecin
(Danihlik et al., 2016). VSechny tyto AmP cili na bakterie, pfipadné houby napadajici
vceli organismus. K AmP vcely jsou také pfifazovany peptidy tvofici slozky vceliho
jedu, nebo jinych vcelich produktd, které ale nejsou detekovatelné v hemolymfg.
U vceliho jedu se jedna predevsim o melittin a apamin, zatimco v matefi kasicce byla

detekovana rodina peptidi nazvanych jelleiny (Danihlik et al., 2016).

2.2.4.1 Defensiny

Defensiny jsou AmP bohaté na cystein specifické disulfidickymi vazbami. Vcela
medonosna produkuje dvé isoformy defensin 1 a defensin 2. Piesto, ze spadaji do stejné
skupiny, jsou z hlediska aminokyselinového slozeni homologni pouze z 55,8 % (Ilyasov
et al., 2013).

Defensin 1 ma tfi isoformy, jedna je specificka pro hemolymfu a zbylé dve byly
detekovany v matefi kasicce. Defensiny nachazejici se v matefi kaSicce jsou také nékdy
nazyvany royalasiny, podle anglického vyrazu pro matefi kasicku, royal jelly (Fujiwara
et al., 1990). Tyto dvé isoformy se od defensinu v hemolymfg€ 1i§i slozenim ve dvou
aminokyselinach. Sekvence vSech isoforem defensinu 1 sestavd z 51 aminokyselin
aje kodovana jednim spoleCnym genem nazvanym defensin 1. Oproti tomu defensin 2
kédovany svym vlastnim genem defensin 2 je tvoren 43 aminokyselinovymi zbytky.
Jedna se o cyklické peptidy propojené tiemi disulfidickymi mustky. Jsou produkovany
ve forme inaktivnich prepeptidd, jejichz apravou dojde k jejich aktivaci (Ilyasov et al.,
2013).

Zatimco v hrudich v¢el byla detekovana mRNA kodujici defensin 1 1 defensin 2,
v hltanovych a kusadlovych zlazach byla detekovana pouze mRNA kodujici defensin 1,
coz poukazuje na tkafiovou specifitu jeho exprese. Tento fakt zaroven koreluje s detekci

royalisind v matefi kasicce. (Ilyasov et al., 2013).
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Defensiny projevuji antimikrobialni aktivitu predevS$im viaci Gram-pozitivnim
bakteriim, vykazuji ovSem také aktivitu vici nékterym Gram-negativnim bakteriim
(Casteels-Josson et al., 1994). Mechanismem, kterym defensiny usmrcuji bakterie,
je v€lenéni do cytoplasmatické membrany patogenu a vytvoreni pérd. Kvuli tomu
dochazi k uniku cytoplasmatickych draselnych iont a inhibice d&ji vitalnich pro Zivot
bakterie (Ilyasov et al., 2013). Ke spusténi syntézy defensinii nedochazi tak rychle po
infekcet, jako u jinych AmP, ovSem jejich zvySena hladina je pozorovatelna az po dvou

tydnech od prvniho kontaktu s patogenem (Ilyasov et al., 2013).

2.2.4.2 Apidaeciny

Apidaeciny jsou malé, linearni, kladné nabit¢ AmP. Jejich sekvence obsahuje
18 aminokyselinovych zbytku, z toho tvoii pomémné velkou ¢ast aminokyselina prolin.
Pravé diky tomu jsou apidaeciny fazeny mezi tzv. proline-rich peptides (PRP), neboli
peptidy bohaté na prolin, kam patfi také abaecin (Danihlik et al., 2016; Zhou et al.,
2008). V hemolymfé vcely medonosné byly detekovany tfi isoformy apidaecinu:
apidaecin la, apidaecin 1b a apidaecin 2. Tyto formy apidaecinu jsou casto kodovany
jednim genem jako jeden spolecny prekurzor, jehoz Stépenim vznikaji jednotlivé
peptidy. Rozdily mezi jednotlivymi formami tvofi pfevazné aminokyselinové slozeni N-
konce peptidt, zatimco C-konec je vysoce konzervovany (Danihlik et al., 2016).
Apidaecin a jiné PRP vykazuji antimikrobialni aktivitu prevazné vici Gram-
negativnim bakteriim. Na rozdil od jinych AmP netvoii PRP pory v cytoplasmatické
membrané bakterie, ale prochazi do cytoplasmy organismu. Zde nespecificky interaguji
s komplexy zajistujicimi skladani proteinti, jako je DnaK chaperon, nebo soucast
chaperoninového komplexu GroEL (Kragol et al., 2001). Tato interakce koreluje
s antimikrobialni aktivitou peptidu, pokud byla struktura peptidu pozménéna tak,
ze nedochazelo k interakci s proteinovymi komplexy, nebyla zaroven pozorovana
antimikrobialni aktivita. Tyto peptidy maji spiSe cytostaticky ucinek, jejich ptsobeni

bakterii neusmrcuje, ale spiSe znemoziuje jeji rast (Kragol et al., 2001).

2.2.4.3 Hymenoptaecin

Hymenoptaecin je nejvétsim AmP detekovanym v hemolymf€ véely medonosné. Jedna
se o linearni peptid tvoreny sekvenci 93 aminokyselin. Jako vét§Sina AmP je kladné
nabity a jeho specifikem je to, ze je bohaty na glycin. Jeho N-konec tvofi helikalni

strukturu a C-konec bohaty na glycin je zodpovédny za jeho antimikrobialni aktivitu
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(Gao & Zhu, 2010). Oproti defensinu neobsahuje zadné disulfidické mustky. Projevuje
antimikrobialni aktivitu proti Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakteriim (Casteels
et al.,, 1993). Tento peptid je soucasti rychlé imunitni odpovédi a jeho koncentrace
v hemolymf€ stoupa brzy po infekci. Jedna se o AmP interagujici s cytoplasmatickou
membranou bakterii, ktery tvoii pory a tim usmrcuje patogenni buiiky (Danihlik et al.,

2016).

2.2.4.4 Abaecin

Abaecin je druhym AmP produkovanym vcelou medonosnou ze skupiny PRP. Sklada
se ze 34 aminokyselin, z nichz 10 ¢ini aminokyselina prolin (Casteels et al., 1990).
Vcela medonosna produkuje pouze jednu isoformu tohoto peptidu, a to abaecin 1.
U vcely vychodni byla detekovana druhé isoforma tohoto AmP, abaecin 2. Abaecin 1
je pii infekci produkovan mladymi larvami, pravdépodobné tedy hraje dilezitou roli
v jejich imunitnich reakcich (Evans, 2004). Abaecin svym uc¢inkem cili Gram-pozitivni
bakterie, ovsem mechanismus jeho ucinku se lisi od druhého PRP apidaecinu.

U ¢melakt neprojevuje abaecin ani v poméme vysokych koncentracich aktivitu proti
Gram-negativnim bakteriim, ovSem 1 jeho nizké koncentrace posilovaly inhibicni
ucinek hymenoptaecinu. Tento fakt poukazuje na mozné synergistické ucinky AmP
(Rahnamaeian et al., 2016). Je nutno podotknout, ze mezi abaecinem produkovanym
¢meldky a vcelami jsou chemické rozdily, abaecin produkovany cmeldky je O-

glykosylovany. (Danihlik et al., 2016) .

2.2.4.5 Melittin a jiné peptidy vceliho jedu
Mellitin je nejvyznamnéjsi slozkou vc€eliho jedu. Sam tvoii 40-60 % suSiny. Stejné€ jako
u ostatnich AmP se jedna o maly, zaporne nabity peptid (Danihlik et al., 2016). Jeho
sekvence sestavd z 26 aminokyselin tvofici dvé alfa-Sroubovice propojené dvéma
aminokyselinovymi zbytky. Jeho hlavni funkci je interakce s cytoplasmatickou
membranou a tvorba pord (Memariani et al., 2019). Je produkovan jako neaktivni
tetramer a az pii jeho vypusténi do cilového organismu dochazi k disociaci na jednotlivé
monomery (Picoli et al., 2017).

Dalsimi dvéma vyznamnymi peptidy obsazenymi ve vcelim jedu je apamin a MCD
(mast cell degranulating) peptid. Apamin je maly peptid slozeny z 18 aminokyselin
s neurotoxickymi ucinky. Véaze se na sodné a vépenaté kanaly a blokuje inhibicni

signaly nervové soustavy (Lima & Brochetto-Braga, 2003). MCD peptid je chemicky
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podobny apaminu. Je tvofen 22 aminokyselinovymi zbytky a je bohaty na alfa-
Sroubovice. Jeho ucinkem dochazi k uvolfiovani histaminu z zirnych bunék (Lima &

Brochetto-Braga, 2003).

2.2.4.6 Jelleiny

Jelleiny jsou malé AmP obsazené v mateti kaSicce. Skladaji se z 8-9 aminokyselin, maji
kladny naboj a jejich C-konec je amidovan. Byly objeveny Ctyfi jelleiny, pojmenované
jellein I-IV (Romanelli et al., 2011). Jejich antimikrobialni aktivita je pomérné Siroka.
Jelleiny I-1II jsou aktivni proti Gram-pozitivnim bakteriim, Gram-negativnim bakteriim
a kvasinkdm, ovSem AmP podilejici se na imunité vcely projevuji antimikrobialni
aktivitu jiz pfi nizSich koncentracich. Jellein IV naopak zadnou antimikrobialni aktivitu

neprojevuje (Fontana et al., 2004).

2.2.5 Metody vyzkumu antimikrobialnich peptidu
Na zacatku vyzkumu antimikrobialnich peptidi stoji jejich detekce a charakteristika.
Na zakladé téchto dat 1ze nasledné AmP dale presnéji detekovat a kvantifikovat. Jelikoz

je jejich exprese regulovana na urovni transkripce, velmi Casto se také pracuje s mRNA,

¢i DNA (Casteels et al., 1993).

2.2.5.1 Puvodni metody detekce a charakterizace AmP

Antimikrobialni peptidy vCely medonosné byly poprvé detekovany pii hledani slozek
vcelich produkti a hemolymfy, které zptisobovaly jejich antimikrobialni vlastnosti. Tato
antimikrobialni aktivita je méfena difusnim testem, pfi kterém se na agarovou plotnu
s rovnomeérné aplikovanou bakterialni suspenzi aplikuji latky, jejichz u€inky na dany
bakterialni kmen chceme pozorovat. Tohoto postupu bylo vyuzito naptiklad pfi objevu
royalisinu, kdy byla meéfena antimikrobidlni aktivita jednotlivych frakci ziskanych
z gelové permeacni chromatografie proteint izolovanych z matefi kasiCky (Fujiwara et
al., 1990).

Praveé také chromatografické metody hraji velkou roli pii detekci AmP. Pfi spravném
zvoleni techniky lze separovat a izolovat jednotlivé AmP. NejCastéji je pouzivano
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). V kombinaci s pouzitim hydrofobni
stacionarni faze byla tato metoda pouzita pii detekci a popisu vétsiny vcelich AmP

(Fujiwara et al., 1990; Casteels et al., 1993; Casteels et al., 1990).
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Po identifikaci peptidu s antimikrobialnimi vlastnostmi je potieba detailnéjsi
analyzy, tj. aminokyselinova sekvence, sekundarni struktury peptidu, ¢i obsah
disulfidickych  mustk.  Sekvenace byla v pfipadé royalisinu, abaecinu
a hymenoptaecinu ur¢ena Edmanovym odbouranim. Pfi tomto postupu se nejprve
kompletné hydrolyzuje analyzovany protein a jednotlivé aminokyseliny reaguji
s Edmanovym c¢inidlem, fenylisothiokyanatem. Derivaty aminokyselin jsou nasledné
rozdélovany HPLC na reverzni fazi a spektrofotometricky detekovany v blizké
UV oblasti (Heinrikson & Meredith, 1984). Pro stanoveni molekulové hmotnosti AmP
bylo pouzivano gelové elektroforézy v polyakrlyamidovém gelu za redukujicich

podminek (Casteels et al., 1993).

2.2.5.2 Moderni techniky detekce a kvantifikace

Pii vyzkumu AmP se dnes pouziva predevsSim hmotnostni spektroskopie (MS), metod
ELISA a technik studujicich jejich genové exprese, jako je polymerasova fetézova
reakce (PCR). Velmi dilezitou soucasti detekce AmP je také priprava vzorku, ktera
zahrnuje separaci, extrakci a izolaci AmP. Metody pfipravy vzorku se lisi podle
materialu, ktery je pouzit pro izolaci a analyzu AmP.

Pro ptesnou analyzu je dualezita ptiprava vzorku. VétSinou se setkavame se dvéma
typy materidlu, a to hemolymfou, nebo urcitou ¢asti téla hmyzu, pfipadné mohou
byt analyzovany véeli produkty (Danihlik et al., 2014; Bilikova & Simuth, 2010).
Vétsich molekul a castic se zbavuje centrifugaci o velkém pretizeni. Po ukonceni
centrifugace jsou AmP obsazeny v supernatantu, ktery je nasledné podroben dalSim
procesum.

AmP je mozno izolovat kyselou extrakci a naslednym zahtatim vzorku, jelikoz jsou
jako kratké peptidy s mnohonasobnym kladnym nabojem v kyselém roztoku stabilni
iza pomémé extrémnich podminek (Casteels et al., 1989). Pro ziskani Cisté smési
proteint a peptidi muize byt pro oddéleni precipitatu vzorek lyofilizovan a rozpustény
lyofilizat nasledné odsolen pomoci adsorpéni chromatografie, nebo dale separovan
pomoci HPLC (Danihlik et al., 2014).

Moderni metody analyzy AmP jsou HPLC, gelové elektroforéza, MS a cirkularni
dichroismus. Genova exprese AmP sledovana pomoci kvantitativni PCR. Ta umoziuje
sledovat odpoveéd’ organismu na stimulaci imunitniho systému, ov§em mnozstvi mRNA
nemusi byt v pfimé zavislosti na nasledném mnozstvi produkovanych AmP (Danihlik et

al., 2016). Pro charakterizaci AmP se dnes pouziva vicerozmérna elektroforéza a MS,
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vétsinou spojena s HPLC. Elektroforéza umoziuje urcit molekulovou hmotnost peptidu
a jeho zakladni chemické charakteristiky, zatimco MS umoziiuje po fragmentaci peptidu
precteni jeho aminokyselinové sekvence (Fontana et al., 2004; Albert et al., 2011). MS
také umoziiuje kvantifikaci AmP v riznych typech vzorku, jako jsou napfiklad
hemolymfa, ¢i celé t€lni ¢asti (Danihlik et al., 2014). Alternativou MS pro kvantifikaci
muize byt také ELISA (Bilikova & Simuth, 2010).

Pro studium genti koédujicich AmP, pripadné pro jejich rekombinantni produkci
anasledny vyzkum je izolovana DNA nebo RNA a je pievedena na cDNA
(komplementarni DNA) pomoci PCR. Tato cDNA miZze byt nasledné analyzovana
a porovnavana s databazemi, nebo upravena a vlozena do vhodnych mikroorganismu
(Jin et al., 2012). Takto je mozno produkovat Cist¢ AmP pro jejich nasledné studium.
Pro studium imunitnich drah regulujicich produkci AmP muze byt vyuzito RNA
interference. UmlCenim urcitych gend mizeme pozorovat, jakou funkci maji (Kaneko et

al., 2004)

2.2.6 Signalni drahy

Indukovana exprese komponent humoralni imunity je fizena nékolika cestami.
Nejprozkoumangjsimi z nich jsou signalni drahy Toll, Imd a JAK/STAT. Tyto drahy
jsou fizeny proteolytickymi kaskaddami, které iniciuje kontakt s bunénou sténou
patogenu, kdy se proteiny rozpoznavajici latky obsazené ve stén€ mikroorganismu jeho
vazbou aktivuji a zahajuji celou kaskadu koncici nastartovanim exprese proteinu

s imunitni funkci (Evans et al., 2006).

2.2.6.1 Spoustéce signalnich drah

Na zacatku signalnich drah stoji proteiny, jejichz ukolem je rozpoznat molekuly
specifické pro cizi organismus. Nejrozsifen€jsi skupinou té€chto proteinii jsou
peptidoglykan rozpoznavajici proteiny, zkracované jako PGRPs (z anglického
peptidoglycan recognition proteins) (Dziarski, 2004). Tyto proteiny interaguji
s peptidoglykany (PG), coz jsou polymery N-acetylglukosaminu a N-acetylmuramové
kyseliny. Tyto fetézce jsou nasledné vertikdln€ propojeny kratkymi peptidovymi
sekvencemi, jejichz slozeni zavisi na typu bakterie (Dziarski, 2004). PGRPs
rozdélujeme do dvou tfid: kratké PGRPs (PGRP-S), malé extracelularni proteiny
iniciyjici signalni drahy v hemolymfé, a dlouhé PGRPs (PGRP-L), které jsou delsi,

Casto obsahuji transmembranové membrany a jsou lokalizovany v membranach
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a cytoplazmeé bunék (Werner et al., 2000). V zavislosti na typu PGRP dochazi
ke spusténi riznych signalnich cest, na jejichz konci stoji produkce latek, které usmrcuji

cizi organismus.

2.2.6.2 Toll signalni draha

Toll dréha je pojmenovana podle jejiho ustfedniho transmembranového receptoru. Jedna
se o evolucné konzervovanou signalni drahu, velmi podobné proteiny muizeme
pozorovat napiiklad u savcu (Evans et al., 2006). Jedna se o signalni drahu tzce spjatou
jak s imunitni reakci, tak s vyvojem jedince béhem ontogeneze, kdy hraje tato signalni
draha klicovou roli pfi rozliSovani polohy na dorso-ventralni ose. To je dulezité
pro orientaci bunék v ramci celého organismu (Lemaitre & Hoffmann, 2007).

Tato drdha ma nékolik klicovych komponent, pfi jejichz odstranéni dochézi
ke snizeni imunitni odpovédi. Patfi sem cytokin Spétzle, jiz zminény transmembranovy
receptor Toll, Pelle kinasa, protein Cactus a aktivatory transkripce Dorsal a Dif.
Pfi rozpoznani peptidoglykanu dojde ke spusténi kaskady a naslednému vzniku
cytokinu Spatzle rozstépenim proSpatzle. K t€émto déjim dochazi v hemolymfe€. Spatzle
nasledné interaguje s Toll receptorem, spfazené proteiny jiz v cytoplazmé aktivuji Pelle
kinasu s takzvanou death domain (DD), ktera degraduje protein Cactus tvorici komplex
s aktivatory Dorsal a Dif. Tyto aktivatory se uvolni a mohou regulovat transkripci gent
koédujicich AmP (Obr. 3) (Belvin & Anderson, 1996). Toll signalni draha je aktivovana
pfedevSim Gram-pozitivnimi bakteriemi a houbami, coz je v souladu s produkci
antimikrobialnich peptidd, jejichz produkci tato cesta iniciuje, a které pravé na tyto
patogeny cili (Danihlik et al., 2016). U vcely medonosné lze poukazat na urcita
specifika této signalni drahy. Zatimco pro octomilku je typicky transkripéni faktor Dif,
u vCely a jinych zastupci hmyzu jeho roli zastava transkripéni faktor Dorsal. Ten
ma stejnou funkci jako Dif, ale mé rozdilnou strukturu a koduje jej odliSny gen. Toll
draha u v€ely medonosné iniciuje produkci defensind, apidaecinu, abaecinu a lysozymu

(Evans et al., 2006).
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Houba
Gram-pozitivni bakterie
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Exprese Exprese abaecinu, Exprese
komplementu apidaecinua  hymenoptaecinu a
defensinu abaecinu

Obr. 3: Schéma imunitnich drah Toll, Imd a JAK/STAT u vcéely medonosné. Proteiny
rozpoznavajici cizi ¢astice GNBP3, PGRP-S a PGRP-L spousti vazbou ligandu jednotlivé
kaskady kon¢ici uvolnénim transkripéniho faktoru, jeho pfenosu do jadra a aktivace transkripce
danych gent. Upraveno dle Lemaitre & Hoffmann, 2007 a Evans et al., 2006.

2.2.6.3 Imd signalni draha

Tato drdha je pojmenovana podle mutace pojmenované immune defficiency (imd),
ktera zpusobovala snizenou expresi genu kodujicich nékteré antimikrobialni peptidy.
Pii potladeni exprese geni kodujicich jeji komponenty byly pozorovany stejné
vlastnosti jedince, jako u imd mutantll, odtud tedy prameni jeji pojmenovani (Lemaitre
& Hoffmann, 2007). Na rozdil od Toll signalni drahy neovliviiuje Imd draha vyvoj

jedince, imd mutantni jedinci do kontaktu s patogenem prakticky neprojevuji zadné
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fenotypické rozdily (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Tato signalni draha tedy slouzi jen
jako zpusob indukce imunitni odpovédi ve formé produkce antimikrobialnich peptidu.

Imd draha je aktivovana rozpoznanim peptidoglykanu pomoci PRPG-L, cela
nasledna kaskada je tedy lokalizovana v cytoplazmé buriky. Dochazi k aktivaci kinasy
a spusténi kaskady sestavajici z proteinkinas dFADD a Dredd, ktera kon¢i uvolnénim
transkripéniho faktoru Relish, jenz aktivuje transkripci Sirokého spektra
antimikrobialnich peptidia (viz Obrazek ¢.2) (Evans et al., 2006).

K stimulaci této signalni drahy dochazi pii vazbé peptidoglykanti produkovanych
Gram-negativnimi bakterii. U v€ely medonosné spousti expresi hymenoptaecinu a také
abaecinu. Exprese téchto AmP je vyznamné snizena, pokud dojde k umlceni genu
kodujiciho transkripéni faktor Relish (Schlins & Crozier, 2007). Snizeni produkce
abaecinu poukazuje na fakt, zZe exprese tohoto peptidu je fizena jak signalni drahou Toll,

tak Imd.

2.2.6.4 JAK/STAT signalni draha

Ve jménu této signalni drahy figuruji dva jeji komponenty: Janus kinasa Hopscotch
(JAK) a transkripcni faktor STAT (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Pti genetické supresi
této signalni drahy nebylo pozorovano snizeni exprese antimikrobialnich peptidi, doslo
vSak ke zvySeni nachylnosti jedinci vaci virovym onemocnénim (Lemaitre &
Hoffmann, 2007). Tato draha reaguje na cytokinim podobné proteiny, které vazbou na
receptor zvany Domeless spousti kaskadu. Tato draha reguluje produkci imunitné
aktivnich proteint a je predpokladano, ze hraje vyznamnou roli pii fagocytoze patogent

hemocyty (Evans et al., 2006).

2.3 Rozdily v imunitnich reakcich vcel

Imunita jednotlivych vcel v kolonii je zavisla na stafi jedince, pfislusnosti jedince
ke kast€, nebo populaci. Je mozno pozorovat ruznou intenzitu jednotlivych casti
imunitni odpovédi jak mezi riznymi vyvojovymi stadii a kastami, tak i u jedinct

razného stafi patficich ke stejné kasté (Schmid et al., 2008; Randolt et al., 2008).
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2.3.1 Rozdily mezi vyvojovymi stadii

Pokud hovotime o vyvojovych stadiich véely medonosné, myslime tim rozd¢€leni na tfi
zakladni stadia: larva, kukla a dospély jedinec. Kazdé z téchto stadii je vystaveno jinym
podminkam, Ize tedy predpokladat rozdilné imunitni odpovédi. Sleduje se predevs§im
aktivita bunécné imunity, produkce antimikrobialnich peptidi a produkce komponent
melaniza¢ni kaskady.

Larvy jsou schopné obrany pred patogeny, ovSem jejich imunitni odpovéd’ neni tak
silna, jako u dospélych vcel. Zaroven oproti dospelym vcelam dochazi k expresi uzsiho
spektra proteint a peptidu podilejicich se na humoralni imunité. Pfi napadeni bakteriemi
dochazi k produkci AmP, zatimco komponenty melanizaéni kaskady nejsou
exprimovany v tak velké mife (Randolt et al., 2008). Jejich imunitni reakce je postavena
pfedev§im na bunécné imunité, ktera je u dospélych vcel upozadéna ve prospéch
humoralni imunity (Wilson-Rich et al., 2008).

Naopak ve fazi kukly ztraci vCela veétSinu schopnosti branit se patogentm.
Pfi napadeni virem 1 bakterii dochazi pomérné rychle ksmrti jedince. Zarovein
jeukukel mozno jako u jediného stadia pozorovat zvySeni bakteridlni aktivity
v hemolymfé po napadeni. Kukly jsou sice schopny produkovat slozky humoralni
imunity, exprese je ale tak slaba a opozdénd, Ze na jiz namnoZeny patogen nema
vyznamny ucinek (Géatschenberger et al., 2013).

Hemolymfa mladych dospélych vcéel vykazuje, stejné jako hemolymfa larev,
antimikrobialni aktivitu, ovSem dochézi k produkci vice komponent imunity. Na rozdil
od larev lIze v jejich hemolymf¢ pozorovat vznik nodul, které vznikaji aktivitou
hemocyti a melanizacni kaskady (Gétschenberger et al., 2013; Tokura et al., 2014).
Zaroven je mozno pozorovat zménu charakteru hemocyti v hemolymfé. Po prodélani
metamorfozy projevuji hemocyty jedince rozdilnou morfologii a vzorce chovani (Negri
et al., 2015). U dospélych vcel hraje primarni roli humoralni imunita, zatimco s vékem

dochazi ke snizeni poctu hemocytd v hemolymf€ (Schmid et al., 2008).

2.3.2 Rozdily mezi véelami rizného stari

U imunitnich reakci v¢el hraje roli také jeji stafi. Vcely v zavislosti na stafi v alu
vykonavaji razné funkce, tim padem jsou i vystavovany ruznym prostiedim. Mladé
vCely se predev§im staraji o plod a ul, zatimco starsi vCely maji za kol predevsim sbér

surovin mimo kolonii (Bull et al., 2012).
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Mladé veely vykazuji siln€j$i imunitni reakci, ovSem i pfes to jsou nachylnéjsi
k infekci nez starsi vCely. Pti infekci u nich dochazi k expresi mnohem SirSiho spektra
komponent imunity. Ty vSak pfi obrané€ organismu nejsou tak efektivni, jako selektivni
imunitni reakce starych v€el. U nich dochéazi k expresi pouze né€kolika specifickych
AmP a komponent melanizacni kaskady, které jsou schopné pomeérné efektivné
eliminovat patogen (Bull et al., 2012). Zde muze hrat roli tzv. imunitni priming, kdy
jsou vcely schopné efektivnéji eliminovat patogen, se kterym se jiz diive v subletalni
davce setkaly (Burciaga et al., 2023).

S vékem u vcel dochazi ke zvySovani fenoloxidasové aktivity, zatimco pocet
hemocytd v lymfé€ se postupné snizuje, coz se projevuje jako snizené mnozstvi nodul
v hemolymf€ vcely po infekci. ZvySeni aktivity fenoloxidasy na ukor bunécné imunity
je pripisovano niz§i energetické naroCnosti melanizacni kaskady oproti udrzovani
aktivnich hemocytt pfipravenych branit télo pred patogenem. Zaroven je melanizacni
kaskada jednou z nejdilezitéjSich soucasti hmyzi imunity, tudiz je organismus schopen

se ubranit patogenim (Laughton et al., 2011).

2.3.3 Rozdily mezi populacemi

Vcela medonosna je prizpusobena klimatu mirného podnebného pasu stfidanim
generaci, pfiCemz rozliSujeme populace letni a zimni. Letni populace zahrnuje vcely
lihnouct se od konce zimy do konce 1éta (Mattila et al., 2001). Tato populace zajistuje
veskeré potreby ulu, a predevs§im sbér surovin a vytvareni zasob. Vcely letni populace
maji vzhledem k aktivnimu zivotnimu stylu pomérné kratkou dobu doziti, a to pfiblizné
30 dni (Fukuda & Sekiguchi, 1966). Na konci srpna se zacinaji objevovat prvni vcely
zimni populace, které maji dobu doziti az pres pul roku. Musi totiz ptezit zimu, kdy
veelstvo preziva v zimnim chomaci a matka neploduje. Tyto vCely predevsim zajist'uji

udrzovani vnitiniho prosttedi v ulu a vyzivu prvnich vcel letni populace.
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V zimnim obdobi jsou vcely vystaveny mens$imu mnozstvi patogent, jelikoz
neopousti ul. I pres to je jejich imunitni reakce srovnatelna s imunitni reakci letnich
vcel, po imunostimulaci vykazuje dokonce jejich hemolymfa vys§i antimikrobidlni
aktivitu. Zaroven se v jejich hemolymf€ vyskytuje vétsi mnozstvi proteind, coz vyssi
antimikrobialni aktivitu hemolymfy muze vysvétlovat (Kunc et al., 2019). Aktivitu
bunécné imunity zimni vcely nevykazuji prakticky zadnou (Gétschenberger et al.,
2013). To je v souladu s trendem snizovani poctu hemocyti s vékem (Schmid et al.,
2008).

Mezi témito dvéma generacemi dochazi také krozdilnym expresim
antimikrobialnich peptidid. Zatimco u letnich vcel je pozorovatelna vyssi relativni
exprese AmP apidaecinu a abaecinu, u zimni generace doslo k vyssi relativni expresi

defensind a hymenoptaecinu (Dostalkova et al., 2020).

2.3.4 Rozdily mezi kastami

Trubci jsou méné€ vystavovani vnéjSimu prostiedi, ve kterém muze Castéji dochazet
ke kontaktu s patogenem, presto je pro né€ a pro dal§i generace velmi dulezita jejich
imunitni odpovéd (Gétschenberger et al., 2012). Jejich imunitni reakce je velmi
podobna imunité délnic. Jedinym rozdilem je produkce proPO jako komponenty
melanizacni kaskady, jejiz koncentrace se pii stimulaci imunitniho systému po cely
zivot trubce neméni. Produkce AmP po infekci s vékem trubce klesa, bunécna imunita
je stejné jako u délnic upozadéna brzy po dosazeni dospé€losti (Gétschenberger et al.,
2012).

Matky jsou po cely svij zivot, kromé& snubniho letu, v prostiedi ulu, jsou ale
vyhradné krmeny délnicemi, je u nich tedy velké riziko infekce (Gétschenberger et al.,
2013). Zaroveti jsou vitalnimi ¢lenkami vceliho spoleCenstvi, v nékterych pripadech
zavisi na jejich imunitnich reakcich osud celé kolonie. Jejich imunitni reakce ma stejny

profil, jako imunitni reakce délnic (Géatschenberger et al., 2013)

2.4 Socidlni imunita

Socialni imunita je specifikem eusocialnich druhi hmyzu, jako jsou napftiklad vcely,
vosy, mravenci, nebo vSekazi. Tento zpusob zivota umoznil vyvoj] novych zpusobu
potlacovani Sifeni patogenua a parazitickych organismu. U vcel 1ze naptiklad pozorovat

vzorce chovani, které maji za ucel potlacovat §ifeni parazita, nebo jej pfimo odstranovat

(Kurze et al., 2016).
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Muzeme pozorovat nékolik druhii chovani, které 1ze oznacit jako projevy socialni
imunity. Lze sem zaradit hygienické chovani, jako je odklizeni t€l uhynulych jedinci,
grooming a Varroa Sensitive Hygiene, nebo jiné druhy chovani, jako je rojeni
v momentech vysoké miry infestace, zvySovani teploty ulu, nebo pokryvani stén ulu
antimikrobialnimi materialy, naptfiklad propolisem.

Jako Varroa Sensitive Hygiene se oznacuje chovani délnic, které ma za kol snizit
infestaci V. destructor. Toto chovani spociva v odvi¢kovavani napadenych kukel
a jejich vynaseni z ulu (Kurze et al., 2016). Jedna se o typ chovani projevujici se jen
u n¢kterych vcelstev, co je dusledkem pozdni introdukce V. destructor vcele
medonosné. Nevyhodou tohoto chovani je, ze velmi Casto dochazi k odstraniovani
zdravého plodu. Tim padem u vcelstev projevujicich nizkou urover napadeni je tento
typ chovani spiSe nevyhodny (Vandame et al., 2002).

Grooming je mozné volné prelozit jako vycCesavani. Jedna se o specificky typ
chovani projevujici se pii napadeni ektoparazity, jako je napfiklad jiz nékolikrat
zminovany V. destructor. V&ela se bud Cisti sama koncetinami, nebo, pokud neni
schopna se parazita zbavit sama, dava signal ostatnim vcelam, které ji nasledné Cisti
kusadly. Dochazi k odstranéni ektoparazita a nékdy také k jeho usmrceni kusadly
(Vandame et al., 2002).

Jako propolis oznacCujeme latky rostlinného puvodu, které vcely sbiraji, misi
s voskem a vyuzivaji je k pokryvani povrcha v ulech (Seeley & Morse, 1976). Jedna se
predev§im o rostlinné pryskyfice obsahujici fenolické latky s antimikrobialnimi ucinky
(Simone-Finstrom et al., 2017). Ztoho davodu také wvcely propolis pouzivaji
k mumifikaci vétSich zivocicht, které vcely pii obrané kolonie usmrtily, ale nebyly
schopny je z ulu odklidit. Propolis je také aplikovan na stény bunék, ve kterych se vyviji
larvy a pomaha tak vytvaret sterilni prostiedi pro vyvoj plodu, pfipadné potlacuje vyvoj
a reprodukci ektoparazitd parazitujicich na kuklach (Pusceddu et al., 2021).

Termoregulace muze byt také zpusobem, jak se kolonie muze ubranit patogenu.
ZvySovani teploty vCely obstaravaji vibraci kiidlovych svala (Heinrich & Esch, 1994).
V nékterych pripadech lze sledovat zvySovani teploty kolonie pfi celoplosné nakaze
patogenem citlivym na teplotu, napfiklad plisni Ascosphaera apis. Pti napadeni vcely

zvySuji teplotu v ulu, coz vede minimalné k oslabeni patogenu (Starks et al., 2000).
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2.5 Patogeny vcely medonosné

S zivotnim cyklem vCely medonosné je spojeno velké mnozstvi patogenu a parazitl,
ktefi se prizpusobili podminkam panujicim v kolonii a vyuzili jich pro svij prospéch.
Mezi patogeny vCely medonosné fadime mnoho druht patfici mezi viry, bakterie, houby

nebo roztoce.

2.5.1 Virozy

Az na vyjimku patii vS§echny znamé viry napadajici v€elu medonosnou mezi ssSRNA
viry obalené proteinovou kapsidou (Chen et al., 2006). Mezi nejvyznamné&jsi viry patii
virus deformovanych kiidel (DWYV), virus pytlickovitého plodu (SBV), virus akutni
paralyzy vcel (ABPV) a virus Cernani matecniki (BQCV). Viry jsou velmi Casto Gzce
spjaty s parazitickym roztoCem klestikem vcelim (Varroa destructor), ktery slouzi
jako jejich vektor (Chen & Siede, 2007).

DWYV, anglicky deformed wing virus je jednim z majoritnich patogent zpusobujicich
uhyny vcelstev. Tento virus je rozSifovan primarné jiz zmifiovanym roztocem V.
destructor, ktery virus prenasi z jedné vCely na druhou. DWV napada vSechna vyvojova
stadia vcely, ovSem pojmenovan je podle jeho vlivu na Cerstvé vylihlé mladé vcely,
které maji mala, deformovana kiidla, nejsou schopné letu a jsou mensiho vzrastu.
Dospélé véely nakazené DWV neprojevuji fyziologické zmeény, projevuje se u nich
ovSem zkraceni doby zivota (Chen & Siede, 2007).

SBYV, anglicky sacbrood virus také napada vsechna vyvojova stadia vcel, vyrazné
ptiznaky vSak muzeme pozorovat pouze u larev. Virus rozSifuji krmicky, kterym
se virus usazuje v podhltanovych zlazach, odkud se uvoliiuje pii krmeni nebo trofalaxi.
Napadené larvy tmavnou a ztraci anatomicky tvar, odtud nazev tohoto viru (Chen &
Siede, 2007).

BQCV, anglicky black queen cell virus, je virus prevazné postihujici larvy a kukly
matek. Infikovat se mohou i dospé€lé veely, u nich vSak nedochazi k zadnym projevim
onemocnéni. Onemocnéni se projevuje podobné jako u SBV, larva matky tmavne,
jeji kutikula nedrzi tvar, a nakonec dojde i ke z€ernani mate¢niku (Chen & Siede, 2007).

Poslednim vyznamnym virem je ABPV, anglicky acute bee paralysis virus. Tento
virus postihuje vSechna stadia vcely, pfiCemz nejtypictéj§im projevem je nelétavost vcel
a jejich nasledny uhyn. Virus se §ifi jak trofalaxi, tak pro n¢j mize byt vektorem V.

destructor (Chen & Siede, 2007).
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2.5.2 Bakterialni nemoci

Bakterialni onemocnéni velmi Casto pusobi kolaps celého vcelstva. Pravé kvili tomu
jsou tato onemocnéni bedlivé sledovana a vcelstva se symptomy néakazy likvidovana.
Nejvyznamnégj$im bakteridlnim onemocnénim vcel je mor vceliho plodu, anglicky
pojmenované American foulbrood, postihujici larvalni stadium vcely medonosné. Toto
onemocnéni je zpusobeno tyCinkovitou Gram-pozitivni sporulujici  bakterii
Paenibacillus larvae (Genersch, 2010). Patogennimi jsou v pripadé této bakterie spory,
které jsou schopné infikovat pouze larvy, zatimco dospélé veely nejsou nijak postizeny
(Wilson, 1971).

Larva je infikovana skrze potravu, kterou ji poskytuji krmicky a spory se pfesouvaji
do jejiho stieva, kde dochazi ke kli¢eni. Po vykli¢eni a pfechodu do vegetativniho stavu
bakterie proliferuji ve stievé. Az poté dochazi k pruchodu bun€k peritrofickou matrix
a epitelem stfeva (Genersch, 2010). P. larvae nasledné infikuje hemolymfu larvy,
usmrti ji a rozlozi. Z tél postizenych larev se stavd hnéda, neforemna hmota, kterd se
stava ohniskem dalsi nakazy. Jelikoz vcely vyklizi buiikky pojidanim napadenych larev,
samy se infikuji sporami, které se nasledné rozsifuji exkrementy (Lindstrom et al.,
2008). Samotné spory jsou schopné prezit v ulu az desitky let, proto se jedna o velmi
rizikovou a sledovanou nemoc vcelstev (Genersch, 2010).

Dal§im bakterialnim onemocnénim je hniloba véeliho plodu, anglicky pojmenované
European foulbrood. Toto onemocnéni je zplUsobeno Gram-pozitivnim kokem
Melissococcus plutonius. Stejné jako P. larvae napada vceli larvy a pomérmé rychle
je usmrcuje. Zaroven se i stejné Sifi tim, ze dospélé vcely infikuji larvy kontaminovanou

potravou (Forsgren, 2010).

2.5.3 Houby napadajici vcelu medonosnou

Za nejvyznamngjsi Skidce vcely medonosné z fiSe hub fadime houby rodu Nosema
patiici do mikrosporidii a Ascosphaera apis patfici mezi vieckovytrusné houby. Z rodu
Nosema napadaji vCelu dva druhy: Nosema apis a Nosema ceranae (Fries et al., 2015).
N. apis je prirozenym, dlouho pozorovanym parazitem vCely medonosné, zatimco
N. ceranae je puvodnim parazitem vcely vychodni (Apis cerana), ovSem vzhledem
k zavleCeni vCely medonosné do oblasti s pfirozenym vyskytem N. ceranae

pravdépodobné doslo k jejimu pfizpisobeni se véele medonosné (Klee et al., 2007).
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Tyto organismy zpusobuji onemocnéni zvané nosematdza a jeji prubeh je u obou
druhi Nosema velmi podobny. Jedna se v obou pfipadech o intracelularniho parazita
napadajiciho travici soustavu vcely. Infekce houbou rodu Nosema probihd oralné.
Spory pronikaji do zaludku vcely, kde napadaji epitelidlni buiiky pomoci specialni
organely zvané polové vlakno. Pomoci néj dojde k vpraveni sporoplastu do hostitelské
bunky, kde dochazi k jeho preméné a mnozeni. Nakonec dochazi ke smrti napadené
bunky a uvolnéni dalSich spor do dutiny zaludku. Onemocnéni se u vcel projevuje
prujmovitou stolici obsahujicimi spory Nosemy, které dale zvySuji riziko infekce
zdravych jedinct (Fries et al., 1992).

Ascosphaera apis zpusobuje onemocnéni zvané vapenaténi v¢eliho plodu, anglicky
chalkbrood. Jiz podle nazvu je ziejmé, ze se jednd o onemocnéni postihujici larvalni
stadium vcely medonosné. Infekce probihd oraln€ infikovanou potravou. Spory klici
v travici soustavé larvy a vznikajici mycelium penetruje peritrofickou matrix a prorasta
celou larvou (Aronstein & Murray, 2010). Usmrcené larvy jsou ztvrdlé, odkud prameni

pojmenovani tohoto onemocnéni.

2.5.4 Roztoci parazitujici na v€ele medonosné

Nejprevalentnéjsim roztoCem parazitujicim na vCele medonosné je jiz zminény klestik
vceli (V. destructor). Jedna se pivodné o parazita vCely vychodni, ktery se, podobné
jako N. ceranae, ptizpusobil vCele medonosné (Kurze et al., 2016). OvSem zatimco
vcela vychodni je schopna jej tolerovat, u véely medonosné dochazi v pfipadé nelécené
infestace V. destructor ke kolapsu celé kolonie (Rosenkranz et al., 2010).

V. destructor parazituje na vCelich kuklach. Penetruje jejich kutikulu a zivi se jejich
hemolymfou a zaroven se v zavickované burice také muze neru§ené rozmnozovat. Kvili
kratkému reprodukénimu cyklu a rychlému vyvoji se poCet roztoct v tlu velmi rychle
zvySuje. Po vylihnuti vCely roztoc¢i vylézaji z buiiky a bud’ nachazi dalsi bunku s larvou,
nebo prechazi do tzv. foretické faze, kdy se pfichytavaji mezi sternity a tergity vcely
ajsou schopni takto infikovat i jina vcelstva (Rosenkranz et al., 2010). Béhem této
foretické faze se Varroa zivi tukovym télesem vcéely (Ramsey et al., 2019).

V. destructor neusmrcuje vCely pfimo, ovSem vzhledem ke konzumaci hemolymfy
kukly oslabuje a zaroven slouzi jako vektor pro mnohé viry, pfevazné DWV (Chen &

Siede, 2007).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

3,3¢,5,5 -tetramethylbenzidin dihydrochlorid (TMB, Carl Roth, Némecko)

Abaecin (Moravian Biotechnology, Ceska republika)

Acetonitril (MERCK, Némecko)

Apidaecin 1 (Moravian Biotechnology, Ceska republika)

Apidaecin 1, ['*C6'°N4] izotopové znaceny (MERCK, Némecko)

Coomassie Brilliant Blue G250 (MERCK, Némecko)

Defensin 1 (Moravian Biotechnology, Ceska republika)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny, monohydrat (MERCK, Némecko)

Dimethylsulfoxid (DMSO, MERCK, Némecko)

Hovézi sérovy albumin (BSA, MERCK, Némecko)

Hymenoptaecin (Moravian Biotechnology, Ceské republika)

Hydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrat (MERCK, Némecko)

Hydrogenfosfore¢nan sodny (MERCK, Némecko)

Hydrogenuhligitan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid sodny (Penta Chemicals, Ceska republika)

Kozi sekundéarni protilatka proti krali¢i protilatce znacend kienovou peroxidasou
(EC 1.11.1.7, Moravian Biotechnology, Ceska republika)

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

Kyselina citronova (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina mravenci pro MS pouziti (FA, MERCK, Némecko)

Kyselina sirova (Penta Chemicals, Ceska republika)

Kyselina trifluoroctova (TFA, MERCK, Némecko)

Peroxoboritan sodny, tetrahydrat (MERCK, Némecko)

Susené mléko, odtué¢néné (Carl Roth, Némecko)

Tween 20 (Carl Roth, Némecko)

Uhligitan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

UHPLC voda (MERCK, Némecko)
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3.2 Biologicky material
Veskery biologicky material v podobé vceliho plodu v plastu byl dodan vedoucim

prace.

3.3 Pouzité roztoky a pufry

ELISA substrat — tetramethylbenzdin dichlorid, 0,00687 mol.I'", DMSO

Fosfo-citratovy s perboratem sodnym — pH 4,6, hydrogenfosforecnan sodny, 0,104
mol.1"!, kyselina citronova, 0,048 mol.I"!, peroxoboritan sodny, 0,0026 mol.I'!
Fyziologicky roztok — chlorid sodny, 0,154 mol.l'!

Kyselina mravenéi — 1,09 mol.I"!

Kyselina sirova — 0,5 mol.I"!

Kyselina trifluoroctova — 0,0088 mol.1'!

Promyvaci pufr — pH 7,5, chlorid sodny, 1,5 mol.I"!, dihydrogenfosfore¢nan sodny, 0,03
mol.I"!, hydrogenfosfore¢nan sodny 0,01 mol.l"!

Uhlic¢itanovy pufr (Coating buffer) — pH 9,6, uhli¢itan sodny, 0,04 mol.I"!,
hydrogenuhliéitan sodny, 0,06 mol.1"!

3.4 Pristroje

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

Chromatograf Dionex UltiMate-3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Lyofilizator Lyovac GT-2 (Leybold-Heraeaus, Germany)
Magneticka michacka (Biosan, LotySsko)

Oscila¢ni mlyn MM 400 (Retsch, Némecko)

Digitalni pH metr pH 50+ DHS (Giorgio Bormac, Italie)

Q-TOF hmotnostni spektrometr Bruker Compact (Bruker, Némecko)
Rotac¢ni koncentrator Eppendorf (Eppendord, Némecko)
Spektrofotometr Synergy H1 (BioTek, USA)

Termoblok CH-100 (Biosan, Lotyssko)

Ttepacka PST-100 HI (Biosan, Loty$sko)

Ultrazvukova lazeii Elmasonic — 5S0R (Elma, Svycarsko)

Vortex V-1 plus (Biosan, Loty§sko)
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3.5 Software

Vyhodnoceni dat z hmotnostniho spektrometru probéhlo v programu TASQ 2.2,
chromatogramy byly vyhodnoceny v programu Bruker Compass Data Analysis. Méfeni
na mikrodestickovém readru prob&hlo pomoci programu Gene 5. Veskeré zpracovani

dat a vysledkt probéhlo v programu Microsoft Excel 365.

3.6 Metody

3.6.1 Priprava vzorku

Priprava vzorku byla provedena dle postupu Danihlika et al. (2014) sUpravami
pro homogenizaci tkani plodu. Plod byl vypreparovan z plastu, oplachnut
ve fyziologickém roztoku a vlozen do pfedem zvazenych plastovych mikrozkumavek.
V téchto mikrozkumavkéach byly jednotlivé larvy a kukly zvazeny. Vzorky byly
nasledné zamrazeny, a to bud’ vhozenim do tekutého dusiku, nebo vlozenim do mrazaku
o teplot¢ -60 °C na 30 minut. Po zamrazeni byl plod homogenizovan pfidanim
homogenizacnich kuli¢ek a vlozenim do kulickového mlynku, kde byl homogenizovan
10 minut pii frekvenci 30 kmitd za sekundu. Po dokonCeni homogenizace
byl homogenizat rozpustén v 300 ul 0,1% kyseliny trifluoroctové (TFA) a tadné
promichan na vortexu.

Po promichéani byly vzorky centrifugovany po 10 minut pfi 16000 xg v centrifuze
vychlazené na 4 °C. Po centrifugaci byl prepipetovan supernatant do novych
mikrozkumavek. Supernatant byl nasledné zahfat na 10 minut na teplotu 100 °C.
Vzorky byly znovu centrifugovany po 10 minut pii 16000 xg a opét byl odpipetovan
supernatant do novych mikrozkumavek. V pfipade€, ze byly vzorky urCeny pro méfeni
pomoci ELISA metody a LC-MS, byly rozdéleny na dva alikvoty. Nasledné
byly ponechany po 1 hodinu v mrazéku o teploté 60 °C. Vzorky byly nakonec pies noc

lyofilizovany.

3.6.2 Bradfordova metoda

Obsah proteina ve vzorku byl zméfen pomoci Bradfordovy metody (Bradford, 1976).
Pro méfeni pomoci této metody bylo odebrano malé mnozstvi vzorku pred zamrazenim
a naslednou lyofilizaci. Nejprve byla prfipravena kalibracni fada za pouziti roztokd

o riznych koncentraci hovéziho sérového albuminu (BSA). Roztok BSA byl pfipraven
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v 0,1% roztoku TFA. Vzorky zlarev o hmotnosti nad 75 mg byly desetkrat zfedény
v 0,1% TFA. Pro odecteni signalu pozadi byl vyuzit blank. Do jamek bylo v triplikatech
napipetovano 5 pl vzorku nebo standardu, 45 ul 0,1% TFA a 200 pl pracovniho roztoku
Bradfordova cinidla. U blanku bylo misto vzorku napipetovano 5 pl 0,1% TFA.
Po dokonceni pipetovani byly vzorky 5 minut inkubovany a nasledné byla zméfena

jejich absorbance pii 595 nm pomoci mikrodestickového readru.

3.6.3 ELISA
Lyofilizat byl rozpus§tén v 650 ul uhli¢itanového pufru. Nasledné bylo v duplikatu

napipetovano do jamek mikrodesticky 100 pl rozpusténého lyofilizatu, uhli¢itanového
pufru, nebo standard AmP o koncentracich 10, 20 a 30 pg.ml!. Uhligitanovy pufr
slouzil jako blank pro odecteni pozadi a zaroveil jako negativni kontrola. Standardy
ziskané zfedénim zasobnich roztoki abaecinu, hymenoptaecinu a defensinu
o koncentraci 100 pl.ml"! v uhligitanovém pufru. Mikrodesticka byla uzaviena vikem,
utésnéna parafilmem a pres noc ponechana pro inkubaci v lednici pti 4 °C.

Po ukonceni inkubace byl obsah jamek vyklepan a desticka byla vysuSena
poklepanim o ubrousek a tiikrat promyta napipetovanim a propipetovnam 200 pl
pracovniho promyvaciho pufru piipraveného desetinasobnym ziedénim promyvaciho
pufru za pfidani 500 pl Tween 20. Do jamek bylo nasledné napipetovano 200 pl
0,5% roztoku odtu¢néného mléka piipraveného rozpusténim 0,5 g suSeného mléka
v 10 ml promyvaciho roztoku. Mikrodesticka byla opét pfiklopena vickem, utésnéna
parafilmem a inkubovana po 2 hodiny pfi teplot€¢ 37 °C. Po ubéhnuti inkubacni doby
byla desticka opét vysuSena, tfikrat promyta promyvacim pufrem a do jamek
bylo napipetovano 100 pl roztoku priméarni protilatky proti danému peptidu. Roztoky
primarnich protilatek byly pfipraveny nasledovné: roztok protilatky proti abaecinu
byl zfedén promyvacim pufrem v poméru 1:250, zatimco roztoky protilatek proti
hymenoptaecinu a defensinu byly pfipraveny ziedénim zasobnich roztokti v poméru
1:500. Mikrodesticka byla ponechana pro inkubaci 1 hodinu pii 37 °C. Po inkubaci
byla mikrodesticka vysuSena, tfikrat promyta promyvacim pufrem a do jamek se vzorky
bylo napipetovano 100 pl roztoku sekundarni protilatky znac¢ené kienovou peroxidasou.
Tento roztok byl pfipraven ziedénim zasobniho roztoku protilatky promyvacim pufrem

v poméru 1:3000. Opét byla provedena hodinova inkubace pii 37 °C.
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Béhem inkubace byl pfipraven roztok chromogenniho substratu TMB rozpusténim
4,8 mg ve 200 ul DMSO. 100 pl tohoto roztoku bylo nasledné doplnéno do 5 ml fosfo-
citratovym pufrem. Po ubéhnuti inkuba¢ni doby byla mikrodestiCka vysuSena, promyta
a do jamek bylo napipetovano 100 pl roztoku substratu. Opét byla provedena hodinova
inkubace pfi 37 °C. Po uplynuti Casu byla reakce zastavena napipetovanim 50 pl
kyseliny sirové o koncentraci 0,5 mol.l"! a byla zméfena absorbance roztokd pfi vinové

délce 450 nm.

3.64 LC-MS
Lyofilizat byl rozpustén v 100 ul 5% kyseliny mravenci. Mikrozkumavky byly vlozeny

do ultrazvukové lazné a deset minut sonikovany z divodu lepsiho rozpusténi lyofilizatu.
Po ukonceni rozpousténi byly vzorky centrifugovany po 10 minut pfi 16000 xg.
Nasledné byl odebran supernatant a prenesen do novych zkumavek. Opét
byla provedena centrifugace po jejimz ukonceni bylo 30 pl vzorku preneseno
do sklenénych vialek. Ke vzorku bylo ptfidano 10 ul pracovniho roztoku interniho
standardu znaceného apidaecinu o koncentraci 0,416 um.I"! a byla provedena separace
pomoci  vysokou¢inné  kapalinové  chromatografie nasledované hmotnostni
spektrometrii. UHPLC separace byla provedena dle metody uvedené v Dostalkova et
al., 2021 na koloné Kinetex 1,7 um EVO C18 s ptedkolonou. Jako mobilni faze slouzila
0,5% FA ve vodé a 0,5% FA v acetonitrilu.

Pro stanoveni koncentraci v pozitivnich vzorcich byla sestavena kalibra¢ni fada
pomoci Cistého roztoku apidaecinu 1 o koncentracich 5, 10, 20, 50, 100, 150, 200, 300,
400, 600, 800, 1000, 1500, 2000, 2500 a 3000 nmol.I'. Do sklenénych vialek
byl napipetovan roztok hemolymfy mladusky, vzdy stejny objem pracovniho roztoku
izotopoveé znaceného apidaecinu a rostouci objemy pracovniho roztoku apidaecinu.
Vzorky v mikrozkumavkéach byly nasledné odpafeny na rotani odparce a znovu
rozpustény v 40 pl 5% FA. Tato kalibracni fada byla néasledné proméfena pomoci
kapalinové chromatografie néasledované hmotnostni spektrometrii na pfistroj Q-TOF

Bruker Compact. Ionizace vzorku probéhla pomoci elektrosprejové ionizace (ESI).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni koncentrace celkovych proteini v extraktu z plodu
Odebranim casti vzorku pred lyofilizaci a jeho néaslednou analyzou pomoci Bradfordovy
metody bylo zji§téno mnozstvi proteinu ve vzorcich po precipitaci vét§ich proteint
za pomoci 0,1% TFA a zvySené teploty. Byly zméfeny absorbance vzorku, ze kterych
byly vypocitany koncentrace proteini v jednotlivych vzorcich a vztazeny
na mg hmotnosti plodu. Byla provedena meéfeni ve dvou sadach. Pro druhou sadu
bylo do zpracovani vzorku zatfazeno omyvani plodu od mateti kasi¢ky. Pro kvantifikaci
byla sestavena kalibracni fada a zrovnice grafu kalibracni funkce (Obr. 4)
byly nasledné vypocitany koncentrace proteinu v jednotlivych vzorcich. Vypocitana
mnozstvi proteinu byla vztazena k hmotnosti jedince tak, aby bylo mozné jednotliva
stadia porovnavat.

Z grafu zavislosti koncentrace proteinu na hmotnosti plodu je patrné, ze nejveétsi
koncentrace proteinu je pozorovatelna u nejmladSich larev, coz potvrzuje i méfeni
u druhé sady vzorka (Obr. 5). To by mohlo byt vysvétlitelné rozdilnou stravou jedinct
razného stafi. Nejmladsi larvy délnic jsou krmeny predev§im matefi kasickou bohatou
na proteiny, zatimco v pozdéjSich fazich jsou krmeny smési pylu a medu, coz je potrava
méné bohata na proteiny a vice na sacharidy a lipidy (Vesely, 2003). Ghosh et al. (2016)

ve svém Clanku uvadi, ze za pomoci Kjeldahlovy metody zjistily, ze proteiny tvori
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Obr. 4: Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace celkovych proteint v extraktech z plodu
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Obr. 5: Graf zavislosti mnozstvi proteinu vztazené¢ho na hmotnost plodu na hmotnosti plod

pfiblizn€ 35,3 % suché hmoty larev v pozdnich fazich vyvoje, pficemz sucha hmota ¢ini
25,6 % hmotnosti larvy. Pfi pfepocCtu téchto hodnot na larvu o hmotnosti 130 mg,
coz piiblizné odpovida takto staré larvé, ziskame hmotnost proteind o hodnoté 11,75
mg. To je hodnota az o dva fady vyssi, nez jaké byly pozorovatelné pfi tomto mefeni.
Je nutno podotknout, ze béhem zpracovani vzorku doslo k odstranéni velkého mnozstvi
proteinu ve formé srazeniny, pficemz nejvice ji bylo mozno pozorovat praveé u larev
tohoto stafi. Na rozdily v koncentracich u larev rizného stafi tudiz mohla mit i rizna
kompozice proteinu v larvach rizného stafi, pficemz u starsich larev doslo k odstranéni
vétsi frakce proteind nez u mladych larev.

Béhem optimalizace bylo do procesu homogenizace zafazeno omyvani larev
ve fyziologickém roztoku pfed vazenim za ucelem snizeni mnozstvi mateti kaSicky,
ktera je bohata na proteiny a mohla by tak zkreslovat méfeni. Pfi porovnani graft
1ze pozorovat opacny jev, a to vyssi koncentraci proteini u nejmladsich larev omytych
od mateti kaSicky. Naopak u omytych tézsich larev lze pozorovat snizeni koncentraci.
Tento jev byl pravdépodobné zpliisoben rozdilnou uUcinnosti extrakce proteinu z tkani

pii homogenizaci a nasledné upraveé vzorku.
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4.2 Detekce AmP pomoci metody ELISA

Pomoci metody ELISA byly provedeny pokusy o detekci abaecinu, hymenoptaecinu
a defensinu 1. Byla provedena tfi pilotni métfeni. U prvnich dvou méfeni nebylo mozno
mefit signal u pozitivnich kontrol, tj. standarda Cistych AmP, pravdépodobné tedy doslo
v postupu k chybé&, kterd znehodnotila celé méfeni. U trettho méfeni bylo mozné
pozorovat velmi nizky signal u negativni kontroly a velmi vysoky signal u dvou
pozitivnich kontrol (Obr. 6). Jako pozitivni kontroly pfi tfetim méfeni slouzily AmP
pouze o koncentracich 10 a 20 nmol.ml"". Vzhledem k tomu, ze u metody ELISA neni
kvantifikace umoznéna z divodu variability signalu u riznych meéfeni, byly porovnany

pouze relativni intenzity signalu mezi jednotlivymi vzorky.

Abaecin  Hymenoptaecin  Defens

Obr. 6: Mikrodesticka po pozastaveni reakce pomoci 0,5M kyseliny sirové. Cervend vyznadeny
negativni kontroly, zelen¢ vyznaceny pozitivni kontroly
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Obr. 7: Graf zobrazujici zavislost absorbance na hmotnosti plodu

Pti porovnani intenzity signalt na grafu (Obr. 7) mizeme u vSech tii AmP pozorovat
podobné trendy, coz poukazuje na fakt, ze se pravdépodobné nejednéd o produkci AmP
vyvolanou specifickou imunitni reakci, ale spiSe o produkci konstantni. U abaecinu
1ze sledovat prvotni narast signalu a jeho nasledné vyrovnani, které je naruseno pouze
poklesem signalu u jedince o hmotnosti 155,8 mg. Signal hymenoptaecinu vypovida
stejny trend, pouze muzeme pozorovat vyssi pocateCni narust signalu a vy$si signal
u jedince s nejvyssi hmotnosti. Signal defensinu 1 nevykazoval zadné vyrazné odchylky
od zbylych dvou AmP. Nizsi signal u jedince o hmotnosti 155,8 mg mulze zplisobovat
fakt, ze se jedna o plod ve stadiu kukly. V tomto méfeni §lo o jediného jedince v tomto
stadiu.

Detekce antimikrobialnich peptidd v larvalnim stadiu  souhlasi s poznatky
Randolt et al. (2008), kdy se podafilo vlarvalni hemolymfé detekovat abaecin,
defensin 1 i hymenoptaecin pomoci elektroforézy. Tyto AmP ovSem byly detekovany
az po umélé infekci larev bakteriemi. Infekce larev v tomto pokusu sice neni vyloucena,
neni ale pfedpokladana. Géatschenberger et al. (2013) ve své praci poukazovali na fakt,
ze larvy jsou schopny produkovat latky antimikrobialni povahy, zatimco kukly tuto
schopnost pomémé rychle ztraci. Toto zji§téni muze vysvétlovat nizs§i signal vSech
antimikrobialnich peptidi u vzorku z larvy, ovSem je potieba vice dat pro potvrzeni

tohoto fenoménu.
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4.3 Detekce a kvantifikace apidaecinu 1 ve vcelim plodu pomoci
metody LC-MS

Pred kvantifikaci apidaecinu 1 bylo nejprve nutné potvrdit jeho pfitomnost ve tkéani
vCeliho plodu. Apidaecin 1 byl detekovan v nékolika larvach jako molekula s retencnim
casem 7,20 minuty (Obr. 8) s extrahovanim peaku o m/z 527.8, ktera odpovida
Ctyfnasobné nabitému iontu peptidu apidaecinu 1 (Obr. 9). Retencni Cas a m/z byla
ovéfena méfenim syntetického standardu apidaecinu 1 a izotopové ['*C6'°N4]
znaceného apidaecinu 1.

Po uspésné detekci byla sestavena kalibra¢ni fada, pomoci které bylo nasledné
mozné kvantifikovat mnozstvi apidaecinu v jednotlivych vzorcich (Obr. 10, 11).
Pro kvantifikaci apidaecinu 1 probéhly dvé sady méfeni. V prvni sadé bylo 42 jedinct
vybranych tak, aby pfiblizné pokryvali celou délku vyvoje plodu vcely medonosné.
Druha sada obsahovala 24 jedinci, kteti byli rozdéleni do skupin po ¢tyfech dle stadia
vyvoje, ve kterém se pravé nachazeli. U prvni sady byl interni standard ve formé
izotopovée znaceného apidaecinu pridan tésné pred samotnym méfenim, zatimco u druhé

sady doslo k pfidani interniho standardu ihned po homogenizaci.
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Obr. 8: Chromatogram apidaecinu 1 v larvé ¢. 6 z pilotniho méfeni. Modfe zvyraznény peak
[M+4H]** iontu apidaecinu 1, $edd vyznaceny peak [M+4H]* iontu ['*C6!°N4] izotopové
znaceného apidaecinu 1.

Intensé N STD_150nM_AB_100nM_RD1_1_10182.d: +MS, 7.2min #1337
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528.2161
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525 526 527 528 529 530 531 532 nyz

Obr. 9: Ukazka hmotnostniho spektra standardu apidaccinu 1 obohaceného [*C6'°N4]
izotopov€ znaenym internim standardem apidaecinu 1.
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Obr. 10: Chromatogram standardu o koncentraci 50 nmol.I"!. Modfe zvyraznén [M+4H]** ion
apidaecinu 1, Sed& vyznaden [M+4H]* ion izotopové znaceného apidaecinu 1
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Obr. 11: Kalibra¢ni kfivka sestavena z rostoucich koncentraci apidaecinu 1

K uspésné detekci apidaecinu 1 ovSem doSlo pouze v prvni sadé meéfeni, jelikoz
vzorky druhé sady byly pfili§ bohaté na ostatni molekuly, které interferovaly s méfenim
apidaecinu 1. Pro optimalizaci méteni byly vzorky z druhé sady osmkrat zfedény a opét
proméfeny pomoci LC-MS. OvSem ani po ziedéni nedoslo k odstranéni vyraznych

matricovych efektt a apidaecin 1 nebyl ve smési detekovan.
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Obr. 12: Porovnani chromatogramii vzorku z larvy ¢. 10 (prvni sada) a z larvy ¢. 116 (druha
sada). Zelen¢€ vyznacena kalibracni oblast, modfe vyznacen retencni ¢as 7,20 minuty.

Pfi porovnani chromatogramii larev podobné hmotnosti z prvni a druhé sady méteni
(Obr. 12) Ize pozorovat naprosto odlisné profily signalu. Zatimco u vzorku z prvni sady
pozorujeme maximum signalu o intenzité 1.10° v oblasti z4jmu, u vzorku z druhé sady
meéteni jsou signaly misty az sedmkrat siln€jsi. Tento ukaz poukazuje na fakt, ze vzorek
z druhé sady méfeni byl mnohem bohatsi na matricové efekty, které potlacily ionizaci

analytu a produkovaly signal v elu¢nim Case apidaecinu 1.
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Obr. 13: Porovnani chromatogrami vzorku z larvy €. 10 (prvni sada), vzorku z larvy €. 116
(druha sada) a osmkrat zfedéné¢ho vzorku z larvy ¢. 116. Zelenym Srafovanim je vyznacena
kalibrac¢ni oblast, modfe vyznacen retencni ¢as 7,20 minuty.

Ani pii zfedéni (Obr. 13) nedoslo k detekci apidaecinu 1. Lze sice pozorovat snizeni
signalu, ale toto snizeni ani zdaleka neodpovida faktoru fedéni, ktery je oproti snizeni
signalu pfiblizn¢€ Ctyifnasobny. To poukazuje na fakt, ze vzorky jsou natolik bohaté,

ze detektor pfistroje mize byt presycen.
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Obr. 14: Chromatogram iontu s hodnotou m/z odpovidajici [*C6'°N4] izotopové znadenému
apidaecinu ve vzorcich z larvy ¢.10, larvy €. 116 a zfedéném vzorku larvy ¢. 116. Modrou plnou
¢arou zvyraznény retencni ¢as 7,20 minuty.

Pokud sledujeme eluci [M+4H]* iontu s hodnotou m/z, ktera odpovida ['*C6'°N4]
izotopové znaCenému apidaecinu 1, opét muzeme pozorovat velké rozdily mezi obéma
vzorky (Obr. 14). V prvni sadé muzeme pozorovat jeden ostry peak v elu¢nim Case
okolo 7,20 minuty, coz opét odpovida elu¢nimu ¢asu apidaecinu 1. Naopak u druhé
sady pozorujeme velké mnozstvi Sumu bez jakéhokoliv ostrého peaku, coz poukazuje

na nepresné meéteni.
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Obr. 15: Chromatogram molekuly s hodnotou m/z odpovidajici apidaccinu 1 ve vzorcich z larvy
¢. 10, larvy ¢. 116 a osmkrat zfedéném vzorku z larvy €. 116. Modfe vyznacen retencni cas 7,20
minuty.

Pti selekci signalu iontd s hodnotou m/z odpovidajici apidaecinu 1 pozorujeme ostré
peaky u obou vzorki, ovSem je viditelny posun retenéniho Casu k nizs$i hodnoté u
vzorku zlarvy €. 116 (Obr. 15). V detailu je vidét, ze peak eluce iontu je v Case
odpovidajici pfiblizn€ 7,10 minuty, coz je jiz pomémé vyraznd odchylka, ktera

poukazuje na to, ze se jedna o ion neodpovidajici apidaecinu 1 (Obr. 16).

Intens. 10_Larva_Dil 100 ul_Sample 30 ul_RB2_1_10215.d: EIC527.7900£0.05 +All MS
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Obr. 16: PribliZzeny pohled na chromatogram molekuly s hodnotou m/z odpovidajici apidaecinu
1 ve vzorcich z larvy €. 10, larvy ¢. 116 a osmkrat zfedéném vzorku z larvy €. 116. Modre
vyznacen retencni ¢as 7,20 minuty.
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Obr. 17: Hmotnostni spektrum vzorku z larvy €. 116 v elucnim
vyznacen peak zaménitelny za apidaecin 1.
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gase 7.1 minuty. Sipkou

Toto tvrzeni podporuje také hmotnostni spektrum zmérené v peaku eluce mefeného

iontu, tedy v elu¢nim ¢ase 7,10 minuty (Obr. 17). Mizeme sice pozorovat iont, ktery ma

ptiblizné¢ m/z odpovidajici apidaecinu 1, ovSem jedna se o ion s pouze dvojnasobnym

nabojem, coz apidaecinu 1 neodpovidd, jednd se tedy pravdépodobné o molekulu

s polovi¢ni molekulovou hmotnosti. Zaroveri pozorujeme nepieberné mnozstvi jinych

peaku, které mohou interferovat pii méfeni a ovliviiovat signal analytu.

Naopak u vzorku z larvy €. 10 lze pozorovat na hmotnostnim spektru v retenénim

Case 7,20 minuty ionty o hodnotach m/z 528,046 o Ctyfnasobném naboji, coz odpovida

apidaecinu 1 (Obr. 18).

42



Intens.

1+
Xlog ] 608.0874

10_Larva_Dil 100 ul _Sample 30 ul_RB2_1_10215.d:+MS, 7.2min #1339

1+
377.1439

5+
422.6394 a4+
528.0476

5+
567.2957

n

600

460.7505 630.0678

7100487 7543892 g4, 6554 867.2658
gd._ b "I e
700 800

L HtJ‘mi‘n. N WU

500

T A L i Il

0 - - E— - -
900 1000

300 400

mz

Obr. 18: Hmotnostni spektrum vzorku z larvy &. 10 v cluénim ase 7,20 minuty. Sipkou
vyznacen peak odpovidajici [M+4H]* iontu apidaecinu 1.

V detailu je mozno pozorovat nejen [M+4H]* ion o hodnoté m/z 527,8 odpovidajici
apidaecinu 1, ale také [M+4H]* ion o m/z 530,3 coz odpovida ['*C6!°N4] izotopové
znaCenému apidaecinu (Obr. 19). U obou ionta lze pozorovat izotopovou obalku, coz

je signal vice iontt stejné latky obsahujicich razné mnozstvi t€zSich izotopt uhliku .
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Obr. 19: Detail hmotnostniho spektra vzorku z larvy ¢. 10 v elu¢nim ¢ase 7,20 minuty. Jsou
pozorovatelné jak peaky [M+4H]* iontu apidaecinu 1, tak peaky [M+4H]*" iontu [*C6'°N4]
izotopové znageného apidaecinu 1. Cervenou Sipkou vyznaen hlavni peak [M+4H]* iontu
apidaecinu 1, modrou Sipkou vyznaden peak [M+4H]* iontu [*C6'°N4] izotopové znadeného
apidaecinu 1.
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Z porovnani chromatogramt a hmotnostnich spekter z obou méfeni lze vyvodit,

ze pro spolehlivda méfeni je potfeba upravit postup pripravy vzorku tak, aby doSlo
k ochuzeni smési o interferujici latky. Témi mohou byt molekuly sacharida, lipida,
¢i dalsich proteinii. Toho lze docilit mnoha zpusoby. Jednou z moznosti je pouziti
postupu dle Danihlika et al. (2014), kdy je vzorek po lyofilizaci precistén pomoci
iontoméniCové chromatografie. Pfi té dochazi k odstranéni kyselych a neutralnich
molekul, pficemz jsou jako posledni eluovany zasadité molekuly, mezi které AmP patfi.
Pro odstranéni vétsich proteinil je mozné vyuzit precipitace pomoci 85% vychlazeného
methanolu (Alam et al., 2000), nebo pomoci filtri, ¢i molekulovych sit. Pripadného
odstranéni lipidi ze smési Ize docilit jejich extrakci pomoci hexanu (Basha & Young,
1996).
Pro kvantifikaci apidaecinu 1 byla po analyze dat vybrana pouze prvni sada méteni.
U této sady vzorkd byly vyhodnoceny koncentrace apidaecinu 1 a jejich nasledné
vztazeni na hmotnost larvy. Z celé sady byla méfitelna koncentrace u 12 vzorkt
(Tab. 1).

Nejvétsi koncentrace apidaecinu 1 byla naméfena u larvy o hmotnosti 66,4 mg,
ktera odpovida stafi ptiblizné dvou dni od vylihnuti. U zbytku larev jiz nepozorujeme
taky vyrazné rozdily, dochazi k oscilaci hodnot a neni pozorovatelny zadny trend
(Obr. 20). Nelze tedy pozorovat trend v koncentracich apidaecinu 1, ovSem je mozné
pozorovat urcity trend v detekci. Lze pozorovat vice pozitivnich méfeni u vzorkd
z larev, které jsou v poslednich larvalnich stadiich, pfipadné ve stadiu predkukly. To
muize souviset s metamorfozou, kterou vcela jako hmyz s pfeménou dokonalou
prochazi. Dochéazi k prestavbé celého organismu a snim 1 travici soustavy, jejiz
mikrobiom muze pro larvu predstavovat hrozbu (Johnston et al., 2019).

Detekce apidaecinu 1 v plodu véely medonosné pomoci hmotnostni spektrometrie
zatim nebyla zvefejnéna, ovSem jeho pfitomnost v tkanich bylo mozno predpokladat
za skuteCnosti, ze u larev byla dokézana produkce zbylych tfi AmP abaecinu,
hymenoptaecinu a defensinu 1 (Randolt et al., 2008). Kazdy AmP sice zastavd svou
ulohu v boji proti infekci, velmi Casto jsou vSak produkovany pospolu a pusobi

synergisticky proti patogenu.
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Tabulka 1: Hmotnosti larev a naméfené koncentrace apidaccinu 1

Koncentrace Koncentrace Koncentrace
Hmotnost apidaecinu 1 Hmotnost apidaecinu 1 Hmotnost apidaecinu 1
larvy [mg] ve vzorku larvy [mg] ve vzorku larvy [mg] ve vzorku
[nmol.lI"'] [nmol.I"'] [nmol.lI"']

4,0 0 77,0 0 124,1 0
6,0 0 78,0 0 125.4 9,76
6,3 0 83,0 9,6 125,7 9,23
6,4 0 98,8 0 132,6 20,03
6,5 0 99,6 0 143,0 0
7,9 0 101,1 66,88 145,5 37,44
8,0 0 113,0 0 155,8 0
9.2 0 114,1 0 157,1 0
10,2 0 115,0 0 158,6 62,16
11,5 0 115,3 2,35 161,0 8,7
11,7 0 116,0 0 162,2 23,07
57,0 0 118,2 37,63 163,8 0
66,4 540,60 122,0 0 171,9 0
69,0 0 123,5 0 176,0 0
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Obr. 20: Graf zavislosti koncentrace apidaccinu 1 vztazen¢ho na hmotnost larvy na hmotnosti
larvy
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5 ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyva imunitou, antimikrobialnimi peptidy a rozdily
v imunitnich reakcich riznych kast a vyvojovych stadii véely medonosné.
Experimentalni Cast se zabyva detekci a kvantifikaci antimikrobialnich peptida
produkovanych plodem v¢ely medonosné. Bylo dosazeno téchto zaveéru:

1. Byla vypracovana literarni reSerSe na téma imunity hmyzu se zaméfenim
navéelu medonosnou, antimikrobidlnich peptidy a rozdily v imunitnich
reakcich mezi kastami a vyvojovymi stadii véely medonosné.

2. Vexperimentalni c¢asti bakalaiské prace bylo zméfeno mnozstvi proteinu
v extraktech z plodu vcéely medonosné. Nejvétsi koncentrace proteint byla
detekovana u nejmladsich larev.

3. Ve vcelim plodu byly pomoci metody ELISA detekovany AmP abaecin,
hymenoptaecin a defensin 1. Produkce téchto AmP byla zvySena u star§ich
larev, zatimco u stadia kukly byla snizena.

4. Ve vc€elim plodu byl detekovan apidaecin 1 pomoci metody LC-MS. Metodika
purifikace a kvantifikace apidaecinu 1 vyzaduje dalsi optimalizaci, jelikoz
se v nékterych ptipadech nepodafilo apidaecin 1 detekovat. To bylo zptsobeno
priliS komplexni smési, ktera byla ziskana ptipravou vzorku.

5. Pilotni vysledky kvantifikace apidaecinu 1 poukazuji na jeho vyskyt v télech
starSich larev. Vysledky vSak musi byt ovéfeny optimalizovanou metodikou.

6. Byl proveden pokus o optimalizaci méfeni na LC-MS osminasobnym ziedénim
ptilis bohatych vzorkd. Ani to v§ak neumoznilo detekci apidaecinu 1.

Pro dalsi vyzkum tohoto tématu je tieba zaméfit se na optimalizaci pfipravy vzorku
za uCelem ochuzeni smési o latky mimo zajem méfeni. Je potieba zaradit do procesu
purifikace metody, jako je iontoméniCova chromatografie (Danihlik et al.,, 2014),
precipitace proteini vychlazenym methanolem (Alam et al., 2000), nebo extrakce
lipidd hexanem (Basha & Young, 1996). Dale je tfeba provést vice méfeni, ktera
mohou poukazat na trendy, které mize projevovat produkce AmP v plodu vcely

medonosné s veét§im zaméfenim na stadium kukly.

46



6 LITERATURA

Alam, M., Basha, S., & Boyd, L. (2000). Characterization of Methanol-Soluble and Methanol-
Insoluble Proteins from Developing Peanut Seed. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 48(11), 5517-5521. https://doi.org/10.1021/jf991337r

Albert, S., Gitschenberger, H., Azzami, K., Gimple, O., Grimmer, G., Sumner, S., Fujiyuki, T.,
Tautz, J., & Mueller, M. (2011). Evidence of a novel immune responsive protein in the
Hymenoptera. Insect Biochemistry and Molecular Biology, 41(12), 968-981.
https://doi.org/10.1016/j.ibmb.2011.09.006

Aronstein, K., & Murray, K. (2010). Chalkbrood disease in honey bees. Journal of Invertebrate
Pathology, 103, S20-S29. https://doi.org/10.1016/j.jip.2009.06.018

Basha, S., & Young, C. (1996). Protein Fraction Producing Off-Flavor Headspace Volatiles in
Peanut Seed. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 44(10), 3070-3074.
https://doi.org/10.1021/j£960033r

Belvin, M., & Anderson, K. (1996). A CONSERVED SIGNALING PATHWAY: The
Drosophila Toll-Dorsal Pathway. Annual Review of Cell and Developmental Biology, 12(1),
393-416. https://doi.org/10.1146/annurev.cellbio.12.1.393

Bilikova, K., & Simuth, J. (2010). New Criterion for Evaluation of Honey: Quantification of
Royal Jelly Protein Apalbumin 1 in Honey by ELISA. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 58(15), 8776-8781. https://doi.org/10.1021/jf101583s

Bradford, M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 72(1-2),
248-254. https://doi.org/10.1016/0003-2697(76)90527-3

Bull, J., Ryabov, E., Prince, G., Mead, A., Zhang, C., Baxter, L., Pell, J., Osborne, J., Chandler,
D., & Schneider, D. (2012). A Strong Immune Response in Young Adult Honeybees Masks
Their Increased Susceptibility to Infection Compared to Older Bees. PLoS Pathogens, 8(12).
https://doi.org/10.1371/journal.ppat. 1003083

Burciaga, R., Ruiz-Guzman, G., Lanz-Mendoza, H., Krams, 1., & Contreras-Garduiio, J. (2023).
The honey bees immune memory, /38. https://doi.org/10.1016/j.dci.2022.104528

Casteels-Josson, K., Zhang, W., Capaci, T., Casteels, P., & Tempst, P. (1994). Acute
transcriptional response of the honeybee peptide-antibiotics gene repertoire and required
post-translational conversion of the precursor structures. Journal of Biological Chemistry,
269(46), 28569-28575. https://doi.org/10.1016/S0021-9258(19)61943-5

Casteels, P., Ampe, C., Jacobs, F., & Tempst, P. (1993). Functional and chemical
characterization of Hymenoptaecin, an antibacterial polypeptide that is infection-inducible in
the honeybee (Apis mellifera). Journal of Biological Chemistry, 268(10), 7044-7054.
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(18)53143-4

Casteels, P., Ampe, C., Jacobs, F., Vaeck, M., & Tempst, P. (1989). Apidaecins: antibacterial
peptides from honeybees. The EMBO Journal, 8(8), 2387-2391.
https://doi.org/10.1002/j.1460-2075.1989.tb08368.x

Casteels, P., Ampe, C., Riviere, L., Damme, J., Elicone, C., Fleming, M., Jacobs, F., & Tempts,
P. (1990). Isolation and characterization of abaecin, a major antibacterial response peptide in
the honeybee (Apis mellifera). European Journal of Biochemistry, 187(2), 381-386.
https://doi.org/10.1111/j.1432-1033.1990.tb15315.x

Danihlik, J., Aronstein, K., & Petfivalsky, M. (2016). Antimicrobial peptides: a key component
of honey bee innate immunity. Journal of Apicultural Research, 54(2), 123-136.
https://doi.org/10.1080/00218839.2015.1109919

47


https://doi.org/10.1021/jf991337r
https://doi.Org/10.1016/j.ibmb.2011.09.006
https://doi.Org/10.1016/j.jip.2009.06.018
https://doi.org/10.1021/jf960033r
https://doi.Org/10.1146/annurev.cellbio.12.l.393
https://doi.org/10.1021/jfl01583s
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1003083
https://doi.org/10.1016/j-dci.2022.104528
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(18)53143-4
https://doi.Org/10.1002/j.1460-2075.1989.tb08368.x
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1080/00218839.2015.1109919

Danihlik, J., Sebela, M., Petfivalsky, M., & Lenobel, R. (2014). A sensitive quantification of the
peptide apidaecin 1 isoforms in single bee tissues using a weak cation exchange pre-
separation and nanocapillary liquid chromatography coupled with mass spectrometry.
Journal of Chromatography A, 1374, 134-144. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.11.041

Dostalkova, S., Dobes, P., Kunc, M., Hurychova, J., Skrabisova, M., Petivalsky, M., Titéra, D.,
Havlik, J., Hyrsl, P., & Danihlik, J. (2020). Winter honeybee ( Apis mellifera ) populations
show greater potential to induce immune response than summer ones after immune stimuli.
Journal of Experimental Biology, 224(3). https://doi.org/10.1242/jeb.232595

Dziarski, R. (2004). Peptidoglycan recognition proteins (PGRPs). Molecular Immunology,
40(12), 877-886. https://doi.org/10.1016/j.molimm.2003.10.011

Evans, J., Aronstein, K., Chen, Y., Hetru, C., Imler, J., Jiang, H., Kanost, M., Thompson, G.,
Zou, Z., & Hultmark, D. (2006). Immune pathways and defence mechanisms in honey bees
Apis mellifera. Insect Molecular Biology, 15(5), 645-656. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2583.2006.00682.x

Evans, J. (2004). Transcriptional immune responses by honey bee larvae during invasion by the
bacterial pathogen, Paenibacillus larvae. Journal of Invertebrate Pathology, 85(2), 105-111.
https://doi.org/10.1016/j.jip.2004.02.004

Fontana, R., Mendes, M., Souza, B., Konno, K., César, L., Malaspina, O., & Palma, M. (2004).
Jelleines: a family of antimicrobial peptides from the Royal Jelly of honeybees (Apis
mellifera). Peptides, 25(6), 919-928. https://doi.org/10.1016/j.peptides.2004.03.016

Forsgren, E. (2010). European foulbrood in honey bees. Journal of Invertebrate Pathology, 103,
S5-S9. https://doi.org/10.1016/].jip.2009.06.016

Fries, L., Granados, R., & Morse, R. (1992). Intracellular germination of spores of Nosema apis
Z. Apidologie, 23(1), 61-70. https://doi.org/10.1051/apido:19920107

Fries, 1., Martin, R., Meana, A., Garcia-Palencia, P., & Higes, M. (2015). Natural infections of
Nosema ceranae in European honey bees. Journal of Apicultural Research, 45(4), 230-233.
https://doi.org/10.1080/00218839.2006.11101355

Fujiwara, S., Imai, J., Fujiwara, M., Yaeshima, T., Kawashima, T., & Kobayashi, K. (1990). A
potent antibacterial protein in royal jelly. Purification and determination of the primary
structure of royalisin. Journal of Biological Chemistry, 265(19), 11333-11337.
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(19)38596-5

Fukuda, H., & Sekiguchi, K. (1966). Seasonal change of the honeybeeworker longevity in
Sapporo, North Japan, with notes on some factors affecting the life-span. Japanese Journal
of Ecology, 16(5), 206-212. https://doi.org/10.18960/seitai.16.5_206

Gabor, E., Cinege, G., Csordas, G., Torok, T., Folkl-Medzihradszky, K., Darula, Z., Ando, 1., &
Kurucz, E. (2017). Hemolectin expression reveals functional heterogeneity in honey bee
(Apis mellifera) hemocytes. Developmental & Comparative Immunology, 76(41), 403-411.
https://doi.org/10.1016/j.dci.2017.07.013

Gao, B., & Zhu, S. (2010). Characterization of a hymenoptaecin-like antimicrobial peptide in
the parasitic wasp Nasonia vitripennis. Process Biochemistry, 45(2), 139-146.
https://doi.org/10.1016/j.procbio.2009.08.017

Gitschenberger, H., Azzami, K., Tautz, J., Beier, H., & Moser, M. (2013). Antibacterial
Immune Competence of Honey Bees (Apis mellifera) Is Adapted to Different Life Stages
and Environmental Risks. PLoS ONE, 8(6). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0066415

Gitschenberger, H., Gimple, O., Tautz, J., & Beier, H. (2012). Honey bee drones maintain
humoral immune competence throughout all life stages in the absence of vitellogenin
production. Journal of Experimental Biology, 215(8), 1313-1322.
https://doi.org/10.1242/jeb.065276

Genersch, E. (2010). American Foulbrood in honeybees and its causative agent, Paenibacillus
larvae. Journal of Invertebrate Pathology, 103, S10-S19.
https://doi.org/10.1016/j.jip.2009.06.015

48


https://doi.Org/10.1016/j.chroma.2014.ll.041
https://doi.org/10.1242/jeb.232595
https://doi.Org/10.1016/j.molimm.2003.10.011
https://doi.0rg/lO.llll/j
https://doi.Org/10.1016/j.jip.2004.02.004
https://doi.Org/10.1016/j.peptides.2004.03.016
https://doi.Org/10.1016/j.jip.2009.06.016
https://doi.Org/10.1051/apido:19920107
https://doi.org/10.1080/00218839.2006.11101355
https://doi.org/10.1016/S0021
https://doi.org/10.18960/seitai.16.5_206
https://doi.Org/10.1016/j.dci.2017.07.013
https://doi.Org/10.1016/j.procbio.2009.08.017
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0066415
https://doi.org/10.1242/jeb.065276
https://doi.Org/10.1016/j.jip.2009.06.015

Ghosh, S., Jung, C., & Meyer-Rochow, V. (2016). Nutritional value and chemical composition
of larvae, pupae, and adults of worker honey bee, Apis mellifera ligustica as a sustainable
food source. Journal of  Asia-Pacific Entomology, 19(2), 487-495.
https://doi.org/10.1016/j.aspen.2016.03.008

Gillespie and, J., Kanost, M., & Trenczek, T. (1997). BIOLOGICAL MEDIATORS OF
INSECT IMMUNITY. Annual Review of  Entomology, 42(1), 611-643.
https://doi.org/10.1146/annurev.ento.42.1.611

Heinrich, B., & Esch, H. (1994). Thermoregulation in Bees. American Scientist, 82(2), 164-170.
http://www jstor.org/stable/29775151

Heinrikson, R., & Meredith, S. (1984). Amino acid analysis by reverse-phase high-performance
liquid chromatography: Precolumn derivatization with phenylisothiocyanate. Analytical
Biochemistry, 136(1), 65-74. https://doi.org/10.1016/0003-2697(84)90307-5

Higes, M., Martin-Hernandez, R., Garrido-Bailon, E., Gonzalez-Porto, A., Garcia-Palencia, P.,
Meana, A., del Nozal, M., Mayo, R., & Bernal, J. (2009). Honeybee colony collapse due to
Nosema ceranae in professional apiaries. Environmental Microbiology Reports, 1(2), 110-
113. https://doi.org/10.1111/j.1758-2229.2009.00014.x

Highfield, A., El Nagar, A., Mackinder, L., No¢l, L., Hall, M., Martin, S., & Schroeder, D.
(2009). Deformed Wing Virus Implicated in Overwintering Honeybee Colony Losses.
Applied and Environmental Microbiology, 75(22), 7212-7220.
https://doi.org/10.1128/AEM.02227-09

Huang, H., Du, J., Li, S., & Gong, T. (2021). Identification and Functional Analysis of a
Lysozyme Gene from Coridius chinensis (Hemiptera: Dinidoridae). Biology, 10(4), 330.
https://doi.org/10.3390/biology 10040330

Human, H., Brodschneider, R., Dietemann, V., Dively, G., Ellis, J., Forsgren, E., Fries, L.,
Hatjina, F., Hu, F, Jaffé, R., Jensen, A., Kohler, A, Magyar, J.. Ozkyrym, A, Pirk, C., Rose,
R., Strauss, U., Tanner, G., Tarpy, D. et al. (2015). Miscellaneous standard methods for Apis
mellifera research. Journal of  Apicultural Research, 52(4), 1-53.
https://doi.org/10.3896/IBRA.1.52.4.10

Hystad, E., Salmela, H,, Amdam, G., Munch, D., & Lee, B. (2017). Hemocyte-mediated
phagocytosis differs between honey bee (Apis mellifera) worker castes. PLOS ONE, 12(9).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184108

Chen, Y., Evans, J., & Feldlaufer, M. (2006). Horizontal and vertical transmission of viruses in
the honey bee, Apis mellifera. Journal of Invertebrate Pathology, 92(3), 152-159.
https://doi.org/10.1016/}.jip.2006.03.010

Chen, Y., & Siede, R. (2007). Honey Bee Viruses. Advances in Virus Research Volume 70, 33-
80. https://doi.org/10.1016/S0065-3527(07)70002-7

Ilyasov, R., Gaifullina, L., Saltykova, E., Poskryakov, A., & Nikolaenko, A. (2013). Defensins
in the honeybee antiinfectious protection. Journal of Evolutionary Biochemistry and
Physiology, 49(1), 1-9. https://doi.org/10.1134/S0022093013010015

Jin, F., Sun, Q., Xu, X., Li, L., Gao, G., Xu, Y., Yu, X., & Ren, S. (2012). cDNA cloning and
characterization of the antibacterial peptide cecropin 1 from the diamondback moth, Plutella
xylostella L. Protein Expression and  Purification, 85(2), 230-238.
https://doi.org/10.1016/j.pep.2012.08.006

Johnston, P., Paris, V., & Rolff, J. (2019). Immune gene regulation in the gut during
metamorphosis in a holo- versus a hemimetabolous insect. Philosophical Transactions of the
Royal Society B: Biological Sciences, 374(1783). https://doi.org/10.1098/rstb.2019.0073

Kaneko, T., Goldman, W., Mellroth, P., Steiner, H., Fukase, K., Kusumoto, S., Harley, W., Fox,
A., Golenbock, D., & Silverman, N. (2004). Monomeric and Polymeric Gram-Negative
Peptidoglycan but Not Purified LPS Stimulate the Drosophila IMD Pathway. Immunity,
20(5), 637-649. https://doi.org/10.1016/S1074-7613(04)00104-9

49


https://doi.Org/10.1016/j.aspen.2016.03.008
https://doi.org/10
http://www.jstor.org/stable/29775
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.l
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.3896/IBRA.l.52.4.10
https://doi.Org/10.1016/j.jip.2006.03.010
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1134/S0022093013010015
https://doi.Org/10.1016/j.pep.2012.08.006
https://doi.org/10.1098/rstb.2019.0073
https://doi.0rg/lO.lOl6/S

Klee, J., Besana, A., Genersch, E., Gisder, S., Nanetti, A., Tam, D., Chinh, T., Puerta, F., Ruz,
J., Kryger, P., Message, D., Hatjina, F., Korpela, S., Fries, 1., & Paxton, R. (2007).
Widespread dispersal of the microsporidian Nosema ceranae, an emergent pathogen of the
western honey bee, Apis mellifera. Journal of Invertebrate Pathology, 96(1), 1-10.
https://doi.org/10.1016/}.jip.2007.02.014

Kragol, G., Lovas, S., Varadi, G., Condie, B., Hoffmann, R., & Otvos, L. (2001). The
Antibacterial Peptide Pyrrhocoricin Inhibits the ATPase Actions of DnaK and Prevents
Chaperone-Assisted Protein Folding. Biochemistry, 40(10), 3016-3026.
https://doi.org/10.1021/bi002656a

Kunc, M., Dobes, P., Hurychova, J., Vojtek, L., Poiani, S., Danihlik, J., Havlik, J., Titéra, D., &
Hyrsl, P. (2019). The Year of the Honey Bee (Apis mellifera L.) with Respect to Its
Physiology and Immunity: A Search for Biochemical Markers of Longevity. Insects, 10(8).
https://doi.org/10.3390/insects 10080244

Kurze, C., Routtu, J., & Moritz, R. (2016). Parasite resistance and tolerance in honeybees at the
individual and social level. Zoology, 119(4), 290-297.
https://doi.org/10.1016/j.z001.2016.03.007

Laughton, A., Boots, M., & Siva-Jothy, M. (2011). The ontogeny of immunity in the honey bee,
Apis mellifera L. following an immune challenge. Journal of Insect Physiology, 57(7), 1023-
1032. https://doi.org/10.1016/].jinsphys.2011.04.020

Lehane, M. (1997). PERITROPHIC MATRIX STRUCTURE AND FUNCTION. Annual
Review of Entomology, 42(1), 525-550. https://doi.org/10.1146/annurev.ento.42.1.525

Lemaitre, B., & Hoffmann, J. (2007). The Host Defense of Drosophila melanogaster. Annual
Review of Immunology, 25(1), 697-743.
https://doi.org/10.1146/annurev.immunol.25.022106.141615

Levin, D., Breuer, L., Zhuang, S., Anderson, S., Nardi, J., & Kanost, M. (2005). A hemocyte-
specific integrin required for hemocytic encapsulation in the tobacco hornworm, Manduca
sexta. Insect  Biochemistry  and  Molecular ~ Biology, 35(5), 369-380.
https://doi.org/10.1016/j.ibmb.2005.01.003

Lima, P., & Brochetto-Braga, M. (2003). Hymenoptera venom review focusing on Apis
mellifera. Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases, 9(2).
https://doi.org/10.1590/S1678-91992003000200002

Lindstrom, A., Korpela, S., & Fries, 1. (2008). The distribution of Paenibacillus larvae spores in
adult bees and honey and larval mortality, following the addition of American foulbrood
diseased brood or spore-contaminated honey in honey bee (Apis mellifera) colonies. Journal
of Invertebrate Pathology, 99(1), 82-86. https://doi.org/10.1016/].jip.2008.06.010

Li, W., Ma, G., & Zhou, X. (2006). Apidaecin-type peptides: Biodiversity, structure—function
relationships and mode of action. Peptides, 27(9), 2350-2359.
https://doi.org/10.1016/j.peptides.2006.03.016

Marringa, W., Krueger, M., Burritt, N., Burritt, J., & Amdam, G. (2014). Honey Bee Hemocyte
Profiling by Flow Cytometry. PLoS ONE, 9(10).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0108486

Mattila, H., Harris, J., & Otis, G. (2001). Timing of production of winter bees in honey bee
(Apis mellifera) colonies. Insectes Sociaux, 48(2), 88-93.
https://doi.org/10.1007/PL0O0001764

Memariani, H., Memariani, M., Shahidi-Dadras, M., Nasiri, S., Akhavan, M., & Moravvej, H.
(2019). Melittin: from honeybees to superbugs. Applied Microbiology and Biotechnology,
103(8), 3265-3276. https://doi.org/10.1007/s00253-019-09698-y

Nakhleh, J., El Moussawi, L., & Osta, M. (2017). The Melanization Response in Insect
Immunity. Insect Immunity, 83-109. https://doi.org/10.1016/bs.aiip.2016.11.002

50


https://doi.Org/10.1016/j.jip.2007.02.014
https://doi.org/10.1021/bi002656a
https://doi.org/10.1016/jjinsphys.2011.04.020
https://doi.Org/10.1146/annurev.ento.42.l.525
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.1016/j.ibmb.2005.01.003
https://doi.Org/10.1016/j.jip.2008.06.010
https://doi.Org/10.1016/j.peptides.2006.03.016
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0108486
https://doi.org/10.1007/s00253-019-09698-y
https://doi.org/10.1016/bs.aiip.2016.ll.002

Nappi, A., & Christensen, B. (2005). Melanogenesis and associated cytotoxic reactions:
Applications to insect innate immunity. Insect Biochemistry and Molecular Biology, 35(5),
443-459. https://doi.org/10.1016/j.ibmb.2005.01.014

Nappi, A., & Vass, E. (1993). Melanogenesis and the Generation of Cytotoxic Molecules
During Insect Cellular Immune Reactions. Pigment Cell Research, 6(3), 117-126.
https://doi.org/10.1111/j.1600-0749.1993.tb00590.x

Nardi, J., Pilas, B., Bee, C., Zhuang, S., Garsha, K., & Kanost, M. (2006). Neuroglian-positive
plasmatocytes of Manduca sexta and the initiation of hemocyte attachment to foreign
surfaces, 30(5), 447-462. https://doi.org/10.1016/j.dci.2005.06.026

Negri, P., Maggi, M., Szawarski, N., Lamattina, L., & Eguaras, M. (2015). Apis mellifera
haemocytes in-vitro , What type of cells are they? Functional analysis before and after pupal
metamorphosis. Journal of Apicultural Research, 53(5), 576-589.
https://doi.org/10.3896/IBRA.1.53.5.11

Otvos, L. (2000). Antibacterial Peptides Isolated from Insects. Journal of Peptide Science,
6(10), 497-511. https://doi.org/10.1002/1099-1387(200010)6:10<497:AID-
PSC277>3.0.CO;2-W

Pan, X., Zhou, G., Wu, J., Bian, G., Lu, P., Raikhel, A., & Xi, Z. (2012). Wolbachia induces
reactive oxygen species (ROS)-dependent activation of the Toll pathway to control dengue
virus in the mosquito Aedes aegypti. Proceedings of the National Academy of Sciences,
109(1). https://doi.org/10.1073/pnas.1116932108

Picoli, T., Peter, C., Zani, J., Waller, S., Lopes, M., Boesche, K., Vargas, G., Hiibner, S., &
Fischer, G. (2017). Melittin and its potential in the destruction and inhibition of the biofilm
formation by Staphylococcus aureus , Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa isolated
from bovine milk. Microbial Pathogenesis, 112, 57-62.
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2017.09.046

Pusceddu, M., Annoscia, D., Floris, 1., Frizzera, D., Zanni, V., Angioni, A., Satta, A., & Nazzi,
F. (2021). Honeybees use propolis as a natural pesticide against their major ectoparasite.
Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences, 288(1965).
https://doi.org/10.1098/rspb.2021.2101

Rahnamacian, M., Cytrynska, M., Zdybicka-Barabas, A., & Vilcinskas, A. (2016). The
functional interaction between abaecin and pore-forming peptides indicates a general
mechanism of antibacterial potentiation. Peptides, 78, 17-23.
https://doi.org/10.1016/j.peptides.2016.01.016

Ramsey, S., Ochoa, R., Bauchan, G., Gulbronson, C., Mowery, J., Cohen, A., Lim, D., Joklik,
J., Cicero, J., Ellis, J., Hawthorne, D., & vanEngelsdorp, D. (2019). Varroa destructor feeds
primarily on honey bee fat body tissue and not hemolymph. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 116(5), 1792-1801. https://doi.org/10.1073/pnas.1818371116

Randolt, K., Gimple, O., Geissendorfer, J., Reinders, J., Prusko, C., Mueller, M., Albert, S.,
Tautz, J., & Beier, H. (2008). Immune-related proteins induced in the hemolymph after
aseptic and septic injury differ in honey bee worker larvae and adults. Archives of Insect
Biochemistry and Physiology, 69(4), 155-167. https://doi.org/10.1002/arch.20269

Richardson, R., Ballinger, M., Qian, F., Christman, J., & Johnson, R. (2018). Morphological
and functional characterization of honey bee, Apis mellifera, hemocyte cell communities.
Apidologie, 49(3), 397-410. https://doi.org/10.1007/s13592-018-0566-2

Romanelli, A., Moggio, L., Montella, R., Campiglia, P., lannaccone, M., Capuano, F., Pedone,
C., & Capparelli, R. (2011). Peptides from Royal Jelly: studies on the antimicrobial activity
of jelleins, jelleins analogs and synergy with temporins. Journal of Peptide Science, 17(5),
348-352. https://doi.org/10.1002/psc.1316

Rosenkranz, P., Aumeier, P., & Ziegelmann, B. (2010). Biology and control of Varroa
destructor. Journal of Invertebrate Pathology, 103, S96-S119.
https://doi.org/10.1016/}.jip.2009.07.016

51


https://doi.Org/10.1016/j.ibmb.2005.01.014
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.1016/j.dci.2005.06.026
https://doi.Org/10.3896/IBRA.l.53.5.ll
https://doi.org/10.1002/1099-1387(200010)6:10%3c497:AID-
https://doi.org/10.1073/pnas.1116932108
https://doi.Org/10.1016/j.micpath.2017.09.046
https://doi.Org/10.1016/j.peptides.2016.01.016
https://doi.org/10.1073/pnas.1818371116
https://doi.org/10.1002/arch.20269
https://doi.org/10.1007/sl3592-018-0566-2
https://doi.org/10.1002/psc.1316
https://doi.Org/10.1016/j.jip.2009.07.016

Rosenkranz, P., Aumeier, P., & Ziegelmann, B. (2010). Biology and control of Varroa
destructor. Journal of Invertebrate Pathology, 103, S96-S119.
https://doi.org/10.1016/}.jip.2009.07.016

Seeley, T., & Morse, R. (1976). The nest of the honey bee (Apis mellifera L.). Insectes Sociaux,
23(4), 495-512. https://doi.org/10.1007/BF02223477

Shrestha, S., & Kim, Y. (2008). Eicosanoids mediate prophenoloxidase release from
oenocytoids in the beet armyworm Spodoptera exigua. Insect Biochemistry and Molecular
Biology, 38(1), 99-112. https://doi.org/10.1016/j.ibmb.2007.09.013

Schliins, H., & Crozier, R. (2007). Relish regulates expression of antimicrobial peptide genes in
the honeybee, Apis mellifera, shown by RNA interference. Insect Molecular Biology, 16(6),
753-759. https://doi.org/10.1111/j.1365-2583.2007.00768.x

Schmid, M., Brockmann, A., Pirk, C., Stanley, D., & Tautz, J. (2008). Adult honeybees (Apis
mellifera L.) abandon hemocytic, but not phenoloxidase-based immunity. Journal of Insect
Physiology, 54(2), 439-444. https://doi.org/10.1016/j.jinsphys.2007.11.002

Simone-Finstrom, M., Borba, R., Wilson, M., & Spivak, M. (2017). Propolis Counteracts Some
Threats to Honey Bee Health. Insects, 8(2). https://doi.org/10.3390/insects8020046

Stanley, D., Miller, J., & Tunaz, H. (2009). Eicosanoid Actions in Insect Immunity. Journal of
Innate Immunity, 1(4), 282-290. https://doi.org/10.1159/000210371

Starks, P., Blackie, C., & Seeley, T. (2000). Fever in honeybee colonies. Naturwissenschaften,
87(5), 229-231. https://doi.org/10.1007/s001140050709

Strand, M. (2008). The insect cellular immune response. Insect Science, 15(1), 1-14.
https://doi.org/10.1111/j.1744-7917.2008.00183.x

The Honey Bee Genome Sequencing Consortium. (2006). Insights into social insects from the
genome of the honeybee Apis mellifera.  Nature, 443(7114), 931-949.
https://doi.org/10.1038/nature05260

Tokura, A., Fu, G., Sakamoto, M., Endo, H., Tanaka, S., Kikuta, S., Tabunoki, H., & Sato, R.
(2014). Factors functioning in nodule melanization of insects and their mechanisms of
accumulation in  nodules.  Journal of Insect  Physiology, 60,  40-49.
https://doi.org/10.1016/j.jinsphys.2013.11.003

Vandame, R., Morand, S., Colin, M., & Belzunces, L. (2002). Parasitism in the social bee Apis
mellifera: quantifying costs and benefits of behavioral resistance to Varroa destructor mites.
Apidologie, 33(5), 433-445. https://doi.org/10.1051/apido:2002025

Vesely, V. (2003). Vcelarstvi (2.). Brazda.

Vincent, J., & Wegst, U. (2004). Design and mechanical properties of insect cuticle, 33(3), 187-
199. https://doi.org/10.1016/j.asd.2004.05.006

Werner, T., Liu, G., Kang, D., Ekengren, S., Steiner, H., & Hultmark, D. (2000). A family of
peptidoglycan recognition proteins in the fruit fly Drosophila melanogaster. Proceedings of
the National Academy of Sciences, 97(25), 13772-137717.
https://doi.org/10.1073/pnas.97.25.13772

Wilson-Rich, N., Dres, S., & Starks, P. (2008). The ontogeny of immunity: Development of
innate immune strength in the honey bee (Apis mellifera). Journal of Insect Physiology,
54(10-11), 1392-1399. https://doi.org/10.1016/j.jinsphys.2008.07.016

Wilson, W. (1971). Resistance to American foulbrood in honey bees. XI. Journal of
Invertebrate Pathology, 17(2), 247-255. https://doi.org/10.1016/0022-2011(71)90099-1

Wimley, W., & Hristova, K. (2011). Antimicrobial Peptides: Successes, Challenges and
Unanswered Questions. The Journal of Membrane Biology, 239(1-2), 27-34.
https://doi.org/10.1007/s00232-011-9343-0

Zhou, X., Li, W., & Pan, Y. (2008). Functional and structural characterization of apidaecin and
its N -terminal and C -terminal fragments. Journal of Peptide Science, 14(6), 697-707.
https://doi.org/10.1002/psc.976

52


https://doi.org/10.1016/jjip.2009.07.016
https://doi.org/10.1007/BF02223477
https://doi.Org/10.1016/j.ibmb.2007.09.013
https://doi.Org/10.l
https://doi.org/10.1016/jjinsphys.2007.ll.002
https://doi.org/10.3390/insects8020046
https://doi.org/10.1159/000210371
https://doi.org/10.1007/s001140050709
https://doi.Org/10.llll/j.1744-7917.2008.00183.x
https://doi.org/10.1038/nature05260
https://doi.org/10.1016/jjinsphys.2013.ll.003
https://doi.Org/10.1051/apido:2002025
https://doi.Org/10.1016/j.asd.2004.05.006
https://doi.org/10.1073/pnas.97.25.13772
https://doi.Org/10.1016/j.jinsphys.2008.07.016
https://doi.org/10
https://doi.org/10
https://doi.org/10

7 SEZNAM ZKRATEK

ABPV
AmP
BQCV
DD
DMSO
DNA
DWV
ELISA
ESI
FA
GNBP
HPLC
LC-MS
MCD
mRNA
MS
PCR
PO

PG
PGRP
PGRP-L
PGRP-S
proPO
PRPs
ROS
SBV
TFA
TMB

virus akutni paralyzy vcel

antimikrobialni peptid

virus ¢ernani mateCnika

death domain

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

virus deformovanych kiidel

enzyme linked immunosorbent assay
elektrosprejova ionizace

kyselina mravenci

protein vazici se na Gram-negativni bakterie
vysokoucinna kapalinova chromatografie
hmotnostni spektrometrie navazujici na kapalinovou chromatografii
degranuljici zirné buriky

messengerova ribonukleova kyselina
hmotnostni spektrometrie

polymerasova fetézova reakce

fenoloxidasa

peptidoglykan

proteiny rozpoznavajici peptidoglykany
dlouhé proteiny rozpoznavajici peptidoglykany
kratké proteiny rozpoznavajici peptidoglykany
profenoloxidasa

peptidy bohaté na prolin

reaktivni formy kysliku

virus pytlickovitého plodu

trifluoroctova kyselina

3,3¢,5,5-tetramethylbenzidin dichlorid
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