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Abstrakt

Nedilnou soucasti imunitniho systému hmyzu jsou rychlé a nespecifické reakce
humoralniho imunitniho systému, pii nichZ se uplatiuji lektiny, lysozym, fenoloxidasa
a antimikrobidlni peptidy. Mezi zastupce vcelich antimikrobidlnich peptidi patii
peptidy apidaeciny, abaecin, defensiny a jelleiny. V této praci byl optimalizovan
protokol pro stanoveni antimikrobidlni aktivity peptidd apidaecinu la  vici
bakterialnimu kmenu Escherichia coli a jelleind I a II vici 9 riznym bakterialnim
kmenim Paenibacillus larvae, ktery je puvodcem zavazného onemocnéni moru
vceliho plodu.

Antimikrobidlni G¢inek peptidii byl sledovan méfenim ristovych kiivek bakterii v
tekutém médiu. Antimikrobidlni G€inek jelleinu I a II nebyl viici testovanym kmentim
P. larvae prokazan. Pro kvantifikaci po¢tu Zivych a mrtvych bakterialnich bun¢k po
aplikaci antimikrobidlnich latek byly zavedeny citlivéj§i metody fluorescencni a
luminiscen¢ni. Hodnoty fluorescencniho poméru ziskané testovanim pomoci
fluorescein diacetatu a propidium jodidu nevykazovaly linearitu regrese mezi
hodnotami fluorescencniho poméru a hodnotami Zivotnosti buné€k, navic fluorescencni
signal fluorescein diacetatu byl velice nizky. Naopak stanoveni Zivotnosti bun&k
pomoci resazurinu bylo optimalizovano pro zjiSténi Zivotnosti bakterii po jejich
inkubaci s antimikrobidlni latkou. Pfi méfeni luminiscence komerénim kitem
(BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay, Promega) oSetfenych bakterialnich
vzorkll oSetfenych peptidem nebo antibiotikem byl na pocatku métfeni pozorovany
prudky narist koncentrace ATP.

Byl zaveden chov véel in vitro, kdy experimentalni v¢ely byly vyuzity pro studium
exprese gentt pro MRIJP proteiny (major royal jelly proteins), z nichz MRJP1 je



prekurzorovym proteinem jelleinli. Pro méfeni exprese genli byl optimalizovan
protokol pro izolaci RNA ze vzorki vcelich hlav, ptepisu do cDNA a byly navrzeny
primery pro geny MRJP proteint.

V¢ely krmené 30% sacharosou, pylem a patogenem Ascosphaera apis méli snizenou
expresi genti Mrjpl a Mrjp2 ve srovnani s kontrolni skupinou, v¢ely krmené 30%
sacharosou, pylem a patogenem P. larvae CCM 4483 m¢li snizenou expresi gent
Mrjp2 v porovnani se v¢elami krmenymi jen 30% sacharosou a pylem. U v¢el, které
byly krmeny stejnym patogenem, ale bez piidavku pylu, nebyla exprese genu Mrjp2

signifikantné odlisna od kontrolni skupiny.

Kli¢ova slova vcela medonosnd, antimikrobidlni peptidy, jelleiny,
Paenibacillus larvae, MRJP proteiny
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to humoral immunity and play essential role in immune system. The representatives of
bee antimicrobial peptides include peptides apidaecins, abaecin, defensins and
jelleines. In this work an optimized protocol was developed for determining the
antimicrobial activity of the peptides apidaecin la against bacterial strains of
Escherichia coli and jelleines | and Il against 9 bacterial strains of Paenibacillus
larvae, the causative agent of American foulbrood disease.

The antimicrobial effect of the peptides was monitored by measuring the growth
curves of the bacteria in liquid medium. No antimicrobial effect of jellein | and Il
against tested strains of P. larvae was monitored. To quantify the number of live and
dead bacterial cells after aplication of antimicrobial substances, more sensitive
fluorescence and luminescence methods were introduced. The values of fluorescence
ratio obtained by testing with fluorescein diacetate and propidium iodide did not show
linearity with viability of the cells, in addition the fluorescence signal of fluorescein
diacetate was very low. On the other hand, determination of cell viability by
fluorescent dye resazurin was optimized for the detection of bacterial viability after
incubation with an antimicrobial substance. During the measurement of luminescence
using a commercial kit (Bacteria-Glo™ Microbial Cell Viability Assay, Promega) on
bacterial samples treated with peptides or antibiotics, a fast increase in the
concentration of ATP was observed at the beginning of the measurements.

Method for rearing bees in vitro was introduced when experimental groups of bees

were used for studying the expression of genes for MRJP proteins, among which the



MRJP1 is precursor protein of jelleines. For the measurement of gene expression
protocols have been optimized for RNA isolation from bee heads, transcription into
cDNA and primers were designed for the genes of MRJP proteins.

Bees fed with 30% sucrose, pollen and pathogen Ascosphaera apis had decreased
expression of the genes Mrjpl and Mrjp2 compared to control group, bees fed with
30% sucrose, pollen and pathogen P. larvae CCM 4483 had downregulated expression
of genes Mrjp2 in comparison to bees fed only 30% sucrose and pollen. Bees fed the
same pathogen, but without addition of pollen did not significantly different in gene

expression of Mrjp2 from the control group.
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Cile prace
Cilem prace je optimalizace protokolu pro studium antimikrobidlni aktivity
vc¢elich antimikrobidlnich peptida a sledovani zmén v expresi antimikrobidlnich
peptidi v prubéhu nakazy vEely medonosné vybranymi patogeny
V ramci teoretické ¢asti bude vypracovana reserSe zamétena na problematiku:
e imunitniho systému hmyzu a antimikrobidlnich peptida vcel
e  MRIJP proteinti
e testovani antimikrobidlni aktivity peptidi a metod pouzivanych pro
studium jejich aktivity
V praktické ¢asti budou realizovany experimenty zaméfené na:
e optimalizaci protokolu pro testovani antimikrobialni aktivity peptida
e testovani antimikrobidlni aktivity peptidi proti riznym patogennim i
nepatogennim bakterialnim kmentim
o kvantifikaci exprese a hladiny véelich antimikrobialnich peptidd v reakci

na bakteridlni infekci



1 Uvod

Véela medonosna (Apis mellifera) je celosvétové rozsifeny, hospodaisky velmi
vyznamny eusocidlni hmyzi druh. Tento hmyzu je velmi dilezity zejména pro svou
ptirozenou opylovaci schopnost, kterd je nezbytna pro péstovani nejen hospodarsky
vyznamnych plodin, ale 1 pro rozmnoZovéani rostlin rostoucich ve volné piirodé. Vceli
produkty jsou hojné vyuzivany nejen v potravinaistvi (med), ale i pro své 1é¢ebné
ucinky (propolis, v¢eli jed, mateti kasicka).

Studium imunitniho systému hmyzu nabyva v poslednich letech na dulezitosti. Dobie
vyvinutd nespecifickd imunita hmyzu s velmi rychlou imunitni odpovédi predstavuje
nové moznosti pii hledani vysoce ucCinnych latek piedevS§im vici bakteridlnim
patogeniim, proti kterym jsou reakce nespecifické imunity pfevdzné zaméfeny.
Ptikladem mohou byt naptiklad antimikrobialni peptidy, jejichz inhibi¢ni aktivita viici
bakteriim vede k jejich potencionalnimu vyuziti pro 1é¢bu bakterialnich onemocnéni.

Problematika antimikrobidlnich peptida jiz byla studovana v rdmci mé bakalaiské
prace (Dostalkova, 2014), kdy byla optimalizovana metoda testovani antimikrobidlni
aktivity peptidi pomoci difuznich testii. V ramci bakalaiské prace byly také provedeny
prvotni experimenty S vyuzitim metody meéfeni rdstovych kiivek bakterii. Tato
diplomova prace navazuje na diive provedené experimenty z testovani antimikrobialni
aktivity vybranych peptidt (apidaecin Ia, jellein I a jellein II).

Studium exprese jednotlivych komponent imunitniho systému vcel a vlivu vcelich
patogeni na imunitni systém muze vést k dulezitym poznatklim, které mohou byt
napomocné 1 pii praktickém vcelateni. Sledovani jednotlivych komponent humoralni
imunity mize v budoucnu pomoci selektovat véelstva odolngjsi vuci chorobam, ¢i
poukazat na Skodlivost nékterych chemikalii vyuzivanych v zeméd¢lstvi a jejich €inku

na vcely.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Imunitni systém hmyzu

Imunitni systém bezobratlych je zalozen na nespecifickych imunitnich reakcich
(neadaptivni neboli vrozena imunita). Nespecifické slozky imunity se vyznacuji rychlou
imunitni odpovédi, ale na rozdil od specifickych imunitnich mechanismt obratlovct
(adaptivni imunita) nemaji tzv. imunologickou pamét. U hmyzu je nespecificka
imunitni odpovéd’ tvofena tfemi zékladnimi urovnémi — fyzikalni bariérou, bunécnou
imunitou a humoralni imunitou.

Fyzikalni bariéru ptedstavuje kutikula, slizova vrstva, ¢i sténa stfeva, které
znesnadnuji vstup patogeni do organismu. MlUzeme sem také zatadit i fyziologické
zmény pH (napf. zména pH v travicim traktu hmyzu) nebo biofilm symbiotickych
mikroorganismd, zabranujici mikrobialni invazi (Crailsheim a Riessberger-Galle, 2001,
Olofsson a Vasquez, 2008; Evansa Spivak, 2010). Po naruseni fyzikalni bariéry
dochézi v rdmcei imunitniho systému k aktivaci druhé obranné linie v podob& bunécné a

humoralni imunity.

2.1.1 Socidlni imunita

V¢ela medonosna (Apis mellifera) patii mezi zastupce eusocialniho hmyzu (tj. hmyz
spolecenstvi mezi sebou véely dokazou spolupracovat napiiklad pfi zajiStovani vyzivy
nebo pii obrané¢ pred predatory. V ramci takové spoluprace byla mezi druhy
eusocidlniho hmyzu vyvinuta také obranyschopnost celého spoleCenstva, ktera je
zaloZzena prdvé na spoluprici mezi jednotlivei —  ,socidlni imunita®
(Cremer et al., 2007). Mezi obranné mechanismy socialni imunity u vcelstev patii
hygienické chovani veelstva a tzv. ,,grooming®. V rdmci hygienického chovani veelstva
probihd vyklizeni uhynulého, nemocného plodu bud’ jeho vynesenim ven z ulu, nebo
jeho konzumaci (Panasiuk et al., 2010). Toto chovani je velmi efektivni pii snizovani
infekéniho tlaku z okoli. Druhym obrannym mechanismem socidlni imunity je
»grooming® - vzajemné €isténi vel od roztoci na jejich télech (Evans a Spivak, 2010).
Socialni imunita vytvaii tedy jakousi dalSi ochrannou vrstvu pii obrané vcelstva viici

patogentim.
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2.1.2 Buné¢na imunita

Na bunécné imunité¢ hmyzu se podili cytotoxicita (tvorba latek cytotoxickych pro cizi
bunky), fagocytoza (pohlceni patogenu imunitni buiikou), nodulace (zachyceni agregaci
bunék kolem patogena), enkapsulace (zapouzdieni vétSich patogent) a koagulace
(Turner, 1994; Gillespie a Kanost, 1997). Tyto mechanismy jsou zajistovany
specifickymi bunikami — hemocyty. V hemolymfé hmyzu se nejcastéji vyskytuji
prohemocyty, plasmocyty, granulocyty, sferulocyty a oenocyty (Lavine a Strand, 2002).
Zastoupeni hemocytll v organismu se méni s vékem (Turner, 1994; Amaral et al., 2010).
Nékteré hemocyty produkuji také latky ucastnici se humoralni imunitni odpovédi, coz
vede k izkému propojeni téchto dvou slozek imunitniho systému a nelze je tedy ostie

vymezit.

2.1.3 Humoralni imunita

Jednotlivé aktivni molekuly tvoii humoralni imunitu (latkovou imunitu). Mezi tyto
molekuly se zafazuji lektiny (aglutininy), lysozym, fenoloxidasa a antimikrobialni
peptidy (Turner, 1994). Tyto latky jsou vétSinou sekretovany v tukovém télese. Mohou
vsak také byt i konstitutivné produkovany a vzdy pfitomny v hemolymf¢ (napf. lektiny).
Obsah téchto latek v organismu mnohdy zavisi také na pohlavi a fazi vyvoje
(napt. aktivita fenoloxidasy) (Turner, 1994; Evans et al., 2006; Laughton et al., 2011).

2.1.3.1 Lektiny

Lektiny jsou definovany jako glykoproteiny neimunitniho ptivodu, které maji schopnost
rozpoznavat glykosylované ¢asti na bunééné sténé bakterii a vazat se na ni. Takto
navazané lektiny aglutinuji na povrchu patogena, ¢imz usnadiiuji dal§i imunitni zasahy

jako je fagocytoza, enkapsulace a melanizace (Boman a Hultmark, 1987).

2.1.3.2 Lysozym

Lysozym (EC  3.2.1.17) hydrolyzuje = B-1,4,-glykosidovou  vazbu  mezi
N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminem v peptidoglykanu mureinu,
ktery tvoii zakladni slozku bakteridlnich bunécnych stén a vazbu mezi
N-acetyl-D-glukosaminovymi zbytky chitinu Vv bunéfnych sténach hub. V ramci
zivoCisné ftiSe se vyskytuji tii typy lysozymi — c-typ (chicken — kufeci typ), g-typ
(goose — husi) a i-typ (invertebrate — bezobratli). Prestoze se jednotlivé lysozymy
sekvencné 1isi, strukturné jsou si velmi podobné. Predpoklada se tedy, ze vznikly
Z jednoho bilkovinného prekurzoru. U bezobratlych se vyskytuje c-typ a i-typ
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lysozymu. G- typ lysozymu se vyskytuje predev§im u strunatcti, ale geny odpovidajici
tomuto typu lysozymu byly nalezeny i u n¢kterych mlza (Callewaert a Michiels, 2010).
U vcel dochazi k expresi tfi typti lysozymi a to dvou c-lysozymi a jednoho i-
lysozymu. Koncentrace lysozymu v hemolymfé& u larev a dospélych véel se pohybuje
mezi 5-25 pg/ml. Pti ndkaze muze tato koncentrace vzrist az na hladinu 1300 pg/ml u

larev, u dospélych véel na 40 pg/ml (Glinski a Jarosz, 1993).

2.1.3.3 Fenoloxidasova kaskada

Fenoloxidasa (PO, EC 1.14.18.1) je enzym ucastnici se obrannych reakci a procesu
hojeni poskozenych tkéni. Konecnym produktem fenooxidasové reakce jsou indolové
slouceniny, které jsou nasledné polymerizovany na melanin. Melanin se uplatituje
v procesu melanizace (Obr. 1), kdy dochazi k jeho hromadéni (nodulace, enkapsulace)
vV misté poskozenych tkani nebo v okoli patogena (Boman a Hultmark, 1987; Cerenius
a Soderhéll, 2004). Enzymova reakce PO produkuje celou fadu meziproduktti (chinony,
difenoly, superoxidové a peroxidové radikdly), které se uplatiiuji pii obrané vici
patogentim (Gram-pozitivni, Gram-negativni bakterie; houby a viriony) (Ashida a Brey,
1997).

A,
{‘“Dﬁ#

2 ™~
& "o \
1. Rozpoznani patogena systém aktivujic
! profencloxidasu [proP0-AS)
L
&y

2. Hromadéni hemocyti
kolem patogena

3. Melanogeneze 4. Enkapsulace

Obr. 1: Proces melanizace probihajici ve ¢tyfech krocich. 1 — rozpoznani patogena pomoci
specifickych molekul na jeho povrchu. 2 — hemocyty obklopuji patogena. 3 — proces
melanogeneze probihajici uvnité hemocyti. 4 — uvolnéni melaninu a enkapsulace patogena
(upraveno dle Santoyo a Cordoba-Aguilar, 2012).
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Kvili vznikajicim toxickym meziproduktim je nutny komplexni systém aktivace a
inhibice fenoloxidasové kaskady, na kterém se podileji inaktivni PO zymogeny — pro-
fenoloxidasy (proPO), inhibitory a signalni molekuly (Santoyo a Coérdoba-Aguilar,
2012). PO je tedy exprimovana ve formé inaktivnich zymogend proPO. Syntéza proPO
probiha nejcastéji v hemocytech (Cerenius a Soderhéll, 2004). U vcel se vyskytuje na
rozdil od jinych druhti hmyzu, pouze jeden gen pro syntézu proPO (Evans et al., 2006).

Aktivacni systém fenoloxidasové reakce (Obr. 2) je spoustén pfitomnosti slou¢enin
mikrobialniho pivodu Vv organismu (B-1,3-glukany z bunétnych stén hub,
lipopolysacharidy a peptidoglykany z bunéénych stén bakterii) na néz se navazou
rozpoznavaci proteiny (bGRP, LGRP, nebo PGRP) (Cerenius a Soderhill, 2004).
Vazbou rozpoznavacich proteini dochazi k aktivaci serinové kaskady. Serinové
proteasy spousti systém aktivujici profenoloxidasu (proPO-AS) a tim dochazi k
rozstépeni inaktivni formy proPO na aktivni PO. Aktivni fenoloxidasa se poté zapojuje
pfi oxygeanci fenolii na o-difenoly a oxidaci o-difenold na o-chinony (Santoyo a
Coérdoba-Aguilar, 2012). Regulace serinové kaskady je zajiSténa inhibitory ze

superrodiny serpind.

B-1,3- Glukany Lipopolysacharidy Peptidoglykany
+ BGRP +LGRP +PGRP
(rozpoznavaci protein) (rozpoznavaci protein) (rozpoznavaci protein)

~ 7

Kaskada serinovych
proteas

) Homologa serinovych
Serpiny ---—-------- > / proteas (SPH)

Systém aktivujici proPO
(proPO aktivujici serinové
proteasy — PAPs)

Serpiny - L ﬂ
—

Ogﬂ Fenaly

Obr. 2: Schéma aktiva¢niho systému fenoloxidasové reakce (upraveno dle Cerenius a Soderhill,
2004; Santoyo a Cordoba-Aguilar, 2012).

16



2.1.3.4 Antimikrobialni peptidy

Antimikrobidlni peptidy (AMP) lze charakterizovat jako latky majici kratky
aminokyselinovy fetézec (30 - 60 aminokyselin). Vyznacuji se tepelnou stabilitou a
vétSina téchto peptidi mé pozitivni naboj. Ten umoznuje vazbu antimikrobialnich
peptidi na povrch membran prokaryotickych bunék a jejich dalsi pisobeni na buiiku,
které vede az k bunétné smrti. AMP jsou produkovany napfi¢ vSemi organismy od
prokaryot az po eukaryota (Li et al., 2012).

Mechanismus u¢inku AMP je zalozen na schopnosti peptidu vazat se na bakterialni
membrany a jeho nésledném plisobeni na bakteridlni buitku. Mechanismy ucinku u
jednotlivych AMP se zna¢né odliSuji, obecné je lze rozdélit na dva zakladni
mechanismy. Prvni typ mechanismu Uc¢inku spoc¢ivd v interakci AMP s bunécnymi
membranami, kdy dochazi k naruSeni cytoplasmatické membrany (CM) (tvorba pord
v CM, lyze), které¢ vede naruSeni membranového potencidlu a uniku vnitiniho obsahu
buiky. Druhy mechanismus je zaloZen na praniku peptidu CM a jeho nasledné interakci
S vnitrobunénymi cili. Mezi tyto vnitrobunééné cile patii napi. replikace DNA a
proteosyntéza, skladani proteintli, syntéza bunécné stény a inhibice enzymové aktivity.
AMP mohou zasdhnout i do procestt bunétného déleni nebo energetickych dé&ju
v eukaryotnich organelach (Brodgen, 2005; Teixeira et al., 2012).

V imunitnim systému hmyzu hraji AMP velkou ulohu pravé jako soucast humoralni
imunity, jsou syntetizovany jako obrannd odpovéd’ vic¢i patogenim. AMP jsou
geneticky kodované a syntetizované na ribozomech. Jejich syntéza v hmyzim
organismu probiha v tukovém télisku, ale 1 v hemocytech, ve stfevech, slinnych zlazach
a reprodukénim Ustroji (Vilmos a Kurucz, 1998). Aktivni peptidy jsou poté sekretovany
do hemolymfy (Li et al., 2012).

Produktem exprese n¢kterych hmyzich AMP jsou neaktivni proteinové prekurzory.
Jejich aktivace probihd az po napadeni organismu bakteridlnim patogenem, kdy se
z neaktivniho prekurzoru odstépi pomoci proteas aminokyselinové sekvence aktivnich
peptidi. Mezi AMP, které jsou exprimovany ve form¢ neaktivnich prekurzord, patii
naptiklad melittin, apidaeciny nebo cecropin (Kreil et al., 1980; Casteels-Josson et al.,
1993; Dickinson et al., 1988).
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AMP lze obecné rozdélit podle struktury na cyklické a linedrni a podle naboje na
peptidy kationtové a aniotové. Dale také podle zvyseného obsahu konkrétnich AK, jak
je uvedeno na schématu (Obr. 3) (Andreu a Rivas, 1998; Powers a Hancock, 2003;
Neubauerova et al., 2009; Yi et al., 2014). U hmyzu bylo dosud identifikovano vice nez
200 AMP. Tyto hmyzi peptidy se rozdéluji do péti samostatnych skupin na zakladé
jejich aminokyselinové sekvence a antimikrobidlni aktivity: cecropiny, hmyzi

defensiny, peptidy bohaté na glycin, peptidy bohaté na prolin (Li et al., 2012).

Struktura a-helix

Linearni Struktura smycky
. Rozvolnéna struktura
Kationické AMP (peptidy bohaté na Pro, Gly, His, nebo Trp)
Cyklické Struktura B-listu
Linearni Struktura a-helix
Anionické AMP
Cyklicke
Aromatické
dipeptidy

Derivaty proteina
vazici kyslik

Obr. 3: Schéma rozdéleni antimikrobialnich peptidi (upraveno dle Andreu a Rivas, 1998;
Powers a Hancock, 2003).
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b)

d)

Cecropiny - patii mezi prvni AMP, které byly uspésné izolovany a
charakterizovany (Brey a Hultmark, 1998). Jsou si strukturné¢ velmi
podobné. Celkova aminokyselinova sekvence téchto peptidi je slozena
z35-39 AK a v jejich struktufe neni obsazen cystein. (Li et al., 2012).
Hmyzi cecropiny vytvareji dva linedrni fetézce a-helix, které jsou vzajemné
propojeny Ala-Gly-Pro pantem (Steiner, 1982; Holak et al., 1988).
Vyznacuji se siln¢ bazickou N-termindlni sekvenci a siln¢ hydrofobnim
usekem v C-terminalni ¢asti (Steiner et al., 1981).

Hmyzi defensiny - jsou tvofeny sekvenci 36-51 AK a obsahuji Sest
konzervovanych cysteinovych rezidui. Struktura je tvotfena a-helix smyckou
a dvéma antiparalelnimi p-sklddanymi listy, které jsou stabilizovany
cysteinovymi disulfidovymi mustky (Otvos, 2000a; Klaudiny et al., 2005).
Ve struktute téchto peptidi se hojné vyskytuji arginin a lysin, které¢ udavaji
témto peptidim silny kladny néboj (Otvos, 2000a). Do skupiny defensini
patii i royalisin izolovany z mateti kasSicky véely medonosné (Fujiwara et al.,
1990).

Peptidy bohaté na glycin — vysoky obsah gylcinovych rezidui v sekvenci
téchto peptidi ma velky vliv na jejich terciarni strukturu a mechanismus
ucinku (Li et al, 2012). Nejznamé&jSimi zastupci jsou attaciny
(Hultmark et al., 1983), sacrotoxiny (Natori, 1977), a maly protein
hymenoptacin izolovany z véely medonosné (Casteels et al., 1993).

Peptidy bohaté na prolin - obsahuji ve své struktufe zvySeny obsah
prolinovych residui. Vytvafeji rozvolnéné molekuly sloZzené z 14-59 AK.
V jejich struktuie se Casto objevuji triplety a dublety prolinu s bazickymi
aminokyselinami argininem a histidinem (Pro-Arg-Pro; Pro-His-Pro)
(Bulet a Stocklin, 2005). Mezi nejvyznamnéjsi zastupce této skupiny patii
apidaeciny (Casteels et al., 1989) a abaeciny (Casteels et al., 1990,
Yoshiyama a Kimura, 2010) izolované z vcely medonosné a drosocin
izolovany z octomilky obecné (Drosophila melanogaster)
(Bulet et al., 1993).

19



2.2 Antimikrobialni peptidy véely medonosné
Mezi prvni AMP, které byly detekovany u vcely medonosné (Apis mellifera), patii
apidaeciny, abaecin a maly protein hymenoptacin vyskytujici se v hemolymf¢ (Casteels
et al., 1989; Casteels et al., 1990; Casteels et al., 1993). AMP byly také detekovany
V matefi kaSic¢ce vcel a to peptid royalisin, patiici do skupiny defensint (Fujiwara et al.,
1990) a jelleiny (Fontana et al., 2004).

Mezi dalsi zastupce AMP v¢ely medonosné patii také melittin, apamin, adolapin a
MCD peptid, vyskytujici se ve vcelim jedu (Fennell et al., 1968; de Lima a
Brochetto-Braga, 2003).

2.2.1 Apidaeciny

Apidaeciny izolované ze v¢ely medonosné maji sekvenci 18 AK. Tyto peptidy jsou
bohaté na prolin a u véel se vyskytuji ve 4 isoformach Ia, Ib, II a Il (Tab. 1). Slozeni
jednotlivych isoforem se 1isi zaménou 6. AK na N-konci valinu za isoleucin (isoformy
II, a III), nebo zaménou koncové AK isoleucinu za leucin (isoforma Ia a Ib)
(Casteels et al., 1989). Isoforma III ma nahrazenou 9. AK prolin za serin. Isoforma Ill
peptidu apidaecinu nebyla dosud jako jedind v organismu vcely detekovana, jeji
existence je pouze predikovana (Li et al., 2006).

Syntéza apidaecinli probihd z jedné prekurzorové molekuly, kterd je proteolyticky
sestfizena na jednotlivé sekvence propeptidii, posléze aktivnich peptidd.
Casteels-Josson et al. (1993) popisuji na zakladé analyzy cDNA knihovy tfi varianty
pro geny apidaecint — Apid14, Apid 22 a Apid73 kodujici prekurzorovy protein.

Apidaeciny se vyznacuji vysokou antimikrobidlni aktivitou vaci Gram-negativnim
bakteriim. Nebyla u nich pozorovana antimikrobidlni aktivita vic¢i kvasinkdm a
houbam. Mechanismus ucinku téchto peptidi je zaloZen na intracelularnim pasobeni, a
to navdzanim peptidu na bakteridlni chaperon DnaK a chaperonin GroEL vedoucimu

Kk inhibici skladani proteint (Casteels a Tempst, 1994; Otvos, 2000Db).
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Tab. 1: Jednotlivé isoformy apidaecinu vyskytujici se u vcely medonosné (upraveno dle
Lietal,, 2006; Casteels et al., 1989; Casteels-Josson et al., 1993). Tu¢né vyznaleny
odlisnosti v aminokyselinové sekvenci (ptevzato z Danihlik, 2015).

Isoforma Peptidova sekvence Uniprot ¢islo Niazev genu kol;(;ic“/egte n
la GNNRPVYIPQPRPPHPRI Q06601 Apid14 1
P35581 Apid22 1
Q06602 Apid73 1
Ib GNNRPVYIPQPRPPHPRL Q06601 Apid14 2
P35581 Apid22 3
Q06602 Apid73 6
1 GNNRPIYIPQPRPPHPRL Q06601 Apid14 2
i GNNRPVYISQPRPPHPRL Q06602 Apid73 2
2.2.2 Abaecin

Casteels et al. charakterizovali abaecin poprvé v roce 1990. Aminokyselinova sekvence
tohoto peptidu je YVPLPNVPQPGRRPFPTFPGQGPFNPKIKWPQGY s celkovym
poctem 34 AK. Abaecin obsahuje sekvence podobné apidaecinim a diptericiniim, ale
diky fyziologickym rozdilim je tento peptid klasifikovan samostatné mimo tyto dvé
skupiny peptida (Casteels et al., 1990). Syntéza abaecinu probiha z jedné prekurzorové
molekuly, aktivni peptid je ziskan odStépenim sekvence 19 AK nachazejicich se pred
aktivnim peptidem (Casteels-Josson et al., 1994). Antimikrobialni aktivita abaecinu
byla pozorovana vici Gram-negativnim (G-) i Gram-pozitivnim (G+) bakteriim. Proti

G- bakteriim je vSak méné U€inny neZ apidaecin.

2.2.3 Defensiny
U vcely medonosné byly dosud identifikovany dva typy defensinli. Defensin izolovany
z hemolyfmy (Casteels-Josson et al., 1994) a royalisin izolovany z matefi kaSicky
(Fujiwara et al., 1990). Na zakladé¢ analyzy genomu vcely bylo pozdé&ji zjisténo, ze
v organismu vcely jsou koédovany dve isoformy defensini — defensin-l1 a defensin-11
(Klaudiny et al., 2005). Defensin vyskytujici se v hemolymé i royalisin z matefi kasicky
odpovidaji isoform¢ defensinu 1. Oba dva defensiny se od sebe sekvencéné odlisuji.
Defensin-1 obsazeny v hemolymf¢ obsahuje na C-konci peptidu fenylalanin (amidovy
C-konec). Royalisin obsahuje ve své aminokyselinové sekvenci na pozici 50 tyrosin
misto argininu vyskytujiciho se u defensinu-1 z hemolymfy (Casteels, 1998).

Isoforma defensinu-1I je pouze predikovana na zékladé analyzy ¢cDNA a dosud

nebyla nalezena v aktivni formé peptidu (Klaudiny et al., 2005).
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2.2.4 Jelleiny

Jelleiny byly poprvé izolovany z matefi kaSicky afrikanizovanych véel (Apis mellifera
scutellata). Jsou slozeny ze sekvence 8-9 AK a objevuji se ve {tyfech
isoformach - jellein I, jellein II, jellein I1I a jellein IV (Tab. 2). Jednotlivé isoformy se
od sebe odlisuji zménami v AK sekvenci. Jellein I neobsahuje na rozdil od jelleinu II na
N-konci threonin, jellein III obsahuje jako posledni AK na N-konci kyselinu
glutamovou. Jellein IV nema na rozdil od ostatnich jelleini na C-konci leucin
(Fontana et al., 2004).

Antimikrobidlni aktivita téchto peptidii byla pozorovana vici G+, G- bakteriim i
kvasinkam. Jednotlivé isoformy jelleinti vykazuji odliSnou antimikrobialni aktivitu, coz
je pravdépodobné zpiisobeno pravé zménami v jejich struktuie. Nejvetsi antimikrobialni
aktivitu vykazuje jellein I, ktery pusobi na G+, G- bakterie i kvasinky. Vyssi
antimikrobialni aktivita jelleinu I je zpisobena pfitomnosti prolinu na prvni pozici
N-konce peptidu, coz bylo potvrzeno simulacemi molekulové dynamiky peptidu
(dos Santos Carbera et al., 2014). Obdobnou aktivitu jako jellein | ma i jellein 11, ovSem
jeho minimalni inhibi¢ni koncentrace jsou uz vyssi (n€kdy az o 20 pg/ml). Jellein 111
vykazuje pouze slabou antimikrobialni aktivitu vié¢i bakterialnim kmenim a u jelleinu
IV nebyla doposud antimikrobialni aktivita prokazana, coZz je pravdépodobné
zpusobeno chybé&jicim leucinem na C-konci peptidu (Fontanaetal., 2004,
Romanelli et al., 2011).

Tab. 2: Formy jelleini vyskytujici se v matefi kaSi¢ce v€el. Tu¢né vyznaéeny odliSnosti
v aminokyselinové sekvenci (upraveno dle Fontana et al., 2004).

Peptid Peptidova sekvence
Jellein | PFKISIHL
Jellein 11 TPFKISIHL
Jellein 111 EPKISIHL
Jellein IV TPFKISIH
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Niz8i aktivita jelleinu Il, III a IV je také pfipisovana piitomnosti threoninu a
kyselin¢ glutamové v sekvenci peptidiu. Tyto AK pfitahuji molekuly vody k N-konci
peptidu, coz muze byt pfi¢inou snizené interakce peptidu s membranou
(dos Santos Carbera et al., 2014). Na zakladé studia interakce jelleinu I s povrchy
membran byla také pozorovéana tendence peptidu agregovat na hydrofilnich koncich
membran. Pfedpokladdnym mechanismem ucinku téchto peptidi je tedy naruSeni
povrchu membrany a tvorba portt vedoucich k tniku vnitiniho obsahu ven z bunky
(dos Santos Carbera et al., 2014).

Jelleiny jsou syntetizovany pribézné ve zlazach délnic a sekretovany do mateii
kasicky, kde se uplatituji v boji vii¢i patogeniim. Jsou syntetizovany v podob¢ jednoho
velkého pekurzorového proteinu MRJP-1, ktery je poté pomoci exoOproteinas Stépen na

jednotlivé isoformy jelleint (Fontana et al., 2004).

2.2.5 Peptidy vceliho jedu

Nejvice obsazenym peptidem vceliho jedu je melittin (40-60% hmotnosti suSiny).
Aminokyselinova sekvence tohoto peptidu obsahuje 26 residui, které udavaji peptidu
amfipaticky charakter. Melittin velmi dobfe interaguje s lipidovymi membranami, coz
vede ke zvySeni jejich propustnosti (de Lima a Brochetto-Braga, 2003). Jeho tetramerni
struktura ma vlastnosti ionoforu a je zodpovédna za bolest zpisobenou véelim bodnutim
(Edstrom, 1992).

Chemickou podobnost vykazuji dalsi peptidy véeliho jedu apamin a MCD peptid
(mastocyte degranulating peptide). Apamin je maly peptid (sloZzen ze sekvence 18 AK)
a pravdépodobné se podili na blokaci post-synaptickych iontovych kanalkd (Hider a
Ragnarson, 1981). MCD peptid méa podobné vlastnosti jako apamin. Je mu vSak

pfifazovana hlavni Gloha pfi vylu€ovani histaminu (Edstrom, 1992).
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2.3 MRJP proteiny

Matefi kasicka (MK) je produkovana hltanovymi zlazami mladych véelich délnic. Je
hlavni sloZkou potravy vcelich larev a nezbytnou komponentou pro vyvoj véeli matky
(Obr. 4). Slozeni mateii kaSicky se v prib¢hu stafi larvy méni, obecné je vSsak MK
tvofena vodou (60 - 70%), proteiny (12-15%), sacharidy (10-16%), lipidy (3-6%),
vitaminy a aminokyselinami. Proteiny rozpustné ve vodé tvoii 46-89% z celkového
poctu proteinu (Takenaka, 1982; Howe et al., 1985; Chen a Chen, 1995).

Hlavni skupinou proteinti zastoupenych v matefti kasi¢ce je rodina proteini MRJPs
(major royal jelly proteins). Tyto proteiny tvoti az 82-90 % z celkového proteinového
obsahu MK. Na zéklad¢ analyzy cDNA knihovny bylo detekovano pét zakladnich
proteint z této rodiny — MRJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4, MRJP5. Proteiny MRJP3 a
MRJP5 byly na zikladé této analyzy identifikovany jako polymorfni
(Schmitzova et al., 1998). Albert a Klaudiny na zakladé analyzy cDNA v roce 2004
identifikovali jesté dalsi tfi MRJP proteiny (MRJP6, MRJP7, MRIJPS).

MRIJP jsou sekrecni proteiny, syntetizovany S N-koncovym signdlnim peptidem
(16-20 AK). MRJP proteiny jsou slozeny ze sekvence 400-578 AK s teoretickou
molekulovou hmotnosti pohybujici se mezi 45-68 kDa (viz Tab. 3) (Schmitzova et al.,
1998; Albert et al., 1999a; Albert et al., 1999b). Vétsina MRIJP proteind se vyznacuje
vysokym obsahem pro vcely esencialnich aminokyselin ve své sekvenci (napt. Arg,
Lys, lle, Met, Phe). MRJP 1-5 patii mezi nejvice zastoupené proteiny v MK,
predpoklada se tedy, Zze maji predevsim nutri¢ni (vyzivovou) funkci (Schmitzova et al.,

1998; Albert et al., 1999a; Albert et al., 1999b).

Obr. 4: V¢eli larvy v butice s mateti kaSickou (autor J. Danihlik).
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Tab. 3: Molekularni charakteristika jednotlivych véelich MRJP proteinti. Hodnoty byly uréeny
na zakladé analyzy genomové sekvence (upraveno dle Buttsted et al., 2014).

. Uniprot
I;/:;Té]iﬁ Celkovy pocet AK Molekul(ol:';al;motnost pl ¢islo

1 413 46,86 503 018330
2 435 49,15 6,65 077061
3 524 59,49 6,50 Q17060
4 444 50,67 574 Q17061
5 578 68,13 595 097432
6 417 47,58 6,01 Q6W3E3
7 426 48,66 4,85 Q6IMJ9
8 400 45,06 581 Q6TGRO
9 403 46,27 8,62 Q42JX1

2.3.1 Exprese MRJP proteinii v organismu vcel

Vsechny druhy MRIJP proteini byly dosud izolovany z mateti kaSicky vcely
medonosné. Pouze protein MRJP8 byl detekovan jen v matefi kasicce afrikanizovanych
véel (Apis mellifera scutellata) (Santos et al., 2005). Krom¢& mateti kasi¢ky byly
proteiny MRJP1 a 2 také nalezeny v zasobach pylu (tzv. perga) ve vcelstvu
(Scarselli et al., 2005; Bilikova a Simath, 2010). Drapeu et al. (2009) pozorovali
expresi gent MRJP proteinti nejen u veelich délnic, ale i u trubcti a véeli matky.

Exprese MRJP proteinti zavisi na stafi vCelich délnic. V pribéhu svého zivota vceli
délnice vystiidaji ve veelstvu nékolik vyvojovych fazi. Mladé véeli délnice se ihned po
vylihnuti stavaji cistickami (€isténi bunck a jejich pfiprava matce k zakladeni). Pfiblizné
4. den od vylihnuti dochazi u mladych délnic k aktivaci hltanovych 714z produkujicich
MK. Ze véel se tedy stavaji krmicky (krmeni star$ich larev), posléze kojicky (krmeni
mladsich larev; 6. den po vylihnuti). Asi 12. den po vylihnuti dochédzi u mladych délnic
k aktivaci voskotvornych zlaz a ze vcel se stavaji stavitelky (stavba véeliho dila). Ve
ttetim tydnu Zivota dé€lnic dochdzi k tvorbé néjvétSiho mnozstvi vceliho jedu a
z mladych dé€lnic se stavaji straZzkyné na cesné (stieZeni vchodu do ulu), 21. den Zivota
se z délnic stavaji 1étavky (pfinos potravy do véelstva) (Cermak et al., 2016).

Studiem exprese MRIJP proteind v riznych stadiich vyvoje véelich délnic bylo
zjiSténo, Ze hladina exprese a vyskyt MRJP proteint v hltanovych Zlazach vcel je vyssi
u kojicek starajicich se o plod, nez u létavek, které se vyvoje vceliho plodu netcastni.
To potvrzuje predevs§im nutri¢ni funkcei téchto proteint (Buttsted et al., 2014). Exprese
MRIJP proteinit (MRJP1-8) byla také opakované pozorovana v mozku véely medonosné
(houbovita teélesa). Exprese genl pro tyto proteiny byla opét zvySena u kojicek oproti

hodnotam u v¢eli matky, trubct a délnic (Garcia et al., 2009; Peixoto et al., 2009).
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Syntézu nékterych MRIJP proteint ovliviiuje také bakterialni infekce. Po 8 hodinové
infekci veely medonosné bakterii Escherichia coli (infekce indukovana vpichnutim
bakterialni suspenze do zadecku vcely) byla pozorovana zvysSena hladina exprese genu
MRJP3 a snizena hladina exprese pro MRJP4 geny (Scharlaken et al., 2007). MRJP
proteiny byly také detekovany v hemolymf¢ vcelich larev infikovanych bakterii E. coli
(Randolt et al., 2008).

2.3.2 Vlastnosti a funkce MRJP proteini

Bilikova et al. (2009) zjistili, Z¢ MRIJP proteiny maji podobné fyzikalné-chemické
vlastnosti jako albuminové proteiny (ovalbumin, sérovy albumin). Na zaklad¢ této
podobnosti byl MRJP proteinim pfifazen nazev apalbuminy (MRJP1 je pojmenovan
jako apalbumin 1, MRJP2 jako apalbumin 2 a podobng).

MRIP proteiny jsou také fazeny do proteinové rodiny MRJIP/Yellow proteins a to
kvili vysoké podobnosti (az 20-30% aminokyselinové sekvence) MRJP proteinil se
skupinou Yellow proteinti z organismu Drosophila melanogaster (Schmitzova et al.,
1998; Albert a Klaudiny, 2004). Yellow proteiny se se zapojuji do mechanismu
melaninové pigmentace kutikuly (Nash, 1976) a spolu s MRJP proteiny maji
pravdépodobné spolecny i evoluéni pliivod.

Ptesna funkce vSech MRJP proteinti neni dosud uplné prostudovéna. Proteiniim
MRJP1 a 2 je pfipisovana pfedevsim nutriéni funkce. MRJP proteiny jsou také jednou
ze slozek MK, které se podileji na vyvoji a rozliseni vceli larvy na matku (Kamakura,
2011; Huang et al., 2012).
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2.4 Studium exprese parametri humoralni imunity v pribéhu

bakterialni infekce

Jak jiz bylo zminéno vyse, latky tvofici sou¢ast humoralni imunity (AMP, fenoloxidasa
atp.) jsou v hemolymf€ v¢el zastoupeny proménlivé v riznych hladinach v zavislosti na
vyvojové fazi veely. Hladina téchto latek v hemolymf€ se méni 1 v prubéhu bakterialni
infekce.

Je prokazano, ze infekce vcel bakterii Escherichia coli vede kde zvyseni produkce
AMP. Na zakladé indukce bakterialni infekce E. coli byly poprvé detekovany a
izolovany v hemolymf& vcel napiiklad peptidy apidaecin a abaecin (Casteels et al.,
1989; Casteels et al., 1990). Také hladina transkripce hymenoptaecinu se 6 hod po
infekci E. coli zvySuje az 100x (Kucharski a Maleszka, 2003). Zvysena hladina peptida
apidaecinu a defensinu byla pozorovdna v pribéhu infekce vcelim bakteridlnim
patogenem Paenibacillus larvae (Evans, 2006).

Pii  septickém poranéni zakuklené vceli larvy pomoci spor Ascosphaera aspis,
dochazi vysoké tvorbé melaninu v misté poranéni, které indukuje aktivaci fenoloxidasy
uz 1 hod po infekci patogenem. V piipadé¢ infekce kukly bakterii Paenibacillus larvae je
hladina generovaného melaninu jesté vyssi (Aronstein a Holloway, 2013).

Jiz zminovana exprese prekurzorovych proteind jelleint MRIJP se také v prubchu
bakterialni infekce méni jak pfii infekci bakterii E. coli (Scharlaken etal., 2007,
Randolt et al., 2008), tak i v pribéhu infekce bakterii P. larvae (Chan et al., 2009).
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2.5 Metody studia aktivity antimikrobialnich peptidi

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity peptidi je nejcastéji vyuzivano diftznich testi
(kvalitativni stanoveni) a stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC, kvantitativni
stanoveni) (Dutta et al., 2008; Votava et al., 2010; Berthold et al., 2013). Pro ptesn¢jsi
zjisténi  UCinnosti  peptidi na prokaryotni buinky byva také vyuZzivano
spetrofotometrickych, fluorescenc¢nich ¢i luminiscen¢nich metod.

Spektrofotometrické stanoveni antimikrobidlni aktivity probihd métfenim ristovych
kiivek bakterii (Bilikova et al., 2009). Pro méfeni ristovych kiivek bakterii se vyuziva
96-jamkova desticka, do které je napipetovan dany objem ristového média spolecné
s antimikrobialnim peptidem. Peptid (koncentrace peptidu udavana v pg/ml) byva
obvykle nafedén v geometrické koncentracni fadé s faktorem tfedéni 2 (Betrhold et al.,
2013). Do jamky se poté doplni stejny objem bakterialni suspenze, ktera je nafedéna
Vv tekutém médiu na uréitou hodnotu optické hustoty (OD, optical density; nejéastéji
ODesoo = 0,5). Bakterialni rust je zaznamenavan po dobu nékolika hodin méfenim
absorbance pfi 600 nm (Madigan et al., 2010).

Principem fluorescencnich metod je interakce fluorescencnich barviv s zivymi a
mrtvymi bunikami. Godballe (2013) vyuziva pro testovani antimikrobialni aktivity
komer¢niho kitu The LIVE/DEAD® BacLight ™ Bacterial Viability Kit (Invitrogen),
ktery vyuziva pro stanoveni aktivity dvou fluorescen¢nich barviv - SYTO09 zelené
fluorescenéni barvivo (excitaéni/emisni maxima kolem 480/500 nm) a cervené
fluorescenéni barvivo propidium jodid (Pl; excita¢ni/emisni maxima 490/635). Tato
barviva maji rtiznou schopnost pronikat bakteridlni membranou. SYTO09 pronika
bakterialni membranou zivych 1 mrtvych bunék, PI vSak dokédze proniknout pouze do
bun€k s poskozenou membranou. Pfi pouziti obou barviv zdrovenn PI potlacuje
fluorescenéni signdl barvy SYT09 v membrandch mrtvych bakteridlnich bunck. Na
zakladé odlisného fluorescenéniho signalu lze tedy rozlisit pfitomnost Zivych a mrtvych
bunck. Vytvotenim kalibra¢ni kiivky, kterd vykazuje linearni zavislost fluorescenéniho
signalu na poméru Zivych a mrtvych bakterii, kdy je bakteridlni suspenze tvotfena
zivymi @ mrtvymi buninkami smichanymi v urcitém poméru, lze poté urcit procentualni
pocet zivych a mrtvych bakteridlnich bun¢k v neznamém vzorku.

Hudman a Sargentiny (2013) pouzivaji pro urCeni zivotnosti bakterii po aplikaci
rizného typu zareni metodu zaloZenou na purpurovém oxidac¢né-redukénim indikacnim

barvivu resazurinu. Principem metody je prevadéni resazurinu na resorufin pomoci
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oxidoreduktas pfitomnych v zivych bakteridlnich bunkach. Fluorescenéni produkt
reakce resorufin, 1ze poté detekovat na zékladé fluorescencniho signalu (excitace 560
nm, emise 590 nm). Vyhodou této metody je také moznost kolorimetrického stanoveni.
Po inkubaci bakterii s resazurinem dochézi ke snadno viditelné barevné zmeéné, kdy
nepfeménény resazurin ma tmavé modrofialové zbarveni a reakéni produkt resorufin
ruzovofialové az svétle rizové zbarveni.

Luminiscen¢ni metody pro stanoveni antimikrobidlni aktivity vyuzivaji specialni
bakterialni kmeny s insertovanymi geny pro luminiscenci (lux geny). Takto geneticky
upravené bakterie (napt. Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) maji pfirozenou
schopnost bioluminiscence. Tato schopnost vSak pretrvava pouze u plné
zivotaschopnych bakteridlnich bunék. V okamziku, kdy dojde k ovlivnéni viability
bakterii napt. piisobenim antimikrobialnich latek, dochéazi k poklesu luminiscen¢niho
zateni bakterie nebo Uplnému vymizeni v piipadé smrti bakterii (Godballe, 2013;

Vojtek et al., 2014; Vacl 2015).
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2.6 Chov v¢el in vitro

Chov vcel v laboratornich podminkich je vyuZivan pro rGzné ucely, délaji se
fyziologické, toxikologické i parazitologické studie. Mohou se samostatné studovat
konkrétni jedinci ze vcelstva, nebo rizné odd€lené experimentalni skupiny za vysoce
kontrolovanych podminek. Pfi chovu in vitro je v§ak nutné sledovat a regulovat ur€ité
faktory, mezi které patii napt. vybér vhodného experimentdlniho prostfedi, vhodny
vybér studovanych objektl apod.

Williams et al. (2013) doporucuji pro chov vcel in vitro nekolik metod, které se
odliSuji na zadkladé¢ parametri sledovanych V laboratornich podminkach. Takovymi
parametry mulzZe byt napfiklad stafi vcel (Cerstvé vylihnuté vcely, délnice
s nedefinovanym stafim), stadium vyvoje vcel (1étavky, mladsi vyvojovéa stadia délnic),
nebo pritomnost matky, trubct ve sledované experimentalni skuping.

Pro invitro chov cerstvé vylihnutych vcel, u nichz neni tfeba chovat i matku, je
doporu¢eno z vybraného vcelstva vyjmout cely ramek se zavickovanymi
nevylihnutymi v¢elami, u nichz se ocekava vylihnuti do 3 dni. Tento ramek je poté
umistén do laboratorniho inkubatoru (teplota mezi 32 a 36 °C), ve kterém je zajisténa
dostate¢na vlhkost (vlozenim nadoby s vodou dovnitt inkubatoru). Cerstvé vylihnuté
véely jsou umistény do chovnych klicek (Obr. 5) a za danych laboratornich podminek
jsou chovéany v inkubatoru po dobu nékolika dnl (délka chovu vcel se odviji od
sledovanych parametri konkrétniho experimentu). Potrava vylihnutych véel je zajisténa

podavanim krmnych roztokt (nejcastéji vodny roztok sacharosy).

Obr. 5: Chovna klicka s vylihnutymi véelami a krmivem aplikovanym v injek¢ni stiikacéee.
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2.6.1 Bakterialni patogeny
Mezi hlavni bakteridlni patogeny vcel patii bakterie Paenibacillus larvae a
Melissococcus plutonius.

P. larvae je Gram-pozitivni bakterie, ktera zptusobuje onemocnéni mor véeliho
plodu. Patii mezi velmi nebezpecné patogeny, nebot’ vytvari vysoce odolné spory, které
se dokazou snadno Sifit po okoli. Spory této bakterie napadaji pouze vceli larvy,
V jejichz stievech se bakterie mnozi az do stadia, kdy proniknou skrze stfevni epitel do
télni dutiny larvy (Yue et al., 2008). Takové masivni namnozeni zptsobuje postupny
proteolyticky rozklad cel¢ larvy, ktery vede k tvorbé mazlavé tekutiny na dn€ bunék. Po
jejim zaschnuti vznika tzv. piiskvar obsahujici spory P. larvae. Véely ve snaze odklidit
uhynuly plod odvickovavaji napadené buiky, ¢imz dochazi k tniku bakterii 1 spor,
jejich zachyceni na dospélych vcelach a miize tak dochézet k opétovnému Sifeni
bakterie na dalsi larvy (Genersch, 2010). Zbytky rozkladajicich se larvev jsou po
pozieni dospélymi vcelami strdveny, takze vcéely s dobrym c¢isticim pudem mohou
vyznamn¢ zfedit koncentraci bakterii a spor ve vcelstvu, nacez se vcelstvo miize samo
ozdravit. Mechanismus patii mezi socialni imunitu (Panasiuk et al., 2010).

M. plutonius je hlavnim ptivodcem onemocnéni hniloby véeliho plodu. Onemocnéni
byva casto doprovazeno také sekundarnimi patogeny (napt. Paenibacillus alvei,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium) (Forsgren, 2010). Bakterie napadaji
zaludek larvy, kde se i rozmnoZuji. Napadena larva ma v disledku bakteridlni infekce
nedostatek potravy, coz vede k jejimu postupnému vyhladovéni. Uhynulou larvu Ize
V bunice rozpoznat na zaklad¢ neobvyklé polohy (stocena kolem stény buiiky, natazena
podéln€). Méni se také barva larvy od bilé az po zlutohnédou, hnédou a cernou a
dochazi k celkovému ,,vysuSeni“ napadené larvy (Forsgren, 2010). Na rozdil od bakterie
P. larvae, bakterie M. plutonius nevytvaii odolné spory. K pienosu choroby dochazi

alimentarni ndkazou (tzn. pozieni kontaminované potravy).

2.6.2 Parazitické houby
Mezi parazitické houby zpisobujici mykotickd onemocnéni postihujici véeli plod se
zatrazuji houba Ascosphaera apis a plisné z rodu Aspergillus.

A. apis zpusobujici zvapenaténi v¢eliho plodu napada vceli larvy v podobé drobnych
vytrusi — askospor. Tyto spory kli¢i v zaludku, posléze za¢ne ve stievé prorustat
mycelium, které které pronika sténou stfeva az do télni dutiny. Proriistdnim mycelia na

povrch larvy dochézi k jeji mumifikaci a vzniku ,,zvapenatélé bilé mumie (Obr. 6). Za
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vhodnych podminek prostiedi dochazi k dozravani plodnic houby a tvorbé vytrust, coz
vede ke zmén¢ barvy mumifikované larvy z bilé na Cernou (Aronstein a Holloway,
2013).

Podobnymi ptiznaky jako zvapenaténi vceliho plodu se projevuje onemocnéni
zkamenéni vceliho plodu. Je zplsobeno piedevsim plisni Aspergillus flavus. Toto
onemocnéni neni pfili§ Casté. Projevuje se plodem, ktery je postizen plisni (nazloutly
plod, pozdéji vzhled podobny chomackim vaty), posléze se objevuji vyschnuté, tvrdé

mumie larev.

2.6.3 Metody infikovani v¢el bakterialnimi patogeneny

Standardnim zpasobem aplikace patogenii do v¢elich larev je pridani dané¢ho patogenu
do jejich potravy (Crailsheim et al., 2013). Infekce muze byt také indukovana
sprejovanim bakterialni kultury na stény buriky (Chan et al., 2009).

Infikovani dospélych in vitro chovanych vcel se nejcastéji také provadi ptimichanim
testované latky (bakterialniho patogena) k potravé podavané véelam ad libitum (napf.
50% roztok sacharosy) (Williams et al., 2013). Infekci lze vsak provést naptiklad i
vpichutim patogenu do zadeckové (Scharlaken etal., 2007) nebo hrudnikové casti
(Kucharski a Maleszka, 2003) v¢eliho téla.

Obr. 6: Mumifikované larvy véel napadené houbou Ascosphaera apis (pievzato
od Aronstein a Murray, 2010).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie
- Carl Roth: kvasni¢ny extrakt, agar
Fluka: Mueller Hinton broth, tetracyklin hydrochlorid, trypton, fluorescein diacetat
- Penta: hydrogenfosforecnan draselny
- Promega: PCR Markers
- Sigma-Aldrich: glukosa, pyruvat sodny, chlorid sodny, uhli¢itan sodny,

dihydrogenfosfore¢nan draselny, trifluoroctova kyselina, propidium jodid

3.1.2 Biologicky material
Bakterialni kmeny pouzité pro testovani byly soudasti sbirky referenénich kmenti Ceské
sbirky mikroorganismti Masarykovy Univerzity v Brné¢ (Czech Collection of

Microorganisms, Masaryk University Brno, Czech Republic).

Testované bakteriadlni kmeny:
Escherichia coli NCTC 10538
Escherichia coli CCM 4517
Paenibacillus larvae CCM 38
Paenibacillus larvae CCM 39
Paenibacillus larvae CCM 4483
Paenibacillus larvae CCM 4484
Paenibacillus larvae CCM 4485
Paenibacillus larvae CCM 4486
Paenibacillus larvae CCM 4487
Paenibacillus larvae CCM 4488
Paenibacillus larvae CCM 5680

Paenibacillus larvae (nesbirkovy kmen — izolat z klinicky nemocného vcelstva)

Ramek se zavickovanym plodem vcely medonosné kranské (Apis mellifera carnica) pro
chov vcel in vitro byl darovan z chovu Mgr. Jitiho Danihlika, Ph.D., stejn¢ jako
rouskovy pyl a spory houby Ascosphaera apis. V¢ely pochazely z jednoho klinicky

zdravého produkéniho veelstva, rouskovy pyl by sbiran v sezon€ 2014 na pylochytech
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nékolika vcelstev, ndsledné byl skladovan v mrazéku pti -80 °C. Mikroskopicka analyza
pylu byla provedena na pracovisti AGES-SPB, Abteilung Bienenkunde und
Bieneschutz, Amonstrasse 3/1, A-3293 Lunz am See, Rakousko. Spory houby
Ascosphaera apis byly ziskany z mumii larev klinicky nemocného vcelstva od

chovatele z Nového Ji¢ina.

3.1.3 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Digitalni fotoaparat (SONY, Japonsko)

Digitalni pH metr WTW 526 (InoLab, Némecko)

Digitalni predvazky (Radwag®, Ceska republika)

Elektroforeticky systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Elektromagneticka micha¢ka IKA (Labicom, Ceska republika)
Flowbox Bioban (Steril, Italie)

Chlazena centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)

Inkubator EN 120 (Niive, Turecko)

Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA)
Minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceska republika)

PCR termocykler (Eppendorf, Némecko)

CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio Rad, USA)
Spektrofotometr BioSpec-nano (Shimadzu, USA)

Spektrofotometr Lightwave Il (Biochrom, VB)

Ultrazvukova lazen (Kraintek, CR)

Vortex mixer (Stuart, UK)

Zdroj pro elektroforézu PowerPac 300 (Bio-Rad, USA)
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3.1.4 Synteticky pripravené antimikrobialni peptidy
Peptidy apidaecin la, jellein I, jellein Il a na C- konci amidovany peptid jellein I byly

nasyntetizovany V Cistoté >99 % firmou Clone Star Peptide Services, Brno (viz Tab. 4).

Tab. 4: Sekvence a molekulova hmotnost synteticky pfipravenych antimikrobialnich peptida.

Nazev peptidu Sekvence hmgtlﬁl;';tl%z)
apidaecin la GNNRPVYIPQPRPPHPRI 2107,163
jellein | PFKISIHL 953,562
jellein 11 TPFKISIHL 1054,626
jellein I-amid PFKISIHL-NH; 952,59

3.1.5 Pouzité roztoky a média

- Fluorescein diacetat (zasobni roztok): 5 mg/ml v acetonu

- Fluorescein diacetat (pracovni roztok): 50x fedény zasobni roztok V tekutém
MYPGP médiu, nebo fyz. roztoku (0,1 mg/ml)

- Fyziologicky roztok: 0,9% NaCl s 1% glukosou

- GITC pufr: 525 M guanidium thiokyanat, 50 mM Tris-HCI (pH 6,4),
20 mM EDTA, 1,3% Triton X-100, 1% 2-merkaptoethanol (Williams et al., 2013)

- K-fosfatovy pufr pH 7,2: 26 g/l KH2POs, 7,2 g/l Na2COs

- Propidium jodid (zasobni roztok): 10 mg/ml v 0,1 M K-fosfatovém pufru pH 7,2

- Propidium jodid (pracovni roztok): 200x fedény zasobni roztok v tekutém MYPGP
médiu, nebo fyz. roztoku (0,05 mg/ml)

- Resazurin: 0,01% (w/v) vodny roztok

- Sacharosa: 30% (w/v) vodny roztok

-  MYPGP agar: 10 g/l Mueller Hinton broth, 15 g/l kvasni¢ny extrakt, 3 g/l K2HPOa,
1g/l pyruvat sodny, 20 g/l agar (pevné médium)

- MYPGPn agar: 10 g/l Mueller Hinton broth, 15 g/l kvasniény extrakt,
3 g/l KoHPOs, 1g/1 pyruvat sodny, 20 g/l agar, nalidixova kyselina 20 pg/ml (pevné
médium) (de Graaf et al., 2013)

Do kazdého ptipravovaného média bylo po autokldvovani ptidano 20 ml/1 10% glukosy.

Pevna média byla nalévana do Petriho misek s primérem 9 mm do vysky 4 mm.
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3.1.6 Pouzité Kity

Agencourt RNAclean XP (Beckman Coulter)
BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay (Promega)
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

Syber Select Master Mix (Life Technologies)

Transcriptor High Fidelity Kit (Roche)
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AMP
CFU
CM

FDA
G+

HKG
MCD
MIC
MK
MRJP
OD

Pl

PO
proPO
proPO-AS
R
TFA
Tm
TTC

5 Seznam pouZzitych zkratek

antimikrobidlni peptidy

colony forming unit (kolonii tvofici jednotka)
cytoplasmatickd membrana

ucinnost reakce

fluorescein diacetat

Gram-pozitivni

Gram-negativni

housekeeping genes (provozni geny)
mastocyte degranulating peptide
minimalni inhibi¢ni konstanta
matefi kaSicka

major royal jelly protein

optical density (opticka hustota)
propidium jodid

fenoloxidasa

profenoloxidasa

systém aktivujici profenoloxidasu
Pearsontiv korelacni koeficient
trifluoroctova kyselina

melting temperature (teplota tani)

tetracyklin
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