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Abstrakt

vvvvvv

Vcela medonosna (Apis mellifera) nalezi mezi nejdulezitéjsi opylovatele, majici
nezastupitelnou roli jak v ekosystému, tak v zeméd¢lstvi. Zdravi a pieziti véel do zna¢né
miry zavisi na spravnem fungovani jejich imunitniho systému, ktery sestava jednak
z individuélni, jednak ze sociélni imunity. Individualni imunita zahrnuje fyzikalni bariéry,
jako je kutikula, buné¢né odpovédi, jako je fagocyt6za, a humoralni odpovédi, jako je
produkce antimikrobialnich peptidi. VEely také vykazuji socidlni imunitu, v jejimz ramci
projevuji napf. grooming a hygienické chovani, aby zamezily Sifeni patogent v¢elstvem.
Tato prace si klade za cil prostudovat parametry humoralni imunity v odli$nych ¢astech téla
véely medonosné. Byla stanovena hladina celkovych proteini a antimikrobialnich peptida
abaecinu, defensinu 1 a hymenoptaecinu v hlav¢, hrudi a zadecku zdravych vcel a vcel,
jimz byly podany lipopolysacharidy. Soubor metod obsahoval zpracovani vzorkd,
stanoveni proteini dle Bradforda a detekci vySe uvedenych peptidii pomoci metody ELISA.
Vysledky ukazaly, Ze obsah proteinu se v riznych ¢astech téla lisil, s nejvyssi koncentraci
v hrudich a nejniz$i v hlavach. Vystaveni lipopolysacharidim vedlo k navyseni
koncentrace celkovych proteint v hrudich a zadeécich véel. Metoda ELISA prokazala, ze
lipopolysacharidy podané oralné v koncentracich 60 a 120 ug-ml™? skute¢né& indukovaly
produkci abaecinu, defensinu 1 a hymenoptaecinu, a to ve vsech tkanich. Tyto vysledky
piinasi dalsi informace o rozmisténi antimikrobialnich peptidu v riznych ¢astech téla vcel
v odpovédi na podnéty k imunitni reakci.
Kli¢ova slova V¢éela medonosna, humoralni imunita, antimikrobialni
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Honey bees (Apis mellifera) are among the most important pollinators, playing
an indispensable role in both the ecosystem and agriculture. The survival and health
of honey bees heavily rely on the proper functioning of their immune system, which
comprises both individual and social immunity. Individual immunity involves physical
barriers such as the cuticle, cellular responses such as phagocytosis and humoral responses
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in heads, thoraces, and abdomens of healthy honey bees and those administered with
lipopolysaccharides. Methods used in the experimental part of this thesis include sample
processing, Bradford protein assay, and detection of peptides mentioned above by ELISA
method. The results showed that the total protein content varied across different body
parts, with the highest concentration in thoraces, and the lowest in heads.
Lipopolysaccharide exposure resulted in an increase in protein concentration in honey
bees’ thoraces and abdomens. As determined by ELISA, orally administered
lipopolysaccharides at concentrations of 60 and 120 pg-ml? indeed induced the
production of abaecin, defensin 1, and hymenoptaecin in all tissues. These findings
provide an insight into the distribution of antimicrobial peptides in different body parts of
honey bees in response to immune stimuli.
Keywords Honey bee, humoral immunity, antimicrobial
peptides, abaecin, defensin 1, hymenoptaecin, ELISA
Number of pages 79



Number of appendices 0

Language Czech



OBSAH

L UVOD it 1
2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY .......cc.ccooomivriniinrinninninnns 2
2.1 Socialni IMUNILA VECL.....uuiiiiiieiiiii it 2
20 50 €1 o T o 1o o OSSR 2
2.1.2  Hygienické CROVANT.........cccoiiiiieee e 3
2.1.3  Hynuti jedincii a nekroforické chovani...........ccccoovvviiiiiiiiiiicie e 3
2.1.4  TermOrEQUIACE. .......cciiieieeiet ettt 3
2.1.5  Ochranny vliv v€elich produktl..........ccccovvieiiiiiiiiieiiieie e 4
2.2 IndividudIni imunita VEEl .........ccovveiiiiie i 4
2.2.1  FYZIKAINT DAIEIY ..ooveeee e 6
2.2.2  BUNECNA IMUNITA.......eeiiiiieiiieesiee e ciee e e esee e sre e srre e st e e e e sneeesnreeesneee e e 7
2.2.3  HUMOIAINT IMUNITA ..o 9
2.2.3.1  Lektiny a dalsi rozpoznavaci molekuly .........ccccooeiiieniiiiiiiiinieen, 10
2.2.3.2  Fenoloxidasova Kaskada .............cccevriienniiiiiiseceeese e 10
2.2.3.3  LYSOZYMY ..iiiiiiiiiiieiiie e siee st e s ia ettt 12

2.3 Antimikrobi&Ini PEPLIAY ........ccoiieiiieeree e 13
2.3.1  De¢leni antimikrobidlnich peptidll........cccccovveiiiiiiiiiiiiie s 13
2.3.2  Mechanismy uc¢inku antimikrobidlnich peptidl............ccovveiiiiiiiininnnnn 15
2.3.21  Prinik vn&jSimi bunénymi obaly .........cccceviiiiiiiiiiiiiicncee 15
2.3.2.2  Interakce s cytoplazmatickou membranou ............cccceevveveiieieenne 16
2.3.2.3  Mechanismy rozruseni cytoplazmatické membrany............c.cccovennne 17
2.3.2.4  Mechanismy U¢inkl na vnitrobunéeng cile ..........cocoeevvrrieiiieiinennn. 19
2.3.3  Antimikrobialni peptidy véely medonosné ............cccoovevviveniiiiiicnnnnnn 22
2.3.3. 1 ADBECINY .o 22
2.3.3.2  APIUAECINY ...oeiiiiieee et 23
2.3.3.3  DETENSINY ..ot 24
2.3.3.4  HYMENOPLAECINY ...ocvviiieiieeieee sttt 25
2.3.3.5  Peptidy vceliho jedu a matefi kaSiCKy .........cccoovvviiiiiiiiiiiiiceee 25
2.3.3.6  Produkce antimikrobidlnich peptidil............ccccceviiiiiiiiiiiiiiiiee 26

2.4 SIGNAINT ArANY ..o 29
2.4.1  Signalni dr@ha TOll.......ccooiiiieeee e 29
2.4.2  Signalni drdha JAK/STAT ..ot s 30
2.4.3  Signalni drdha IMd ...........coooiiiiiic e 30
2.4.4  Signalni draha JINK ........cooiiiiiiii e 31
2.5 MELOUA ELISA ...ttt 32
2.5.1  Varianty a modifikace metody ELISA.........c.cccoviiiiie e 33
2.5.2  Vyuziti metody ELISA ..o 35

3 EXPERIMENTALNI CAST .......cooooviiiiiiniiiiiseisese s 37
3L IMAEEITAL ..o e 37
311 ChemMIKAIIE ..o 37
3.1.2  Biologicky Material............ccooeiiiiiiiicieece e 38

3.1.3  PHStroJOVE VYDAVENI.....eciiiiiiiiiiiicic e 38



314 POUZILE TOZEOKY ...c.vviiiiiiiiiiiii i 38

3.2 IMBEOAY ..ot 39
3.21 Metoda dle Bradforda ..........cccccoviviiiiiiiiiicce 39
3.21.1  ZpracoVaAni VZOTKU ......ccocviiiiiiiiiiieie e 39

3.2.1.2  Ptiprava kalibrac¢nich standardil..............ccccvvviiiiiniiiniii e 40

3.2.1.3  PrUDbCh Stanoveni........cccoicueiiiiiiiiiie e 41

322 Metoda ELISA ..o 41
3.2.2.1  Zpracovani VZOTKU ........cccvuiiiiiiiiiiii i 41

3.2.2.2  Ptiprava standardl antimikrobidlnich peptidii...........cccooveviriiiinnne 42

3.2.2.3  PribEh Stanoveni.........cccocviiieiiiiiiicre e 42

3.8 SOTIWAIE ... 43

4 VYSLEDKY A DISKUSE .....oovietieeeiieeeseee e enes s enes s, 44
4.1 Koncentrace proteinil ve vzorcich télnich CaSt ........ococvvviiiiiiiiiiiiiii s 44
4.2  Srovnani sekvenci antimikrobialnich peptidii se svymi epitopy.........ccccvennene 47
4.3  Pozitivni a negativni kontroly metody ELISA.........cccooeiiiiiiiie e 47
4.4  Zastoupeni antimikrobialnich peptidii ve vzorcich télnich €asti.................... 48

5 ZAVER ..o 54
B  LITERATURA .ottt sre e e 55

7  SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .......ooooooeeeeeeeeeeeeeerenn, 69



Cile préace
- Vypracovani literarni reserSe na téma humoralni imunita vcel, zaméfeni na
jednotlivé télni tkdn€ a produkci humoralnich faktora
- Analyza hladiny antimikrobialnich peptidi v riznych tkanich véel (hlava, hrud,
zadecek) po infekci (metoda ELISA)



1 UvoD
Veely jsou patrné nejznaméjsimi, celosvétové rozSifenymi zastupkynémi hmyzich
opylovatelti. Zajistuji chod piirodnich ekosystémt, jakoz i dostatek lidské obzivy. Ze
vcelich produktii nenachazi uplatnéni pouze med, ale i matefi kaSicka, vosk, propolis,
a dokonce vceli jed. Proto neni piekvapivé, ze jejich globalni zdravi mize mit hluboky
dopad na ekologickou rovnovahu, potravinovou bezpe¢nost i ekonomiku.

Zdravi v¢elstev je konstantné ohrozovano ruznymi $kudci a mikroorganismy. Vcely si
v boji proti nim vyvinuly sadu behavioralnich, bunéénych a chemickych odpovédi, jez
jsou spolu s anatomickymi fyzikalnimi bariérami kolektivné zvany véeli imunita.

Chemické odpovédi jsou predmétem humoralni imunity. Ucastni se ji patogeny
rozpoznavajici molekuly, které skrze signalni drahy moduluji hladiny efektorovych
molekul, napt. lysozymu, melaninu, a ptedevsim antimikrobialnich peptida.

Vyznam vyzkumu zdravi, potazmo imunity véel tkvi v lep§im porozuméni jejim
komplexnim mechanismim a ztoho plynouci efektivnéj$i ochrané a ptedchazeni

Ubytktim chovanych plemen vcely medonosné.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Socialni imunita véel

Vcela medonosna (Apis mellifera) je klasickym piikladem druhu spole¢enského hmyzu.
Podobné jako termiti, mravenci nebo nékteré vosy vede eusocialni styl Zivota, vyznacujici
se rozdélenim dospélci do reprodukénich a nereprodukénich Kast, starajicich se
0 potomstvo. Druhym vyznamnym rysem je souziti alesponn dvou generaci v jednom
spole¢enstvi — v hnizdech, popt. v tlech (Holldobler & Wilson, 2009). Tato spolecenstvi
mohou byt s ohledem na vysokou hustotu jejich osidleni vhodnymi cili pro patogeny
(Schmid-Hempel, 1995). Pojmem socialni imunita se rozumi soubor behavioralnich
a fyziologickych vlastnosti umoziujicich jednotlivym ¢&lenim spoleéenstvi jim snaze
odolavat (Harwood et al., 2021). U v¢el pracuje na vicero urovnich a v kombinaci s jejich
individualni imunitou je a celé veelstvo chrani pfed onemocnénimi (Obr. 1). Toho
dosahuje rozliénymi mechanismy, jakymi jsou napt. grooming nebo hygienické chovani
(Evans et al., 2006).

2.1.1 Grooming

Grooming znamena samostatné i vzajemné odebirdni ulpélych prachovych ¢i pylovych
Castic, ale i ektoparazitii z povrchu téla vcel. Do Cestiny by se tento pojem dal pielozit
jako ,,htebelcovani“. V pribéhu ¢isténi mohou vely parazity poranit nebo rovnou zabit
(Ruttner & Hanel, 1992; Boecking & Spivak, 1999). Intenzivni grooming pomaha

véelstvu zvl&dat napt. infestaci klestikem véelim (Varroa destructor) (Russo et al., 2020).

Obr. 1: Piehled trovni obrany vcelstva: individualni imunita (A), vzajemny grooming (B),
¢innosti pramenici z délby prace jako tfeba hygienické chovani (C), branéni vstupu a uchyceni
infekénich Cinitelt (D), pouzivani pryskyfic a dalSich latek k ,,opeviiovani hnizd (E) (pfevzato

a upraveno z Evans & Spivak, 2010).



2.1.2 Hygienické chovani

Hygienické chovani zahrnuje rozpoznani, odvickovani a odstranéni nakaZzeného C¢i
uhynulého v¢eliho plodu (Woodrow & States, 1943; Spivak, 1996). Rozeznani se déje na
zakladé Cichovych vjemu (Masterman et al., 2001). Procedura je ucinna jen tehdy,
maji-li v¢ely dobfe vyvinuty ¢istici pud. Pokud tomu tak je, dovedou detekovat zapach
nezdravého plodu uz pii nizkych koncentracich, kdy onemocnéni jesté nedospélo do
infekéni faze. V opaéném piipadé mize vyklizeni buné€k spise hapomoci Sifeni choroby
(Masterman et al., 2001; Evans & Spivak, 2010).

V rtiznych ¢lancich zminovana varroa-senzitivni hygiena vcel se da chépat jako
podmnozina hygienického chovéni, spocivajici v odklizeni kukel napadenych klestiky
anaruseni jejich reprodukéniho cyklu (Spivak, 1996; Harris, 2007). Uvazuje se téz
0 dopadu pouhého odvi¢kovani a zavickovani bunék, kdy délnice zanechaji zamofeny
plod uvniti. K pferuseni rozmnozovani rozto¢e by mohlo dojit napf. uz jen zménou okolni
vlhkosti (Kraus & Velthuis, 1997; Oddie et al.,, 2018). Piestoze schopnostmi
hygienického chovani i groomingu oplyva zejména vcela vychodni (Apis cerana),

objevuji se i u véely medonosné, nicméné v mensim métitku (Boecking & Spivak, 1999).

2.1.3 Hynuti jedincua a nekroforickeé chovani
U plodu véely vychodni byl také pozorovan jev, ktery Page et al. (2016) nazvali socialni
apoptoza. Prokazali, Ze po poranéni hyne mnohem castéji nez plod véely medonosné.

Podle Conroy a Holmana (2022) se podobné altruisticky mohou zachovat i dospélci
véely medonosné. Zjistili, ze ¢ast délnic, jimz byly podany lipopolysacharidy (LPS),
véelstvo dobrovolné opustila a zemiela mimo néj. Pocetnéjsi skupinu vsak vyhnaly
ostatni zdravé délnice, coz souhlasi se zavéry piedchoziho experimentu s nemocnymi
véelami, provedeného Baracchim et al. (2012).

Dospélce, ktefi piesto ve hnizdé zemieli, odklizi v¢elstvo pry¢, obdobné jako plod.
Tento pud se oznacuje jako nekroforické chovani (Visscher, 1983). Nekroforické
a hygienické chovani je provazano — délnice se Casto specializuji na oba tkony zaroven
(Perez & Johnson, 2019).

2.1.4 Termoregulace

Veely si vyvinuly sofistikované strategie pro udrzovani stalého prostiedi ve svych
hnizdech. Kolektivné je ventiluji, ochlazuji anebo zahtivaji, a to opakovanymi
kontrakcemi svych 1étacich svald. Jejich schopnost provadét tfesovou termogenezi byla

adaptovana coby obranny mechanismus proti skiidcim (Seeley & Visscher, 1985; Evans
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& Spivak, 2010). Utoky sr$ni odrazi délnice véely vychodni i medonosné tak, Ze
predatora hromadné obklopi a svalovymi zaskuby doslova uskvaii (Ono et al., 1995;
Baracchi et al., 2010).

Starks et al. (2000) si povsimli, Zze v tlech postizenych zvapenaténim vceliho plodu
panuje vyssi teplota nez obvykle, a tento Ukaz pojmenovali behavioralni horecka. Jeji
vyznam prisoudili snaze v¢el vyporadat se s infekci. Jelikoz se uvedena socialni reakce
Vv pozdéjsi studii minula uc¢inkem, zvazuji jeji autofi mj. hypotézu, ze patogen vcelami

manipuluje, aby rychleji proliferoval (Campbell et al., 2010; Goblirsch et al., 2020).

2.1.5 Ochranny vliv véelich produkti

Souhrn behavioralnich mechanismt posilujicich zdravi véelstva uzavira tvorba véelich
produktii, zejména propolisu. Jedna se 0 smésici pryskyfic sesbiranych z rostlin
a smichanych svoskem a vymésky slin. V¢ely jim obkladaji stény hnizd, zatésiuji
ptipadné priarvy a mumifikuji zabité vettelce, které nejsou schopny z hnizda odnést
(Bankova et al., 2000; Castaldo & Capasso, 2002). Propolis obsahuje terpenoidy
a fenolové latky véetné flavonoida s antimikrobialni aktivitou, a pfispiva tak k socialni
imunité (Evans & Spivak, 2010; Pasupuleti et al., 2017).

Latky pusobici proti patogeniim jsou obsazeny i v dal$ich véelich produktech. Med
véelstvu dodava flavonoidy a fenolové kyseliny (Pasupuleti et al., 2017). Mimoto do ngj
véely vylucuji glukosaoxidasu (B-D-glukosa:kyslik 1-oxidoreduktasa, EC 1.1.3.4)
generujici peroxid vodiku, ktery podstatné omezuje rast mikroorganismd,
a antimikrobialni peptid (AmP) royalisin (Brudzynski, 2006; Buéekova et al., 2014). Ten
se naléz4, spolu s jinymi peptidy zvanymi jelleiny a vy$e zminénymi ptirodnimi latkami,
i v mateti kasicce (Fujiwara et al., 1990; Fontana et al., 2004; Harwood et al., 2021).

Baracchi et al. (2011) ve voskovém extraktu detekovali melittin a apamin, peptidy
véeliho jedu. Vyvodili z toho, Ze by si je v¢ely mohly odkladat do plastvi a timto
zpuisobem napomahat ochrané vcelstva. Témito a dalsimi bioaktivnimi peptidy se

bakalatska prace bude zabyvat podrobnéji.

2.2 Individualni imunita véel

Obranné strategie vceliho individudlniho imunitniho systému lze rozclenit do tfi
kategorii: fyzikalnich bariér, humoralni a buné¢né imunity (Danihlik et al., 2016).
Fyzikalni bariéry prostorové odd€luji prostiedi organismu od okoli (Obr. 2).
V hemocoelu, hmyzi t€lni duting, dochazi jak k bunétné, tak humoralni imunitni

odpovédi. K mechanismtiim té bunécné se fadi napt. fagocytdza €i enkapsulace patogentl.

4



«—Kutikula | Fyzikalni
bariéry

, A . .

e - !_f_] - o l_:_’ - - «—Epidermis

2%, '+ e Melanin . —

Gy F

“/(ng g - aggcytoza Hemocoel e
| Bunécéna a
Enkapsulace humoralni
Hemocyt imunita

Obr. 2: Schematické zobrazeni vceliho individudlniho imunitniho systému. Prvni linii obrany
predstavuji fyzikalni bariéry, kutikula a epidermis. V hemocoelu se odehravaji reakce bunééné
a humoralni imunity véetné fagocytézy, enkapsulace, melanizace a piisobeni antimikrobidlnich

peptidd (AmP) (pfevzato a upraveno z Manniello et al., 2021).

Jsou zprostfedkovany specializovanymi bunikami — hemocyty (Marmaras &
Lampropoulou, 2009) (Obr. 2). K molekulam figurujicim v humoralni odpovédi patii
kuptikladu antimikrobidlni peptidy (AmP) nebo slozky fenoloxidasové kaskady,
produkujici melanin (Obr. 2). Zajistuji primarné lyzi cizich bunck, resp. melanizaci
(Hillyer, 2016).

Ackoliv byl v€eli imunitni systém v predeslém odstavci rozdélen na dil¢i oddily, nelze
tvrdit, Ze by pii aktivaci imunity vystupovaly nezavisle na sob¢. Naopak ucinkuji
soucasné, a to i v piipad¢ fyzikalnich bariér, kdy byly na povrchu kutikuly nalezeny
cytolytické peptidy melittin a apamin (Baracchi & Turillazzi, 2010). Humoralni
a bunécna imunitni odpovéd’ je dobte koordinovana a navzajem regulovana (Lavine &
Strand, 2002). Z&sadni podil na tom nesou signalni drahy, konkrétné drahy Toll,
JAK/STAT, Imd a JNK (Evans et al., 2006). Zabyva se jimi kapitola 2.4.

Vzhledem k nepfitomnosti obratloveim vlastni adaptivni imunity, zaloZzené hlavné na
protilatkach (Ab) a T-lymfocytech, tedy Zivot v¢el a vibec bezobratlych zavisi na
vrozenych mechanismech jejich imunitniho systemu (Hillyer, 2016; Hofejsi et al., 2017).
Piesto vSak byla u mnoha druhtt hmyzu demonstrovana existence typického rysu
adaptivni odpovédi, imunologicke paméti — mnohem efektivnéjsi reakce na opétovné

setkani s patogenem (Hillyer, 2016; Hofejsi et al., 2017).



Tato pozoruhodnd skuteénost, zndmé jako imunologicky nebo také imunitni priming
(Cesky imunitni pruprava), nabada k zamysleni, zda by jistym funk¢énim ekvivalentem
adaptivni imunity nemohly disponovat i v¢ely (Little & Kraaijeveld, 2004; Tetreau et al.,
2019). Clanek Harwooda et al. (2021) pojednava o tzv. transgeneraéni imunitni priprave,
kdy se zrodicovské generace na potomky pienasi pfipravenost imunitniho systému
(Tetreau et al., 2019). Odhalil, ze vcely kojicky secernuji fragmenty bakterii
Paenibacillus larvae zpisobujici mor véeliho plodu do matefi kasicky, jiz krmi matku.
Autofi vyslovili domnénku, Ze by se tyto imunogenni molekularni vzory (viz podkapitola
2.2.3.1) mohly diky proteinu vitellogeninu dostat do jejich vajecnikii, indukovat imunitni
odpovéd’ v zarodcich a zvysit odolnost plodu viuci onemocnéni (Wheeler & Kawooya,
1990). Na téchto informacich postavili Dickel et al. (2022) experiment, v némz matkam
oralni cestou podali bakterin, coz vyustilo ve snizenou Umrtnost larev po vystaveni
sporam patogenu. V lednu 2023 schvélilo Ministerstvo zemé&dé€lstvi Spojenych statl
pouziti vakciny proti moru véeliho plodu pro americké komeréni véelate (Milman, 2023).
Na druhou stranu podobny experiment pracujici s zivymi buiikami ptvodce hniloby
v¢eliho plodu, bakteriemi Melissococcus plutonius, neuspél (Ory et al., 2022).
Transgenera¢ni imunitni priming se i tak ukazuje byt velmi rozsahlou a, osvéd¢i-li se
oc¢kovani, mozna i prulomovou souhrou v¢eli socialni a individualni imunity, jiz se dale

budou vénovat nasledujici podkapitoly.

2.2.1 Fyzikalni bariéry
Zéakladni formu obrany proti patogenim piedstavuji fyzikalni bariéry, zabranujici jejich
vstupu do organismu. U v¢el, resp. hmyzu je nejvyznamngjsi bariérou kutikula, ktera
pokryva cely povrch téla a vystyla vzdusnice a travici trakt s vyjimkou zaludku (Chapman
etal., 2013). Kutikula se sklada piredevsim z polysacharidu chitinu, kutikularnich
proteint, N-acetyldopaminu a N-B-alanyldopaminu. Oxidaci téchto derivatt Tyr vznikaji
chinony reagujici s proteiny za tvorby zesiténého sklerotinu. Intenzita zesiténi urcuje,
nakolik bude kutikula pruzna ¢i tuha (Liao et al., 2018). Kutikula je dale prostoupena
a potahnuta nenasycenymi mastnymi kyselinami a vosky vykazujicimi antifungalni
aktivitu (Glinski & Buczek, 2003).

Vnitini vystelku Zaludku netvori kutikula, nybrz peritrofickda membrana obdobného
sloZeni. Sestava z chitinu, proteinti a glykoproteini a podili se na traveni a absorpci piijaté
potravy (Martin et al., 2006; Erlandson et al., 2019). Pfitomné glykoproteiny napomahaji

vychytavat mikroorganismy jejich navazanim na svoji sacharidovou slozku (Erlandson et



al., 2019). Mikrobi napadajici travici soustavu v¢el musi rovnéZz celit nehostinnym
podminkdm  navozenym  neptiznivym  pH, travicimi enzymy, pozienymi
antimikrobialnimi latkami a kompetici s pfirozenym stievnim mikrobiomem (Glinski &
Jarosz, 1995a).

Nekteré vceli patogeny dovedou chitinové ochranné vrstvy degradovat a vyvolat
infekci. Napt. P. larvae rozklada peritrofickou membranu véelich larev pomoci (1—4)-
2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukanglykanohydrolas (chitinasa, EC 3.2.1.14) (Garcia-
Gonzalez & Genersch, 2013). Jiné, zejména viry, z nichZ je nejproslulejsi virus
deformovanych kiidel, vyuzivaji mechanického poskozeni kutikuly klestikem vcelim
(Chen et al., 2004; Annoscia et al., 2019). Poslednimi piekazkami délicimi patogeny,
které ptekonaly peritrofickou membranu, od hemocoelu, popt. kutikuly jsou epitelialni
buriky a bazalni lamina, eventualné svalové bunky (Glinski & Jarosz, 1995a; Ceylan et
al., 2019).

2.2.2 Bunééna imunita

Patogeny, které pronikly skrze fyzikalni bariéry do hemolymfy cirkulujici v hemocoelu,
jsou zde konfrontovany vlastni imunitni odpovédi organismu. Na buné¢né urovni ji
zprostredkovavaji hemocyty (Glinski & Jarosz, 1995a; Marmaras & Lampropoulou,
2009). Hemocyty véel byvaji v literatue déleny na subpopulace podle riznych kritérii,
napf. morfologie, pohyblivosti ¢i pfilnavosti k podkladu, coz vede ke stale
pretrvavajici nejednotnosti jejich klasifikace (Gabor et al., 2020) (Tab. 1). Richardson et
al. (2018) pomoci mikroskopie a diferen¢niho barveni vypozorovali, ze nejvice
zastoupenym typem hemocyti u vcel jsou plasmatocyty nasledované granulocyty.
Plasmatocyty charakterizovali jako malé asymetrické buiky s relativné velkym jadrem,
granulocyty jako vétsi kulaté buriky obsahujici mnoho membranovych vacku. Detekovali
I nesourodou skupinu permeabilizovanych bunék, nachazejicich se ve stadiu rozkladu.
Gabor et al. (2020) s pouzitim imunochemickych technik rozlisili oenocytoidy, velké
ovalné bunky s malym jadrem a granuly (EI Mohandes et al., 2010). EI Mohandes et al.
(2010) vedle toho mikroskopovanim popsali nediferenciované prohemocyty,
koagulocyty a dvoujaderné bunky (binucleated cells), které pravdépodobné
ptredstavovaly hemocyty v pribéhu mitdzy. Pocet hemocyti larev je oproti dospélcim
zvysen, Ve stadiu kukly dosahuje maxima a poté ma tendenci klesat s vékem (Schmid et
al., 2008; Wilson-Rich et al., 2008). U larev v hemolymfé& pon¢kud anomalné koluje vice

granulocytl nez plasmatocytt (Richardson et al., 2018).



Hemocyty zajistuji né€kolik obrannych procesi, a to fagocytdzu, nodulaci
a enkapsulaci. Tyto procesy maji spolecny cil — odstranéni patogent z hemolymfy
(Marmaras & Lampropoulou, 2009). Béhem fagocytdzy jsou malé Castice, nejéastéji
bakterie, spory hub ¢i fragmenty mycelia, pohlceny hemocyty a v Utrobach fagolysosomu
znesSkodnény (Glinski & Buczek, 2003; Siva-Jothy et al., 2005). Fagocytozy se ucastni
véeli plasmatocyty a zejména granulocyty (Richardson et al., 2018). Nodulace spoc¢iva
v obaleni shlukt bakterii hemocyty a jejich prostorové izolaci. Uvéznéné
mikroorganismy nasledné =zanikaji Vv navaznosti na nedostatek kysliku, aktivaci
fenoloxidasové kaskddy a vystaveni antimikrobialnim peptidim (Strand, 2008).
Enkapsulace se od nodulace 1isi pouze povahou patogena — nastava, pokud se jedna
o velké parazity, jako jsou prvoci nebo hlistice (Marmaras & Lampropoulou, 2009).
Uplatniuje i pii infikovani houbami (Glinski & Buczek, 2003). Ze studie uskute¢néné
Gaébor et al. (2017) vyplyva, Ze se za enkapsulaci a nodulaci u v¢el zodpovidaji hlavné
plasmatocyty.

V neposledni fadé hemocyty pomaéhaji s hojenim hlubokych ran. Rychle migruji
k mistu poranéni a fagocytuji jednak odumirajici tkan¢, jednak mikroby napadajici
organismus. Stejn¢ tak zde koaguluji, ¢imz zamezuji vniku dalSich patogent do
hemolymfy (Glinski & Jarosz, 1995b). Vytvofenim zatky zhemocytd i navazujicim
spusténim fenoloxidasové kaskady cely d&j napadné ptipomina enkapsulaci. Odehrava se

ale mnohem rychleji (Siva-Jothy et al., 2005).



Tab. 1: Pfehled charakterizaci populaci hemocyt napii¢ vybranou literaturou (vytvotreno podle

Gabor et al. 2020).

Pojmenovani hemocytli  Autofi Metody pouZité pro urCeni Funkce
Dvoujaderné buniky El Mohandesetal. Giemsovo barveni -
Granulocyty de Graaf et al Pratokova cytometrie -
El Mohandes etal. Giemsovo barveni -
Gabor et al. Molekularni markery Fagocyt6za
Richardson etal.  Diferen¢ni barveni -
Barveni neutralni ¢erveni Fagocytdza
Koagulocyty de Graaf et al Pritokova cytometrie -
El Mohandesetal. Giemsovo barveni -
Oenocytoidy (oenocyty) de Graaf et al. Pritokova cytometrie -
El Mohandes etal. Giemsovo barveni -
Gabor et al. Molekularni markery Melanizace

Permeabilizované bunky
Plasmatocyty

Ricardson et al.
de Graaf et al.

El Mohandes et al.

Gabor et al.
Richardson et al.

Diferencni barveni
Pritokova cytometrie
Giemsovo barveni
Molekularni markery
Diferencni barveni
Barveni neutralni ¢erveni

Enkapsulace

Enkapsulace

Prohemocyty de Graaf et al. Pritokova cytometrie -

El Mohandesetal. Giemsovo barveni -
L5-1 Negri et al. -
L5-2 Negri et al. -
W-1 Negri et al. Morfologie, piilnavost -
W-2 Negri et al. k podkladu, pohyblivost -
W-3 Negri et al. -
W-4 Negri et al. -

2.2.3 Humoralni imunita

Na obranyschopnost véel ma nepostradatelny vliv i humoralni neboli latkova imunita,
operujici na trovni samotnych molekul, ptihodné nazyvanych humoralni faktory. Patii
mezi né napft. lektiny, slozky fenoloxidasové kaskddy a AmP (Danihlik et al., 2016).
Analyza genomu véely medonosné z roku 2006 prokéazala jedinou profenoloxidasu
(proP0O), tii lysozymy, pét AmP a nékolik rozpoznavacich molekul v ¢ele s lektiny typu
C. Ve srovnani s dobfe prozkoumanymi genomy modelovych organismu jako octomilky
obecné (Drosophila melanogaster) nebo komara Anopheles gambiae je v DNA vcely
medonosné zakddovano témér o dvé tietiny méné imunitnich gend (Evans et al., 2006;
Zhao & Liu, 2022). Tuto relativné nizkou imunokompetenci jednotlivci ziejmé
kompenzuje siln¢ vyvinuté socialni chovani (Evans et al., 2006).

Hlavnimi mediatory humoralni imunity jsou AmP (Wu et al., 2018). Soustiedi se na

né samostatna kapitola 2.3.



2.2.3.1 Lektiny a dalSi rozpoznavaci molekuly

V piipadé bezobratlych, neprodukujicich Ab, lze za lektiny povazovat veSkeré
neenzymové proteiny jevici vazebnou afinitu vici sacharidim (Barondes, 1988). Lektiny
se vyskytuji na povrchu bunék i voln¢ v hemolymfé (Gul & Ayvali, 2002). Hraji roli
v adhezni schopnosti hemocytti — navozuji jejich prilnuti k sacharidovym determinantam.
Jiné zase moduluji pfestavbu jejich membranovych glykoproteinovych receptoru, a tim
adhezi potlacuji (Glatz et al., 2004). Ve vceli hemolymfé se pii srazecich reakcich
uplatituje hemolektin, protein strukturné¢ homologni s von Willebrandovym faktorem
savcu (Lesch et al., 2007; Gabor et al., 2017).

Pozornost imunologii vSak nejvice poutd schopnost nékterych lektinti reagovat na
pfitomnost evoluéné konzervovanych struktur — molekularnich vzora asociovanych
s patogeny (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs). PAMPs jsou exprimovany
na povrchu mikroorganismd, ale ne vys$sich organismu (Arason, 1996; Evans et al., 2006;
Marmaras & Lampropoulou, 2009). Umoziiuji tudiz t€lu urcit, jaké bunky jsou soucasti
zdravého organismu a jaké nikoliv, coz je stéZejni pro spravné a efektivni fungovani
jakéhokoliv imunitniho systému. Rozeznani je realizovano navdzanim PAMPs na
receptory rozpoznavajici molekularni vzory (pattern recognition receptors, PRRS),
kterymi byvaji pravé lektiny a jim podobné slouéeniny (Hillyer, 2016). PRRs tvorbou
komplexti s PAMPSs podnécuji bunécnou i latkovou imunitni odpovéd’. U vcel plni tlohu
PRRs z notné ¢asti lektiny typu C.

Lektiny typu C se skrze domény rozpoznavajici sacharidy vazi na LPS, PAMPs
ptiznaéné pro stény gramnegativnich (G—) bakterii (Jiang, 2008). U v¢el mimoto existuji
peptidoglykany  rozpoznavajici  proteiny (PGRP) determinujici  pfitomnost
grampozitivnich (G+) bakterii, B-1,3-glukany rozpoznavajici proteiny (BGRP) detekujici
houby, galektiny, PRRs s fibrinogenovou doménou aj. (Evans et al., 2006; Danihlik et al.,
2016).

2.2.3.2 Fenoloxidasova kaskada

Fenoloxidasova kaskada ptedstavuje jeden z Gstfednich molekularné-biologickych
systémt hmyzi imunitni odpovédi — Uzce se proplétd zejména s procesy bunééné imunity.
Podporuje fagocytézu (Cerenius et al., 2008). Melanin, jenz ji je vylu¢ovan, zpeviuje
kapsuly a noduly, nicméné primarni cytotoxicky G¢inek celé kaskady vici patogenum se
spiSe pfipisuje vedlejsim produktim jejich oxida¢nich reakcei, reaktivnim forméam kysliku

(ROS) a chinonum (Siva-Jothy et al., 2005; Cerenius et al., 2008).
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Na pocatku fenoloxidasove kaskéady stoji profenoloxidasu aktivujici systém (Cerenius
& Soderhall, 2004). Ten je stimulovan vyse diskutovanymi PRRs reagujicimi na PAMPs,
v disledku ¢ehoz se spusti kaskdda serinovych proteas. Jejich posledni ¢lanek,
pojmenovany proPO-aktivujici protein (PAP), rozstépi zymogenni profenyloxidasu
(proPO) na svoji aktivni formu, L-tyrosin,L-dopa:kyslik oxidoreduktasu (fenoloxidasa,
PO, EC 1.14.18.1) (Siva-Jothy et al., 2005). Je zajimavé, Ze zatimco polypeptidovy
fetézec PAP obsahuje signalni sekvenci, proPO ji postrada (Cerenius & Soderhall, 2004;
Evans et al., 2006). Dalsi zvlastnosti je, Ze na rozdil od jinych humoralnich faktord zatim
neexistuje presvédCivy ditkkaz, ze by pfitomnost bakterii indukovala transkripci jejiho
genu (Lourenco et al., 2009). ProPO je ziejm¢ uskladnéna uvniti hemocyti, konkrétnéji
oenocytoidd, a jeji prfeména na PO probihd po degranulaci v hemolymf¢ (Cerenius &
Soderhall, 2004; Gabor et al., 2020).

PO nasledné katalyzuje hydroxylaci okolnich monofenolti na o-difenoly a oxidaci
o-difenolt na o-chinony. Prvotnim substrdtem byva L-tyrosin, ktery je pfeveden na
L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-dopa) a ten na L-dopachinon, jenz pifes rozli¢né
meziprodukty polymeruje na kone¢ny produkt melanin (Marmaras et al., 1996). Tvorba
melaninu touto cestou a s tim spjaté izolovani patogenu se souhrnné nazyva melanizace.
Projevuje se vznikem tmavych ostravka v hemolymfe (Hillyer, 2016).

Ptinos melaninu pro hmyzi organismus piesahuje rozmér imunitni odpovédi — pfispiva
i k hojeni ran, organogenezi ¢i pigmentaci téla (Siva-Jothy et al., 2005; Whitten & Coates,
2017) (Obr. 3). Cast enzymatického aparétu, ktery ho produkuje, se taktéz podili na
sklerotizaci kutikuly (Marmaras & Lampropoulou, 2009).

Podle Schmid et al. (2008) je PO aktivita véeliho plodu v porovnani s dosp€lci nizka.
U trubcu s vékem upada, u matek naopak vzrusta. Co se tyce kasty délnic, aktivita PO
ziistava po prvnim tydnu jejich zivota konstantni. Wilson-Rich et al. (2008) vsak tvrdi, ze

se aktivita PO s vékem délnic zvySuje, jeji nejvyssi hodnotu zaznamenali u létavek.

11



[ LPS ] [[3-1,3—glukany] [Peptidoglykany]
I I |

h

Kaskada serinovych
proteas

IR

Imunitni | |Hojeni| |Pigmentace 0
X ‘ ) rganogeneze
odpoved ran téla

Obr. 3: Schéma fenoloxidasové kaskady doplnéné o vycet biologickych roli melaninu véetné
imunitni odpovédi (vytvoteno podle Cerenius & Soderhéll, 2012).

2.2.3.3 Lysozymy

Enzym peptidoglykan N-acetylmuramoylhydrolasa (lysozym, N-acetylmuramidasa, EC
3.2.1.17), jak je patrné ze systematického nazvu, katalyzuje hydrolyzu -1,4-glykosidové
vazby mezi N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminem peptidoglykanu
(Hillyer, 2016). Lyzuje stény G+ bakterii, G— bakterie jsou proti nému az na vyjimky
chranény vrstvou LPS (Glinski & Jarosz, 1995a). Véely exprimuji dva lysozymy typu c
(chicken) a jeden typu i (invertebrate) (Evans et al., 2006). Dostupnd o vcelach

pojedndvajici literatura jim neptisuzuje antifungélni aktivitu, ticbaze je pro lysozymy
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typu c typicka a pro lysozymy typu i obvykla (Glinski & Buczek, 2003; Callewaert &
Michiels, 2010).

V hemolymf€ v¢el se lysozymy vyskytuji stabilné v malém mnozstvi (Hillyer, 2016).
Po imunizaci se zvySuje koncentrace pouze jednoho z ¢ typt lysozymi (Evans et al.,
2006). Za zdroj jejich produkce se povazuje tukové télisko (Glinski & Jarosz, 1995a).

Lysozymy mnoha zivocichi, z tfidy hmyzu napf. octomilky, nabyly druhotné funkce
coby travici enzymy produkované v riznych ¢astech digestivniho traktu. Zda se tak stalo
I u v¢éely medonosné, neni dosud zndmo (Kylsten et al., 1992; Callewaert & Michiels,
2010).

2.3 Antimikrobialni peptidy

AmP byly poprve objeveny v kukle motyla martinaée cekropijského (Steiner et al., 1981).
Od té doby byly v hojném poctu popsany nejen u rtznych druhtt hmyzu a vibec
bezobratlych, ale i u obratlovcti véetné savct, dale pak u rostlin, hub, a dokonce bakterii
(Zhang et al., 2021).

Navzdory tomu, ze AmP jsou produkovany Sirokym spektrem organismd, je lze
charakterizovat na zakladé nékolika spolecnych vlastnosti. Jsou relativné malé, tepelné
stabilni a neta¢inkuji na buniky matetského organismu. Zato mohou pusobit proti G+, G—
bakteriim, houbdm, parazitim a n&kterym obalenym virim, pfi¢emZ si na né tyto
organismy vytvari rezistenci jen stézi (Takahashi et al., 2010; Li et al., 2012; Mwangi et
al., 2019). AmP se mnohdy skladaji z 20-50 aminokyselinovych rezidui, z nichz
prevazuji ty kationtové a hydrofobni (Takahashi et al., 2010; Wang et al., 2018). Mezi
kationtové aminokyseliny (AK) se fadi Arg, Lys i His (Mi et al., 2017).
Jde vlastné o vSechny AK s polarnimi bazickymi postrannimi fetézci. U hydrofobnich
AK jsou zastoupeny jak AK s nepolarnimi alifatickymi, tak aromatickymi postrannimi
fetézci. Struktura AmP je ¢asto dotvarena rezidui Cys, jez oxidaci svych sulfhydrylovych

skupin na cystin polypeptidovy fetézec propoji a zpevni (Wang et al., 2018).

2.3.1 Déleni antimikrobialnich peptidi

Z vyse uvedeného vyplyva, ze AmP jsou amfifilni a maji celkovy kladny naboj. Existuje
vsak proporcionalné malo pocetna skupina aniontovych AmP o celkovém néboji —1 az
—7. Uplatiuje se v nich bud’ a-helikalni motiv, nebo motiv cystinového uzlu a se zaporné
nabitymi slozkami cilovych struktur nékdy interaguji prostiednictvim kovovych kationta
(Harris et al., 2009). Samy ptitom mivaji zvyseny obsah Asp a Glu rezidui (Narayana &
Chen, 2015). Li et al. (2009) se domnivaji, ze se lidsky aniontovy AmP dermcidin vyvinul
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v reakci na adaptaci nékterych bakterii na bézné AmP tkvici ve snizovani zaporného
naboje na svém povrchu.

Hmyzi kationtové AmP lze rozdélit na a-helikalni peptidy, peptidy bohaté na Cys,
peptidy bohaté na Pro a peptidy bohaté na Gly (Yi et al., 2014). V kationtovych
a-helikalnich peptidech se ve velké mite vyskytuji rezidua Ala, Leu ¢i Lys, stabilizujici
Sroubovicovou konformaci. Tyto peptidy ovsem postradaji Cys. Ve vodnych roztocich
jsou neusporadané, svij tvar zaujimaji az pti kontaktu s povrchem membrany (Takahashi
et al., 2010). Doména o-helixu byva situovand na N-konci, C-konec muze byt
naboj a poskytuje dalsi vodikovou vazbu pro zpevnéni konformace (Tossi & Sandri,
2002). Typickymi AmP patticimi do této skupiny jsou cekropiny (Brady et al., 2019).

Peptidy bohaté na Cys mohou v zavislosti na po¢tu jeho rezidui tvofit B-vlasenky
stabilizované jednou nebo dvéma disulfidovymi vazbami a B-skladané listy stabilizované
ttemi nebo Ctyfmi disulfidovymi vazbami (Tossi & Sandri, 2002). Vyskyt
B-skladanych listi zvySuje selektivitu peptidi bohatych na Cys vaci bakterialnim
membrandm v porovnani s témi a-helikalnimi (Jin et al., 2005). Analogicky jako v jejich
ptipadé indukuje spravné skladani AmP s B-vlasenkami pravé pritomnost membrany,
kdezto AmP s B-skladanymi listy jsou ve vodném roztoku spise rigidni, jiz slozené, a tak
v ném maji sklon svymi hydrofobnimi zénami oligomerizovat (Yeaman & Yount, 2003;
Liu et al., 2013). B-skladané listy muze doprovazet a-helikalni doména, jako tomu je
u hmyzich defensini (Cornet et al., 1995).

Posledni dvé skupiny, peptidy bohaté na Pro ¢i Gly, mnohdy nevytvati charakteristické
sekundarni struktury a jejich stabilita zvisi vyhradné na vodikovych vazbach a pti
interakci s membranovymi lipidy i na van der Waalsovych silach (Zhang et al., 2021).
Pokud se vsak v sekvenci AmP nachazi mnoho Pro rezidui tésné u sebe, mtze se tato
oblast sto¢it do polyprolinového helixu Il. typu (PP I1), levoto¢ivé Sroubovice se tiemi
rezidui na oto¢ku (Kay et al., 2000). Peptidy bohaté na Pro z AK s polarnimi postrannimi
bazickymi fetézci jednoznaéné upiednostiiuji Arg, s nimz Pro dava opakujici se motiv
Pro-Arg. AmP s vysokym obsahem Pro jsou také ¢asto amidované a O-glykosylovane,
coz zvySuje jejich antimikrobialni aktivitu (Tossi & Sandri, 2002; Yi et al., 2014).
Glykosylace se netyka Pro ani hydroxyprolinu (Hyp), nybrz Thr a Ser (Bulet & Stocklin,
2005). Peptidy bohaté na Pro mohou byt zaroven bohaté i na Gly (Tossi & Sandri, 2002).

14



2.3.2 Mechanismy u¢inku antimikrobialnich peptidi

AmP vykazuji Cetné, leckdy soucasné probihajici t¢inky, které zodpovidaji za jejich
obecné rychly a silny antimikrobialni efekt. Ten prameni z poskozeni zakladnich struktur
zacilenych bunék a naruSeni jejich funkci. Prvnim krokem puisobeni AmP je interakce
s cilovymi bunikami za pomoci elektrostatickych, hydrofobnich nebo jinych interakci,
poté dochazi k jejich konforma¢ni zméné a akumulaci v prostiedi cytoplazmatické
membrany (CM), coz po dosaZeni jisté prahové koncentrace vyustuje bud’to ve ztratu
integrity membrény a usmrceni buiky, nebo translokaci AmP do cytosolu a inhibici
intracelularnich komponent (Yeaman & Yount, 2003).

2.3.2.1 Prunik vnéjSimi bunéénymi obaly

Prvotni kontakt AmP s patogenem je nej¢astéji navozen elektrostatickymi pfitazlivymi
silami mezi kladné nabitym peptidem a zaporné nabitym povrchem bunky. Tento
poznatek plati zejména pro bakterie (Haney et al., 2010). Jedna-li se o houby, mize byt
zapotiebi specifictéjsich interakei.

Bunééna sténa G— bakterii se sklada z vnéjsi membrany, Sirokého periplazmatického
prostoru s tenkou siti peptidoglykanu a vnitini (cytoplazmatické) membrany. Zatimco
spodni ¢ast vnéjs$i membrany je tvoiena fosfolipidy, svrchni ¢ast je slozena z glykolipidd,
predevsim LPS (Silhavy et al., 2010). LPS ji udéluji silny zaporny naboj, pochazejici
z fosfatovych, piipadné karboxylovych skupin oblasti jadra a lipidu A (Raetz &
Whitfield, 2002; Adams et al., 2014). Hancock a Chapple (1999) uvadéji, ze AmP
s aktivitou vu¢i G— bakteriim pronikaji skrze vnéjsi membranu neutralizaci jejiho
zaporného néboje za vzniku trhliny, propoustéjici AmP a jiné molekuly dovnitf.
Alternativné podle nich mtuze dochéazet k navazani AmP na vazebnd mista LPS pro
dvojmocné kationty, kompetitivnimu vytésnéni nativnich Ca?* a Mg?* a deformaci vng;jsi
membrany vedouci k jejimu rozruSeni. Peptidoglykan je elektroneutrdlni a vcelku
porézni, a pro prostupujici AmP tudiz neptedstavuje ptekazku (Demchick & Koch, 1996;
Malanovic & Lohner, 2016).

Bunécnd sténa G+ bakterii neni vybavena vngjsi membranou, jeji funkci z¢asti prebira
mohutnda vrstva peptidoglykanu (Silhavy et al., 2010). Nositelkou zaporného naboje je
zde kyselina teichoova, jez je k peptidoglykanu kovalentné ptipojena. Jestlize je navazana
k hlavicce membranoveho lipidu, oznacuje se jako lipoteichova kyselina (Neuhaus &
Baddiley, 2003). Negativné nabité fetézce (lipo)teichove kyseliny opét piitahuji kladné

AmP a poméhaji jim dosdhnout CM. Nicméné z jineho Uhlu pohledu mohou byt AmP
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témito polyaniontovymi fetézci spiSe vychytavany, ¢imz by se snizila jejich efektivni
koncentrace na CM, a tim padem i cytotoxicita (Malanovic & Lohner, 2016).

Pro prinik AmP do bunék hub je také nutné piekonat bunétnou sténu, sestavenou
z glukanu, chitinu a glykosylovanych proteini (Garcia-Rubio et al., 2020). Byly
identifikovany rizné AmP interagujici s kazdou z téchto slozek (Struyfs et al., 2021).
Zaporny nadboj mize mit i bunétna sténa hub. Mannosylové postranni fetézce
glykoproteint jsou u kvasinek fosforylované a melanin produkovany mnoha zastupci hub
je taktéz negativné nabity (Eisenman & Casadevall, 2012; Orlean, 2012; Garcia-Rubio et
al., 2020).

2.3.2.2 Interakce s cytoplazmatickou membranou

Veskeré biologické membrany jsou vystavéné z fosfolipida, do nichz jsou zabudované
proteiny. Pfesto jsou AmP produkované organismem schopné rozlisit hostitelské
membrany od membran patogent, na néz selektivné pasobi. Biologické membrany maji
ze své podstaty amfifilni charakter — fosfolipidy se hydrofobnimi fetézci mastnych
kyselin shlukuji do dvojvrstev lemovanych jejich hydrofilnimi hlavickami. Odlisné
slozeni polarnich ¢asti biologickych membran vytyCuje zéakladni rozdil mezi
biomembranami eukaryotickych a prokaryotickych bunék. Ty eukaryotické obsahuji
hlavn¢ fosfolipidy fosfatidylethanolamin, fosfatidylcholin ¢i sfingomyelin. Kazda
z téchto molekul pii fyziologickém pH existuje ve formé zwitterionu, mé tedy nulovy
celkovy naboj. Cholesterol, ktery moduluje fluidnost eukaryotickych, ale jen ztidkakdy
prokaryotickych CM, je rovnéz nenabity. Naproti tomu se v CM bakterii vyskytuji
prevazné hydroxylované fosfolipidy fosfatidylglycerol, fosfatidylserin a kardiolipin,
disponujici pouze zapornymi naboji na fosfatech. Rozdily v afinitach AmP k cilovym
organismiim muze vysvétlovat odlisné rozvrstveni dil¢ich fosfolipidi na obou strandch
biomembran. Tuto transversalni asymetrii mohou AmP svoji pfitomnosti dokonce piimo
ovliviiovat (Yeaman & Yount, 2003).

Dalsim Ccinitelem pfispivajicim k selektivit¢ AmP je transmembranovy potencial,
generovany nerovnomérnou koncentraci iontd napfi¢ biologickymi membranami.
Transmembranové potencialy bakteridlnich  bunék jsou totiz ve srovnani
s eukaryotickymi piiblizné€ o 50 % nizsi (Yeaman & Yount, 2003; McCormick, 2014).
konformace, kationicita a hydrofobicita. Hydrofobicita je vyjadfovana jako mnozstvi
rezidui hydrofobnich AK nezbytnych pro permeabilizaci membrany. Nabude-li pfilis
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velkych hodnot, AmP ztrati selektivitu ptisobeni a za¢nou cilit i na vlastni butiky. Jak jiz
bylo zminéno, interakci s negativné nabitou CM bakteridlnich bun€k Vv prvni fadé
ptivozuje celkovy kladny naboj vétsiny AmP (Wang et al., 2018). Za nejnizsi kladny
naboj dovolujici piilnuti AmP k CM je povazovan +2. S nardstem Kationicity
antimikrobidlni aktivita AmP nejprve stoupa a posléze klesa, stejné jako v prostiedich
s vysokymi koncentracemi volnych kationt (Yeaman & Yount, 2003; Takahashi et al.,
2010).

Nékteré antifungalni AmP ucinkuji vlivem vazeb na specifické membranové proteiny
nebo sfingolipidy hub (Li et al., 2006b; Matejuk et al., 2010). Jiné bioaktivni peptidy,
povétsinou produkované bakteriemi, sice uc¢inkuji vici houbdm, projevuji ale toxicitu

I vici savéim bunécnym membranam (Fernandez de Ullivarri et al., 2020).

2.3.2.3 Mechanismy rozruseni cytoplazmatické membrany

Bezprostiedné po asociaci AmP s CM se AmP orientuji paralelné K roviné fosfolipidové
dvojvrstvy. Peptidy dle miry své amfifility ¢i hydrofobicity bud’ lezi pfimo na jejim
povrchu, nebo jsou vnofené na rozhrani hydrofilnich hlavicek a hydrofobnich ocaska
fosfolipida (Sato & Feix, 2006). Akumulace AmP vede Kk zakfiveni a zvétSeni povrchu
vné&jsi strany CM, ¢imz se membréna ztencuje (Chen et al., 2003; Sato & Feix, 2006). Po
dosazeni ur¢itého poméru peptidi vici lipidim se AmP pieorientuji a porusi celistvost
membrany, ¢emuz mize dopomahat i ptedchozi zten¢eni CM (Brogden, 2005; Sato &
Feix, 2006). V disledku ztraty jeji integrity dochazi k volnému toku iontt do buriky ¢&i
ven z ni. Elektrochemicky gradient se vyrovnava, transmembranovy potencial disipuje,
na ném zavisla syntéza ATP ustavéa a bunika umira. K bunééné smrti vede i Unik vitalnich
metabolitd a bobtnani pfedznamenavajici osmolyzu (Shai, 1999; Sato & Feix, 2006).

Bylo navrzeno hned nékolik modelovych mechanisma popisujicich efekty AmP na
CM, jmenovité model sudové skruze (barrel-stave model), model toroidniho péru
(toroidal pore model), kobercovy model (carpet model) a agrega¢ni model (aggregate
model) (Zhang et al., 2021).

Konforma¢ni zména nahromadénych AmP chovajicich se podle modelu sudové skruze
zpusobuje nasmérovani AmP kolmo vic¢i CM a jeji penetraci. Hydrofobni oblasti AmP
se ocitaji v kontaktu s mastnymi kyselinami fosfolipidu, zatimco exponované hydrofilni
z0ny zprosttedkovavaji agregaci AmP na povrchu dutiny transmembranového kanalku
(Lee et al., 2016a). Vznikly por piipomina plast’ sudu a jednotlivée AmP, z nichz je
seskladan, duziny (Yeaman & Yount, 2003) (Obr. 4, A).
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Na rozdil od modelu sudové skruze dochazi vramci modelu toroidniho poru
k zaclenovani AmP do fosfolipidové dvojvrstvy za ohybu fosfolipidti kontinualné
propojujicich obé strany CM (Matsuzaki et al., 1996; Brogden, 2005). Toroidni pér je
tedy vybudovan kolmé¢ orientovanymi AmP i hlavickami fosfolipidi, s nimiz AmP stéle
interaguji (Huang, 2000; Haney et al., 2010) (Obr. 4, B). Byly pozorovany i méné
usporddané toroidni podry, tvofené pouze jednim az dvéma mirné naklonénymi AmP.
Zbytek AmP se nachazel na vné&jsi strané CM pobliz transmembranového kanalku
(Nguyen et al., 2011). Model toroidniho poru vysvétluje, jak mohou AmP piili§ malé na

to, aby preklenuly fosfolipidovou dvojvrstvu, permeabilizovat CM (Sato & Feix, 2006).

pusobeni na
cytoplazmatickou membranu
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Model sudové skruze Model toroidniho péru
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Obr. 4: Shrnuti mechanismtt AmP rozruSujicich cytoplazmatickou membranu — model sudové
skruze (A), model toroidniho péru (B), kobercovy model (C) a agregacni model (D) (pfevzato
a upraveno ze Zhang et al., 2021).
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Kobercovy model se od ostatnich modeld odlisuje tim, ze se AmP nev¢lenuji do CM.
Namisto toho zGstavaji paralelné asociované na vnéjsi strané a dale se kumuluji. Jakmile
dospéji k prahové koncentraci, pfi niz pokryvaji cely jeji povrch podobné jako koberec,
tak se cela CM zhrouti a rozpadne na kulovité micely (Hale & Hancock, 2007)
(Obr. 4, C). Obdobnym zpusobem rozkladaji biologické membrény detergenty (Wang et
al., 2018).

Posledni zminény model je agrega¢ni. AmP se spolu s lipidy spojuji do ptechodnych
agregatt. Ty umoziuji tvorbu kanalkt provazenou unikem molekul, jakoz i nelytickou
translokaci peptidu pfes CM a obnazeni intracelularnich cila (Haney et al., 2010; Zhang
etal., 2021).

2.3.2.4 Mechanismy u¢inki na vnitrobunécné cile

Vedle siroce ptijimaného membréanolytického mechanismu G¢inku AmP postupné ziskaly
na pozornosti schopnosti nékterych AmP ovliviiovat vnitrobunééné cile (Hale &
Hancock, 2007). Ukéazalo se, Ze intracelularni inhibiéni mechanismy AmP jsou stejné
dulezité jako mechanismy rozrusujici CM a Ze oba typy G¢inkd mnohdy probihaji
synergisticky (Le et al., 2017).

Vnik&ni AmP do cytoplazmy, aniz by dochazelo k lyzi membrany, nemusi probihat
vyluéné na zakladé agrega¢niho modelu — urcité peptidy podnécuji rapidni vznik velmi
nestabilnich toroidnich port. Zanik takovychto pora je pak spojen s translokaci peptida
do cytosolu (Uematsu & Matsuzaki, 2000; Yeaman & Yount, 2003). Madani et al. (2011)
usuzuji, ze sSe AmP do bunék neptenasi endocytosou, nebot’ jejich CM ¢asto chybi faktory
potiebné pro jeji uskutetnéni. AmP mohou byt do cytoplazmy importovany
i bakterialnimi  ATP-vazajicimi kazetovymi transportéry (ATP-binding cassette
transporters) ve snaze snizit jejich koncentraci na CM a piedejit lyze bunky (Groisman,
1994; Runti et al., 2013).

Po proniknuti dovnitt buriky se AmP zpfistupiiuje fada moznosti, kterak mohou
interferovat s jejim metabolismem (Obr 5). Nasedavanim na fetézce nukleovych kyselin
vyvolavaji jejich poskozeni. Kationtové AmP vdazajici se na DNA pravdépodobné
napodobuji  strukturu histonu H2A nebo atakuji maly zlabek dvojSroubovice.
S ptsobenim na DNA souvisi jejich centralni motiv Pro-Trp-Trp-Pro (Yonezawa et al.,
1992; Park et al., 2000; Ghosh et al., 2014). Jiné AmP zase vykazuji vyssi afinitu vaci
jednovlaknové RNA (Le et al., 2017). Spravnou funkci nukleovych kyselin mohou AmP
narusovat blokovanim replikace néasledkem inaktivace DNA topoisomerasy (DNA
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topoisomerasa typu I, EC 5.6.2.1) i DNA topoisomerasy (ATP-hydrolyzujici) (DNA
topoisomerasa typu Il, EC 5.6.2.2) (Vizén et al., 1991; Marchand et al., 2006; Zhang et
al., 2021). Také mohou inhibovat transkripci, a to patrné interakci s B° podjednotkou
bakterialni  nukleosidtrifosfat:RNA  nukleotidyltransferasy (DNA-fizené) (RNA
polymerasa, EC 2.7.7.6) (Yuzenkova et al., 2002) (Obr. 5).

AmP bohaté na Pro ¢asto narusuji translaci na ribosomech (Graf et al., 2017). Dé&je se
tak navazanim AmP na sestaveny 70S ribosom a zakrytim aminoacylového mista,
peptidylového mista, jakoz i aktivniho mista peptidyl-tRNA:aminoacyl-tRNA
N-peptidyltransferasy (peptidyltransferasa, EC 2.3.2.12) (Roy et al., 2015). Jinym
prokazanym mechanismem je zadrZeni termina¢nich faktori RF1 a RF2 na ribosomu po
uvolnéni nascentniho proteinu, coz ma za nésledek vycerpani jejich volnych forem
a znemoznéni terminace translace na ostatnich ribosomech (Florin et al., 2017) (Obr. 5).

Kromé¢ proteosyntézy mohou AmP bohaté na Pro cilit na skladani proteint (Le et al.,
2017). Vazbou na C-koncoveé helixy tvorici ,,poklici chaperonu DnaK jej permanentné
uzaviou, a tim inhibuji jeho ATPasovou aktivitu a opravu Spatné¢ sbaleného proteinu
(Kragol et al., 2001). Méné specificky se také vazou na chaperonin GroEL (Otvos et al.,
2000) (Obr. 5).

Vnitrobunény Gcéinek jistych AmP mize zpétné ovlivnit integritu bunééné stény.
V bakterialni CM zakotvené molekuly lipidu Il slouZzi k doruc¢ovani stavebnich bloku
peptidoglykanu do periplazmatického prostoru pro syntézu buné¢né stény (Ng & Chan,
2016). Pusobenim AmP na lipid 11 doch&zi k naruseni tvorby peptidoglykanu, akumulaci
jeho prekurzoru prezdivaného Parkuv nukleotid v cytoplazmé a prodéravéni bunécné
stény (Cammack et al., 2006; Sass et al., 2010) (Obr. 5). Shodny efekt nastava po uvolnéni
peptidoglykan-amidohydrolas (autolysin, EC 3.5.1.28) rozkladajicich glykanové fetézce
a tetrapeptidové mistky peptidoglykanu. Autolysiny se ovS§em nenachazi uvniti bunék,
nybrz jsou u G+ bakterii poutany k lipoteichové kyseliné. AmP rozrusujici CM mohou
deprotonaci, ¢imz se autolysiny aktivuji (Yasir et al., 2019).

Literatura popisuje i dalsi zptisoby specifického intracelularniho pisobeni AmP, napft.
deaktivaci dvoukomponentového regulaéniho systému pouzivaného bakteriemi
k pfizptisobeni se zménam prostiedi véetné vystaveni AmP (Ho et al., 2012). Spadaji sem
i poruchy metabolismu sacharidi, purind nebo argininu. V pfipadé posledné
jmenovaného metabolitu AmP cili na L-arginin-karboxylyasu (agmatin tvofici)

(arginindekarboxylasa, EC 4.1.1.19), klicovou pro zvysovani intracelularnino pH
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a odolavani kyselému prostiedi (Ho et al., 2016). Bun&ny stres vyvolany pusobenim
AmP na endoplazmatické retikulum vede k masivnimu vyplaveni Ca?* do cytosolu. S tim
koreluje nartust koncentrace mitochondrialnich ROS zahajujicich nekrotické zmény (Lv
et al.,, 2019). Le et al. (2017) navic pfedpokladaji, ze AmP roznécuji bakterialni
mechanismy rezistence, jejichz aktivace ve vysledku naru$i homeostazu a pfivodi rozpad

bakterialni bunky.

pusobeni na
vnitrobunécné cile
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Obr. 5: Ukéazka mechanismit AmP rozrusujicich vnitrobun&éné cile (pfevzato a upraveno ze
Zhang et al., 2021).
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2.3.3 Antimikrobialni peptidy véely medonosné

V hemolymf€ v¢el byly nalezeny AmP abaecin, apidaecin, defensin a hymenoptaecin
(Casteels et al., 1989; Casteels et al., 1990; Casteels et al., 1993; Casteels-Josson et al.,
1994). Z matefi kasicky se podafilo purifikovat skupinu peptidii nazvanou jelleiny
(Fontana et al., 2004). Jiz dlouhou dobu je znam melittin coby jedna z aktivnich slozek
v¢eliho jedu (Habermann, 1972).

Naproti tomu byla teprve nedavno demonstrovana antimikrobidlni aktivita
kutikularniho proteinu apiderminu 2 (Kim et al., 2022). Hladina transkriptu jeho genu ve
véelach vzrostla po podani usmrcenych patogend P. larvae a Ascosphaera apis. Po
naneseni rekombinantniho apiderminu 2 na zivé bunky Escherichia coli, Bacillus
thuringiensis a Beauveria bassiana bylo pod skenovacim elektronovym mikroskopem
u vSech tfi mikroorganismti odhaleno poskozeni bunétné stény (Kim et al., 2022).
Eventualnimu zafazeni mezi AmP nebrani ani jeho velikost, svymi 61 AK odpovida spise

peptidim nez proteinim (Kucharski et al., 2007).

2.3.3.1 Abaeciny
Abaecin byl pivodné objeven u véely medonosné (Casteels et al., 1990). Od té doby byly

jemu strukturné i funk¢éné podobné AmP popsany nejenom u véely vychodni, ale i dalSich
blanok#idlych (Hymenoptera), napt. ¢meldka zemniho (Bombus terrestris) anebo
parazitoida Nasonia vitripennis (Riddell et al., 2009; Xu et al., 2009; Tian et al., 2010).

V¢eli abaecin ma celkovy naboj +4. Sklada se z 34 AK, z nichz 10 tvoii Pro (Casteels
et al., 1990). Nalezi proto do kategorie peptidii bohatych na Pro (Casteels et al., 1993).
Piehled AK sekvenci abaecinu, apidaecinu, defensinu a hymenoptaecinu podava tabulka
nize (Tab. 2). VSechny tyto AmP jsou v buiikach syntetizovany v podobé prekurzorovych
peptidt. 53 AK dlouhy prekurzor abaecinu jako jediny postrada pro-sekvenci propojujici
signalni sekvenci se sekvenci zralého AmP. Abaecin tudiz nabyvéa biologickou aktivitu
patrné uz v endoplasmatickém retikulu, kam je po translaci translokovan (Casteels-Josson
etal., 1994).

Abaecin Uc¢inkuje proti G+ a G- bakteriim zhruba stejnou mérou. U abaecinu
vyskytujiciho se ve ¢melacich bylo zjisténo, Ze zvysuje aktivitu hymenoptaecinu a tento
potenciacni efekt propujéuje i membranolytickym AmP jingych druht hmyzu
(Rahnamaeian et al., 2016). Poté, co jsou jimi odkryty intracelularni molekuly, atakuje

protein DnaK (Rahnamaeian et al., 2015).
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Tab. 2: Prehled sekvenci véelich antimikrobialnich peptidi (AmP) i s jejich isoformami (Casteels
et al., 1989; Casteels et al., 1990; Casteels-Josson et al., 1994; Klaudiny et al., 2005; Dutta et al.,
2008).

AmP Isoforma  Sekvence
Abaecin - YVPLPNVPQPGRRPFPTFPGQGPEFNPKIKWPQGY
Apidaecin la GNNRPVYIPQPRPPHPRI
Ib GNNRPVYIPQPRPPHPRL
I GNNRPIYIPQPRPPHPRL
11 GNNRPIYISQPRPPHPRL
Defensin 1 De-C VTCDLLSFKGQVNDSACAANCLSLGKAGGHCEKGVCICRK-
TSFKDLWDKREF
Ro-F VTCDLLSFKGQVNDSACAANCLSLGKAGGHCEKGVCICRK-
TSFKDLWDKYF
Defensin 2 - VTCDVLSWQSKWLSINHSACAIRCLAQRRKGGSCRNGVCI-
CRK
Hymenoptaecin - QERGSIVIQGTKEGKSRPSLDIDYKQRVYDKNGMTGDAYG-
GLNIRPGQPSRQHAGFEFGKEYKNGFIKGQSEVQRGPGGR-
LSPYFGINGGFRF

2.3.3.2 Apidaeciny

Stejné jako abaecin byl i apidaecin prvné izolovan z hemolymfy vcely medonosné
a potom i z vicera Stihlopasich (Apocrita) — napt. ¢melaka zimniho, vosy uto¢né (Vespula
germanica) ¢i kutilky Sphecius speciosus (Casteels et al., 1989; Li et al., 2006a). Vsechny
apidaeciny poji obsah 18-20 AK, kladny naboj, zvyseny obsah Pro a vysoka homologie.
Nejvice evolu¢né konzervovana byva C-koncova oblast, napfi¢ druhy nejproménlivéjsi
zase ta N-koncova. Zatimco variabilni oblast apidaecint vyty¢uje spektrum bakterii, vaci
nimz uc¢inkuji, konstantni podmifiuje jejich antimikrobialni aktivitu jako takovou. S ni
patrné souvisi i jeji predpokladana konformace PP II, dovolujici apidaecintim navazat se
na své molekularni cile (Li et al., 2006a). Podle Otvose et al. (2000) jimi jsou DnaK
a GroEL. Z vnéjsi strany CM by se k nim mohly dostat pies membranovy transportér
nebo oligomerizaci predchazejici permeabilizaci (Castle et al., 1999; Dutta et al., 2008).
Casteels et al. (1990) si vsak nemysli, ze by pusobily jakkoliv lyticky

V¢ela medonosna ze spoleénych multipeptidovych prekurzort, které byly detekovany
jen u larev, produkuje tii isoformy apidaecinu: la, Ib a Il (Tab. 2). Existence potencialni
¢tvrté isoformy 111 na drovni proteinu dosud nebyla prokazana (Casteels et al., 1989; Li
et al., 2006a; Danihlik et al., 2016). Dil¢i isoformy se od sebe lisi pouze bodovymi
zaménami AK a koncentracemi Vv hemolymf¢ po indukci (Cia : cib =~ 1:20),
antimikrobidlni aktivitu maji srovnatelnou (Casteels et al., 1989). Apidaeciny jsou hlavni

slozkou véeli humoralni odpovédi na infekci G— bakteriemi (Wu et al., 2018). Efektivné
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uc¢inkuji vaci tém, jejichz zivotni cyklus je svdzany s rostlinami a véelu by mohly nakazit
béhem sbéru pylu, jde kupiikladu o rody Erwinia a Rhizobium (Casteels-Josson et al.,
1994). Pusobi okamzité, aktivita mechanismem t¢inku podobného abaecinu se projevuje

az po prodlevé a v piipadé G— bakterii nedosahuje takové intenzity (Casteels et al., 1990).

2.3.3.3 Defensiny
Defensiny reprezentuji rodinu na Cys bohatych AmP (llyasov et al., 2013).

Jsou nejrozsifenéjsimi AmP mezi hmyzem a nachazi se i u jinych Zivocicht v¢etné
&lovéka, jakoz i u rostlin (Raj & Dentino, 2002; Ding et al., 2009; Cefovsky & Bém,
2014). Krali¢i defensin byl vitbec prvnim izolovanym zvifecim AmP (Raj & Dentino,
2002). Dle struktury se klasifikuji do tfech skupin: a-defensiny, B-defensiny a hmyzi
defensiny (Bilikova et al., 2015). Hmyzi defensiny se vyznac¢uji obsahem 34-51 AK,
z nichz Sest zastupuje Cys (Yi et al., 2014). Tvorbou disulfidovych vazeb pomahaji
stabilizovat dv¢ antiparalelni B-vlakna peptidu, jehoz fetézec se dale smérem k N-konci
sklada do amfifilniho a-helixu a smy¢ky (Klaudiny et al., 2005).

Soucasti genomu v¢ely medonosné jsou dva geny pro defensin (Klaudiny et al., 2005).
Prvni z nich kdéduje defensin 1, jenz ma dv¢ isoformy. Jednou je defensin De-C,
vyskytujici se v hemolymf€, druhou royalisin Ro-F, nachazejici se v mateti kaSic¢ce
avmedu (Fujiwara et al., 1990; Kwakman et al., 2010). Royalisin se od defensinu
z hemolymfy odliSuje substituci na jedné AK, kde byl Tyr nahrazen Arg (Tab. 2). Oba
peptidy sestavaji shodné z 51 AK, udavaji tedy horni limit pro délku hmyzich defensint
(llyasov et al., 2013). Pfic¢inou je rozsiteni amidovaného C-konce o dodate¢ny a-helix
(Bucekova et al., 2014). Ackoliv Klaudiny et al. (2005) ve svém ¢lanku tvrdi, Ze objevili
novou isoformu defensinu 1, royalisin Ro-K, jimi stanovena sekvence se shoduje se
sekvenci De-C otisténou V predchozi praci, jejimiz autory jsou Casteels-Josson et al.
(1994).

Piestoze prekurzor defensinu 2, produkt druhého genu, je delsi nez u defensinu 1,
v aktivnim peptidu by mélo byt zahrnuto pouze 43 AK. Pozbyl by tak veskeré C-koncové
modifikace charakteristické pro jeho protéjsek oznaceny ¢islem 1 (llyasov et al., 2013).
Jeho existence se doposud prokazala jen na Grovni transkriptu (Klaudiny et al., 2005).

Primarnim t¢inkem defensint byva poruseni integrity membran patogend a nejinak
tomu je i u téch véelich (Raj & Dentino, 2002; llyasov et al., 2013) Jejich silna afinita
vaci G+ bakteriim se ziejmé odviji od znaéného poctu Cys residui a kompaktni struktury

dané disulfidovymi vazbami (Fujiwara et al., 1990). Royalisin ptsobi proti P. larvae,
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¢imz napomaha ochrané¢ vceliho plodu pied infekci. Je ale schopen destruovat i houby
a nékteré G— bakterie, podobné jako defensin z hemolymfy (llyasov et al., 2013; Bilikova
etal., 2015).

2.3.3.4 Hymenoptaeciny
Na rozdil od v tfidé hmyzu takika vSudyptitomnych defensinti jsou hymenoptaeciny opét
specifické jenom pro urcité blanokiidlé druhy, jejich vyskyt se piekryva s abaecinem
(Riddell et al., 2009; Xu et al., 2009; Tian et al., 2010). Pfislusi do skupiny peptidi
bohatych na Gly (Casteels et al., 1993).

V¢eli hymenoptaecin disponuje celkovym nébojem +5. Je vystavén z 93 AK
a N-koncové pyroglutamové kyseliny (Casteels et al., 1993). Vystepuje se z prekurzoru
o délce 129 AK a inhibuje rast jednak G+, jednak G- bakterii, pfi¢emz v u¢inku vuci
G- bakteriim jevi komplementaritu k apidaecinu. NaruSuje jejich vnitini i pfipadnou
vné&jsi membranu (Casteels et al., 1993; Casteels-Josson et al., 1994). Pro indukovani
syntézy hymenoptaecinu, ale i abaecinu a defensinu 1 je v porovnani s apidaecinem
zapotiebi vétsi mnozstvi patogent, jejich nastup je rovnéz opozdén (Casteels-Josson et
al., 1994). Hymenoptaecin negativné reguluje expresi genu pro vitellogenin roztoce
Tropilaelaps mercedesae (Wu et al., 2020a). Naopak expresi hymenoptaecinu a abaecinu
ve véelach starych sedm dni snizuje expozice propolisu (Simone et al., 2009; Borba et al.,
2015). Simone-Finstrom et al. (2017) maji pro tento fenomén vysvétleni — propolis, ktery
sdm 0 sob¢ vykazuje antimikrobialni u¢inky, snizuje energetické naroky organismu na
imunitni odpovéd’. V¢ely pak maji k dispozici vice zivin pro pfezimovani, pééi o plod

apod.

2.3.3.5 Peptidy vceliho jedu a materi kaSicky

V prubéhu evoluce se u ¢asti blanoktidlych vyvinul bodaci aparat jako prostiedek
Kk uchvaceni kofisti. S rozvojem socialniho zivota se z zihadla a z jedu, ktery jim vytéka
do rany, stala zbran slouzici Kk obrané vcelstva pied predatory, ale i pied patogeny
(Baracchi et al., 2011). Hlavnim toxinem v¢eliho jedu je melittin (Habermann, 1972). Po
odstépeni z prekurzoru sestava z 26 AK, jez mu davaji amfifilni charakter a aktivitu vuci
celé paleté bakterii a hub (Habermann, 1972; Tosteson & Tosteson, 1981; El-Seedi et al.,
2020). Mechanismy uc¢inku melittinu jsou detailné prozkoumany. Primarné rozrusuje CM
podle modelu toroidniho poru (Yang et al., 2001). Ttebaze se podili na bolestivosti
véeliho bodnuti a vzniku zanétu, v malych davkach mé protizanétlivé G¢inky, ponévadz
potlacuje Cinnost signélnich drah regulujicich hladiny mediatori zanétu (Lee & Bae,
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2016). Terapeuticky potencidl melittinu ovsem brzdi jeho sklon k hemolyze, pro¢ez ho
neni vhodné povazovat za AmP v uz§im slova smyslu — neucinkuje selektivné proti
mikroorganismum (Yang et al., 2001).

Antibakteridlni a antifungalni ptisobeni vceliho jedu umociuje peptid secapin,
inhibujici serinové proteazy vcetné téch mikrobialnich (Hou et al., 2014; Lee et al.,
2016b). A co vic, Van Vaerenbergh et al. (2013) v jedu v¢el detekovali AmP apidaecin.

Piidatné specifictéjsi funkce vjedu véely medonosné zastavaji peptidy apamin
a mastocyty degranulujici peptid (mast cell degranulating peptide, MCDP). Oba toxiny
nedosahuji ani ¢tyfprocentni koncentrace melittinu (de Lima & Brochetto-Braga, 2003).
Apamin je zndm jako neurotoxin a MCDP kromé toho facilituje vyplaveni histaminu ze
zirnych bunék (Ziai et al., 1990). Shin et al. (2017) publikovali, ze apamin potlacuje rust
houby ¢erné stiidavé (Alternaria alternata). Na bakterie ale vliv nema (Kuzmenkov et
al., 2022). Antimikrobialni aktivita MCDP nebyla prokazana (El-Seedi et al., 2020).

Mateii kaSi¢ka obsahuje vyjma royalisinu i dalsi peptidy s antimikrobialnimi
vlastnostmi, jmenovité jelleiny I, 11 a I1, které ptsobi na kvasinky a G+ i G— bakterie.
Posledni peptid, jellein IV, proti nim nevykazuje Zzadnou aktivitu. V kontrastu
s melittinem nelyzuje ¢ervené krvinky ani jeden z nich (Fontana et al., 2004). Jelleiny
jsou tvoreny enzymovym stépenim hlavniho proteinu mateti kasicky 1 (major royal jelly
protein 1, MRJP 1), produkovaného hltanovymi Zlazami véel a uvoliiovaného do mateii
kaSicky (Fontana et al., 2004; Muresan et al., 2022).

V matefi kasicce byl nalezen také peptid apisimin (Bilikova et al., 2002). Ac¢koliv u néj
nebyla a potad neni pozorovana antimikrobialni aktivita, Evans et al. (2006) jej zaclenili
spolu s obéma defensiny, abaecinem, apidaecinem a hymenoptaecinem mezi véeli AmP
(Bilikova et al., 2002; Danihlik et al., 2016). Nejnov¢&jsi vyzkum apisiminu na poli
imunity poukazuje akorat na to, ze v kombinaci s jinymi latkami matefi kasic¢ky stimuluje

krevni monocyty (Gannabathula et al., 2015).

2.3.3.6 Produkce antimikrobialnich peptidi

Tak jako u skoro vSech druhli hmyzu se i ve v¢ele medonosné po stetnuti s patogeny
zvySuje exprese gent pro AmP, vedouci k vyplaveni abaecinu, apidaecinu, defensinu
a hymenoptaecinu do hemolymfy (Casteels-Josson et al., 1994). Bulet a Stocklin (2005)
uvadi, ze hmyz s proménou dokonalou, kam spadaji i blanok#idli, syntetizuje AmP
Vv riznych epitelech, a pfedev§im v tukovém télisku, jez omyva hemolymfa (Larsen,

1976). Hmyz s proménou nedokonalou je podle nich produkuje v hemocytech (Bulet &
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Stocklin, 2005). Zhang et al. (2021) podotykaji, Ze AmP bezobratlych jsou distribuovany
vV hemolymfg, rozlisnych tkdnich a mukoznich sekretech. Analyza proteinti slizovych Zlaz
trubct afrikanizovanych véel vak na Zadné AmP neupozorfiuje (Colonello & Hartfelder,
2003).

Tukové télisko zadecku sestava z volné prilehlych bunék s vysokym obsahem lipida
a glykogenu, obsahuje také proteinové granuly (Larsen, 1976; Costa-Leonardo et al.,
2013). Nov¢jsi studie na vcelach doklada, Ze se zde vedle adipocyti nachazi
i oenocytoidy. Déale poukazuje na jeho segmentaci a soudi, ze dil¢i segmenty jsou na sob¢
funk¢né nezavislé a jejich rozvrstveni odpovida vnéjsim tergitim zadecku (Strachecka et
al., 2021). Tukové télisko slouzi jako zasobarna zivin a k tomu jevi znacnou
biosyntetickou aktivitu, z hlediska ¢ehoz ho lze piirovnat k jatrim obratlovct (Larsen,
1976; Strachecka et al., 2021). Schonfeld (1955) ve své knize vénované vcelaifim
zduraziuje, Ze se tukova tkan vyjma zadecku vyskytuje i v hrudi za Uponem podélnych
létacich svalti a u vkloubeni kiidel, ve hlavé pak v blizkosti tykadel.

Co se tyce ostatnich tk&ni potencialné zapojenych do produkce AmP, vyzkum Maa et
al. (2013) mj. uké&zal, ze se v zaludku véely medonosné transkribuje gen pro abaecin
(Obr. 6 D). Zaludek konéi piimo pied vyusténim malpighickych trubic, vyludujicich
z téla vodu a odpadni latky (Schdnfeld, 1955). V tomto exkreénim organu byly u létavek
nalezeny transkripty apidaecinu a defensinu 1 (Vannette et al., 2015) (Obr. 6 E).

Pro hlavy plati, ze létavky exprimovaly geny kodujici AmP rovnéz v hltanovych
a mandibularnich zlazach, a to mnohem vice nez krmi¢ky, cozZ je piekvapivé ze dvou
diavodu (Vannette et al., 2015) (Obr. 6 A, B). Za prvé, hltanové zlazy jsou klicové pro
krmeni a vyzivu plodu. Za druhg, s ptibyvajicim stafim véel obé¢ zlazy atrofuji (Schonfeld,
1955). Ze srovnani intenzity exprese AmP v hltanovych vs. v malpighickych zlazach
vychazi Iépe hltanové, hladiny jejich genii jsou zde 1000x vyssi (Vannette et al., 2015).

MRNA defensinu 1 byla v hltanovych a mandibularnich Zlazach detekovana jiz diive
Klaudinym et al. (2005), ktefi ji navic nalezli i v hrudnich (labialnich) zlazach (Schonfeld,
1955) (Obr. 6 A, B, C). mRNA defensinu 2 nestanovili ani v jedné tkani, byt potvrdili
jeji existenci v hrudi, jakoz i v hlavé (Klaudiny et al., 2005).

Profily exprese abaecinu, apidaecinu, defensinu 1 i hymenoptaecinu ve hlavach
a zadeCcich dospélct  publikovali  Aronstein & Saldivar (2005). Transkript
hymenoptaecinu v extraktu z hlavy neslo zvolenou polymerasovou fetézovou reakci
(PCR) detekovat. Bandy piislusici hymenoptaecinu v zadecku a apidaecinu v obou

télnich ¢astech byly sotva znatelné. Zato bandy abaecinu a defensinu 1 se vyvinuly dobfte.
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Tloust'ka bandi defensinu 1 z hlavy a ze zadecku byla srovnatelna. Co se tyce abaecinu,
vyrazngj$i byl band pro zadecek.

Vétsina publikaci zabyvajicich se expresi véelich imunitnich faktort dospiva
k vysledkam analyzami mRNA, resp. cDNA (Casteels-Josson et al., 1994; Aronstein &
Saldivar, 2005; Klaudiny et al., 2005; Mao et al., 2013; Vannette et al., 2015). Transkripce
gent vSak nemusi nutné korespondovat s jejich translaci do kone¢ného proteinu (Dutta et
al., 2008). Skute¢né pomeéry tim paddem mohou lépe reflektovat techniky pracujici
s peptidy a proteiny. Houdelet et al. (2022) pomoci zobrazovaci hmotnostni spektrometrie
a peptidového mapovani s matrici asistovanou laserovou desorpci/ionizaci (MALDI)
vizualizovali a porovnali prifezy tk&ni zdravych véel a véel nakazenych hmyzomorkou
Nosema ceranae. S ptispénim databaze molekulovych ionti pak kromé jiného
lokalizovali vyskyt abaecinu, apidaecinu a royalisinu. Apidaecin byl zmapovan
rovnomé&rné V oblasti toku hemolymfy hlavou, hrudi i zadeckem. Abaecin byl ve zvysené
koncentraci ptitomen v hlavé a okolo Zaludku a vykalového vaku (Obr. 6, F). Exprese
royalisinu se omezila na hlavy véel, nejvyssi intenzity dosahla v misté hltanovych Zlaz
(Obr. 6, A). Na rozdil od obou AmP nedoznala v kontrolnich a infikovanych vzorcich
zadnych zmén.

V prubéhu feseni své diplomové prace uplatnila Botikova (2022) k detekci abaecinu,
defensinu 1 a hymenoptaecinu analyzu s enzymem vazanym na imunosorbent (enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA). Z méfeni extraktt hlav LPS injektovanych véel
vyplynulo, Ze navySovanim koncentraci LPS dochédzelo ke znatelnému vzestupu
koncentrace defensinu 1 ve hlavach, coz nutné nerozporuje pozorovani Houdelet et al.

vrwe

(2022), protoze rust hladin mohl byt zapti¢inén vyhradné isoformou z hemolymfy.

Obr. 6: Orgény, v nichz byl zaznamenan vyskyt antimikrobialnich peptidu ¢i jejich transkriptu.
Hltanové zlazy (A), mandibularni (B) a labialni zlaza (C), Zaludek (D), malpighické trubice (E)
a vykalovy vak (F). Tukové télisko neni zakresleno (ptevzato a upraveno ze Schonfeld, 1955).
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2.4 Signalni drahy

Signalni drahy neboli kaskady muzeme definovat jako ,,sekvence udalosti umoziujici
bunkam piijmout signél a biologicky na néj reagovat™ (Kodicek, 2018, s. 39). Regulaci
buné¢ného metabolismu nebo exprese gend davaji bunkam schopnost komunikovat
a plnit télesné funkce, tu imunitni nevyjimaje (Akira et al., 2006; Alberts et al., 2008).
V jejim ptipad¢ se signalni drahy spousti reakci rozliénych PAMPs se specifickymi
PRRs. Indukuji vyraznou imunitni odpovéd’ proti patogenu ¢i skupiné patogend, jejichz
PAMPs byly rozpoznény (Akira et al., 2006).

Ke zprostiedkovani imunitni odpovédi vyuZziva véela medonosna celkem étyfi signalni
kaskady. Jde o signalni drahy Toll, JAK/STAT, Imd a JNK. Geny kddujici signalni
molekuly jsou naprosto homologni s t¢émi v modelovych organismech D. melanogaster
a A. gambiae. Béhem analyzy genomu v¢ely medonosné v roce 2006 se nepodafilo najit
gen ligandu Unpaired (Upd) ze signalizace JAK/STAT. Jelikoz je funkce této signalni
drahy zachovana, ma se za to, ze je stimulovana odlisnym, prozatim neznamym proteinem
(Evans et al., 2006; McMenamin et al., 2018). Ve srovnani s octomilkami je pozménéna
i signalni draha Toll, nebot’ véelam chybi transkripéni faktor Dif. Produkuji ale hned dvé
isoformy transkripéniho faktoru Dorsal (Evans et al., 2006). Vyplavovani AmP

z tukového téliska je fizeno drahami Toll a Imd (Marmaras & Lampropoulou, 2009).

2.4.1 Signalni draha Toll
Podnétem pro iniciaci signalni drahy Toll je infekce G+ bakteriemi a houbami, resp.
PGRP a BGRP regulovana kaskada proteas (Lemaitre et al., 1996; Parker et al., 2001).
McMenamin (2018) k jejim aktivatoram piipocitava i viry. Zvyseny piepis genl této
drahy pozorovali Annoscia et al. (2019) i u véelstev napadenych klestikem véelim.

Cinnosti vy$e zminénych proteas dochazi k oditépeni C-koncového fragmentu
extracelularniho proteinu Spatzle, jehoz vazbou na transmembranovy receptor Toll se
signal transdukuje (Parker et al., 2001). Uvnité buiiky se s dimerizovanou
cytoplazmatickou domeénou receptoru asociuje komplex dvou proteinti, Myd88 a Tube,
poté i kinasa Pelle, jez se takto aktivuje. Nasleduje fosforylace, ubikvitinace a degradace
proteinu Cactus, v disledku ¢ehoz se uvolni Dorsal, nacez se translokuje do jadra, kde
navodi syntézu AmP (Evans et al., 2006; Aggarwal & Silverman, 2008; Manniello et al.,
2021) (Obr. 7, A).

Aronstein a Saldivar (2005) pomoci techniky RNA interference uml¢ili jeden z gend

kodujicich veeli Toll receptor, Am18w, jenze expresni profil AmP zistal neménny. Bud’
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se jejich produkce viibec neti¢astni, nebo byla jeho absence vykompenzovana ostatnimi
receptory této ¢i zbylych kaskad. Naproti tomu Lourengo et al. (2018) knock-downem
genu pro Dorsal dokazali, ze signalni draha Toll reguluje expresi defensinu 1. Draze Toll
se u vcel jesté pripisuje modulace hladin PO a vSech tii lysozymu, aniz by pro to
V soucasnosti existovaly experimentalni podklady (Evans et al., 2006).

Kromé imunity ovliviiuje signélni draha Toll u hmyzu diferenciaci embrya podél
dorzoventralni osy, jak zjistily vyzkumy embryogeneze na octomilce obecné (Lemaitre
etal., 1996).

2.4.2 Signalni drdha JAK/STAT

Néazev signalni drahy JAK/STAT odkazuje na jeji dva kli¢ové komponenty — Janus Kinasy
(JAK) a proteiny zvané signalni transduktéry a aktivatory transkripce (STAT) (Shuai &
Liu, 2003). Vedle nich v ni vystupuje ligand Upd, jenz je ovSem u véel nahrazen
nezndmym ligandem, a jeho receptor Dome (Evans et al., 2006; Marmaras &
Lampropoulou, 2009). Signalizace je po stimulaci viry ¢i bakteriemi zahajena navazanim
ligandu na Dome, ktery podléha dimerizaci (Shuai & Liu, 2003; Kingsolver et al., 2013).
Prilehle JAK fosforyluji specificka Tyr rezidua na receptoru za vzniku dokovaciho mista
pro STAT, znichz se po fosforylaci JAK také stavaji dimery. V tomto uspotfadani
disociuji a jakozto transkripéni faktory putuji do jadra (Shuai & Liu, 2003) (Obr. 7, C).
Vysledkem je pravdépodobné proliferace hemocyti a antivirova odpovéd’ (Evans et al.,
2006; Kingsolver et al., 2013).

2.4.3 Signalni drdha Imd

Imunodeficientni (Imd) signalni drahu uvadéji do chodu typicky G— bakterie, ale i nékteré
G+ bakterie a mozna i viry (Aggarwal & Silverman, 2008; McMenamin et al., 2018). Vi
se, ze Jeji PGRP jsou stimulovany peptidoglykanem obsahujicim kyselinu
diaminopimelovou a Ze spousti adaptorovy protein Imd (Aggarwal & Silverman, 2008).
Imd se asociuje s proteinem dFADD a ten zase s kaspasou Dredd. Aktivace Dredd vede
k ubikvitinaci Imd. Vytvoteny polyubikvitinovy fetézec zaznamené kinasa TAK1, procez
rekrutuje IKK komplex. Tento prvek pieda fosfat transkripénimu faktoru Relish, ¢imz
podniti jeho rozstépeni kaspasou Dredd. Uvolnéna N-koncova doména pak prochazi pres
jadernou membréanu, kdezto C-koncova zistava v cytosolu (Kingsolver et al., 2013)
(Obr. 7, B). Podle Schliinse a Croziera (2007) signalni draha Imd reguluje expresi

abaecinu a hymenoptaecinu, nikoliv vSak defensinu 1.
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Obr. 7: Schéma signalnich drah Toll (A), Imd (B) a JAK/STAT (C), aktivovanych skrze receptory
rozpoznavajici molekularni vzory bakterii, hub a virG (pfevzato a upraveno z Manniello et al.,
2021).

2.4.4 Signalni drdha JNK

Signalizace prostfednictvim drahy Imd muize modulovat taktéz komponenty signalni
drahy JNK (Evans et al., 2006). Kinasa TAK1l ma schopnost pusobit na
c-Jun N-koncovou kinasu (JNK), jez, jak jeji nazev napovida, fosforyluje transkripcni
faktor c-Jun. Po aktivaci Relish navic dochazi k degradaci TAK1 a utlumeni této
signalizace (Tafesh-Edwards & Eleftherianos, 2020). V télech véel by mohla hrat roli pii
setkani s viry — pfitomnost klestikti s vysokou nalozi viru deformovanych kiidel vyvolala
zmény V expresi genti implikovanych v signalni draze JNK (McMenamin et al., 2018;
Annosciaetal., 2019). Wu et al. (2020b) ve své studii dosli k zavéru, Ze tuto drdhu u véely

vychodni ovliviiuje jeji sttevni mikrobiom.
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2.5 Metoda ELISA

ELISA je citlivou a na vybaveni laboratoie pomérné nenaro¢nou metodou, zaloZzenou na
dvou principech, imunochemickeém a biochemickém — na schopnosti Ab specificky poutat
antigeny (Ag) s epitopy komplementarnimi k jejich paratoptim a na schopnosti uréitych
enzymu katalyzovat pfeménu chromogennich substrati na barevné produkty. Ab jsou
pfitom na takovéto enzymy konjugovany kovalentni vazbou (Hornbeck, 2015;
Konstantinou, 2017).

Metoda ELISA pocina adsorpci antigenu (analytu) na pevny podklad, obvykle na
jamky ¢iré mikrotitraéni destiCky zhotovené z polystyrenu. Adsorpéni schopnosti
materialu, a tim i citlivost detekce zvySuje oxidace jeho povrchu ozafenim paprsky gama
(Feng et al., 2009; Konstantinou, 2017). Po inkubaci, jiz je potieba nechat prob&hnout
i po dalSich nanaSecich krocich, se mikrodesti¢ka proplachne promyvacim pufrem,
zpravidla fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem (phosphate-buffered saline,
PBS) s detergentem. Promyvani se opakuje mezi kazdym bodem postupu. Né&sleduje
tzv. blokovani, které si klade za cil, aby se v§echna zbyla mista nenasycend Ag pokryla
inertnim proteinem. Ideélni volbou byva hovézi sérovy albumin (BSA) rozpustény
Vv blokovacim pufru, jenz se jinak od toho promyvaciho nelisi. Coby alternativa BSA
mize poslouZit zelatina ¢i susené mléko. Poté se do smési vpravi konjugat Ab a enzymu
(Hornbeck, 2015; Konstantinou, 2017). Zdarného vysledku lze dosahnout jediné tehdy,
kdyz Ab reaguje vyluc¢né s analytem, a ne s blokujicim proteinem (Shah & Maghsoudlou,
2016).

Pfidanim roztoku substratu se c¢innosti imobilizovaného enzymu zaéne vyvijet
méfitelny signél, a to zména barvy kapaliny v jamkach. Mezi tradi¢né pouzivané substraty
patii 3,3,5,5¢-tetramethylbenzidin (TMB), o-fenylendiamin anebo p-nitrofenylfosfat.
Transformaci prvnich dvou sloucenin katalyzuje fenolovy donor:peroxid vodiku
oxidoreduktasa (kifenova peroxidasa, HRP z anglického horseradish peroxidase, EC
1.11.1.7) (Obr. 8). Posledni jmenovany reaktant je zase stépen fosfat-monoester
fosfohydrolasou (alkalicka fosfatasa, EC 3.1.3.1). Detekce na bazi spektrofotometrie se
uskute¢iiuje uvnitf mikrodestiCkovych readera (Konstantinou, 2017). Generované
zbarveni je pro tcely méfeni absorbance vhodné nejprve ustalit. Kupfikladu oxidaci TMB
katalyzovanou HRP Ize terminovat Upravou pH, povétsinou dosazenou napipetovanim
ziedéné kyseliny sirové (Obr. 8). Nespornou piednosti zastaveni této reakce je znasobeni

citlivosti stanoveni (Crowther, 2000).
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Obr. 8. Kfenovou peroxidasou katalyzovand oxidace chromogenniho substratu
3,3¢,5,5¢-tetramethylbenzidinu na modry stabilizovany komplex. Reakci lze zastavit drastickym
snizenim pH, pak kvantitativné vznika staly zluty diimin (pfevzato a upraveno z Harpaz et al.,
2020).

2.5.1 Varianty a modifikace metody ELISA

Vyse uvedeny postup uvazuje nejjednodussi, piimé uspofadani metody ELISA
(Konstantinou, 2017) (Obr. 9, A). ELISA je vsak neobycejné flexibilni a lze ji vyhotovit
v ¢etnych variacich, poskytujicich vyhody (a jisté nevyhody) oproti pfimému formatu. Za
dalsi tfi zakladni typy metody se povazuji nepiimd, sendvicova a kompetitivni ELISA
(Shah & Maghsoudlou, 2016).

Protokol pro neptimé uspotadani se od pfimého odklani vyuzitim dvou druhti Ab,
primarni a sekundarni. Na naneseny Ag se nejdfive navaZze neznacena primarni Ab a na
tu se posléze uchyti sekundarni Ab konjugovana na enzym (Aydin, 2015) (Obr. 9, B).
Diky tomu, Ze primarni Ab disponuji vicero epitopy pro nasednuti vice nez jedné
sekundarni Ab, se signal amplifikuje (Lin, 2015). Od toho se odviji vysoka citlivost
stanoveni. Komer¢ni sekundarni Ab byvaji cileny na nespocet primarnich Ab, nemusi se
tedy syntetizovat na zakazku, coz ¢ini cenu analyzy piijatelnéjsi. Na druhou stranu je pii
vybéru sekundarni Ab nezbytné brat zietel na jeji potencidlni kiizovou reaktivitu s Ag
(Shah & Maghsoudlou, 2016). Kromé Ag se analytem v nepiimé varianté¢ metody ELISA
muze stat i primarni Ab (Hornbeck, 2015).
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Obr. 9: Bézna uspotradani metody ELISA: pfimé (A), neptimé (B), sendvi¢ové (C), kompetitivni
se znacnou protilatkou (Ab) (D) a kompetitivni se znacenym antigenem (Ag) (E) (pfevzato

a upraveno z Konstantinou, 2017).

Na rozdil od pfimého a nepfimého uspotradani neza¢ina sendvi¢ova ELISA imobilizaci
Ag, nybrz Ab, ktera je nazyvana zachytnou a ktera z jedné strany obklopuje Ag. Z druhé
se na n&j vaze primarni Ab a na ni pak oznacena sekundarni Ab (Obr. 9, C) (Shah &
Maghsoudlou, 2016). Umoziuje-li to situace, Ize primarni a sekundarni Ab nahradit
jedinou Ab podobné jako u ptimého formatu (Aydin, 2015). Sendvi¢ova ELISA nabizi
nejcitlivéj$i stanoveni, vyzaduje ale dva ruzné epitopy na Ag (Konstantinou, 2017).
Vzorek analytu neni nutné pted analyzou purifikovat, nebot’ zachytné Ab vychytavaji Ag
afinitné. Nevyhodami jsou zvyS$ena finanéni a ¢asova naro¢nost, a to nejen pii provadéni
experimentu, ale i pti vybirani vhodné kombinace Ab (Stanker & Hnasko, 2015; Shah &
Maghsoudlou, 2016).

Kompetitivni metody ELISA mohou byt piizpisobeny piimému, nepiimému
I sendvicovému uspotradani (Crowther, 2000). Vyznacuji Se tim, ze se spolu se
stanovovanym Ag ¢i Ab do jamek zanasi i znamé mnozstvi enzymem znaceného, jinak
vsak identickeho referen¢niho Ag, resp. Ab. Analyt a referen¢ni konjugat soutézi 0 vazbu
na adsorbovanou Ab, resp. Ag (Obr. 9, E, D). Pii vypoctu koncentrace analytu se tudiz
nevychazi z ptimé, ale z nepfimé uméry — ¢im je signal intenzivngjsi, tim vice refere¢ni
latky se navazalo na Ukor analytu, ktery byl v roztoku proporcionalné méné zastoupen

(Aydin, 2015). Kompetitivni formaty metody ELISA se voli hlavné tehdy, kvantifikuji-li
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se Ag, jez se bud’ vykytuji ve vzorku v nepatrnych koncentracich, nebo maji jen jeden
ptistupny epitop, ¢imz vyluéuji pouziti klasického sendvi¢ového uspotadani (Crowther,
2000).

ELISA byla vyvinuta Engvall a Perlmannem (1971) se zamérem poskytnout
jednodussi a zaroven srovnatelné citlivou alternativu k ve své dob&é velmi popularni
metod¢ radioimunoanalyzy (RIA). Metoda RIA je zalozend na imunochemické reakci
mezi Ab, volnym Ag a radioaktivné znacenym Ag (Yalow, 1980). Engvall a Perlmann
zachovali jeji de facto kompetitivni povahu, namisto znac¢eni radionuklidy ovsem vyuzili
schopnosti alkalické fosfatasy hydrolyzovat p-nitrofenylfosfat na zluty p-nitrofenol
(Engvall, 2010). Od té doby prosla metoda ELISA mnohymi Upravami a jeji vyvoj stale
pokracuje (Gao et al., 2020). Moznosti detekce signélu se z barevnych reakci rozrostly
téZ na fluorescen¢ni nebo chemiluminiscenéni, jez vykazuji vyssi citlivost. Ze stejného
divodu se Ab, popt. Ag propojuji s molekulami enzymu komplexem biotin-avidin
(Konstantinou, 2017).

Nikdy neutuchajici poptavka po citlivéjsich a robustngjsich metodach motivuje
vyzkum modifikaci metody ELISA vydobytky z oboru nanotechnologii (Gao et al.,
2020). Klasické substraty byly vyménény za tzv. plazmonické nanocastice, které
reorganizaci své struktury vizualné indikovaly ptitomnost analytu s nebyvale nizkou mezi
detekce (de la Rica & Stevens, 2012). Na tento ,,plazmonicky* format metody ELISA
byly rovnéZ adaptovany nanonosice jako liposomy, zarucujici dodate¢nou amplifikaci
signalu (Bui et al., 2015). Ptirodni enzymy, jejichZ pouzitelnost je limitovana naroky na
uz8i rozsah teploty a pH, mohou byt v dohledné dobé nahrazeny tzv. nanozymy,
nanocasticemi s vlastni katalytickou aktivitou (Wei & Wang, 2013; Gao et al., 2020).

2.5.2 Vyuziti metody ELISA

ELISA se bézné pouziva ke stanoveni proteinu, peptida, ale také nizkomolekularnich
organickych latek konjugovanych na vhodny nosi¢. Analyze se d& podrobit i analyt
rozprostieny v komplexnich matricich (Konstantinou, 2017; Sakamoto et al., 2018).
Ziskana data mohou mit kvalitativni, semikvantitativni nebo kvantitativni charakter
(Reber et al., 1995; Konstantinou, 2017).

Metodu ELISA, hojn¢ vyuzivanou Vv oblasti zdravotnictvi, I1ze analogicky uplatnit pti
vySetfovani povahy patogenu napadajicich vcelstvo, jak dokladaji ¢lanky popisujici

detekovani viru akutni paralyzy vcel, viru deformovanych kiidel i kasmirského v¢eliho
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viru (Allen et al., 1986; Bowen-Walker et al., 1999; Shen et al., 2005; Shah &
Maghsoudlou, 2016).

Na studium v¢elich peptidi, potazmo proteind ji pravdépodobné poprvé aplikovali
Won et al. (2009), kdyz pomoci ni prokazali, Ze profil proteinti korejského a evropského
medu se rizni. Bilikova a Simuth (2010) taktéz zkoumali slozeni medu, metodou ELISA
kvantifikovali protein MRJP 1. Na jejich vysledky navazali Shen et al. (2015). Vyvinutim
specific¢téjsi Ab proti stejnému analytu méteni vyrazng¢ zptesnili. O rok pozdéji se ELISA
uplatnila pii detekci defensinu 1, rovnéz v medu (Valachové et al., 2016). Pole puisobnosti
metody bylo v roce 2015 rozsiteno na dalsi v¢eli produkt — stanovila se ji koncentrace
melittinu ve v¢elim jedu i v kosmetice z n¢j vyrabéné (Suh et al., 2015).

Ze veelich t¢l, konkrétné hemolymfy vcely medonosné a vychodni, byl metodou
ELISA kvantifikovan royalisin. Autofi zjistili, ze jeho koncentrace v hemolymf& véely
vychodni byla vyznamné vys$$i nez v piipadé véely medonosné, a to jak béhem infekce,
tak i pied a po jejim prodélani (Shen et al., 2014). Optimalizaci této imunoanalyzy pro
stanoveni relativniho zastoupeni peptidi abaecinu, defensinu 1 a hymenoptaecinu
provedla Botikova (2022). Krom¢ vyskytu uvedenych AmP v hemolymf€, pro coz byla
optimalizace zamyslena, provedla prvotni zhodnoceni jejich zastoupeni v extraktech

z hlavy a zade¢ku U imunitné naivnich a LPS vystavenych jedinci.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikélie

3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (Carl Roth, Némecko)

Abaecin (Moravian-Biotechnology, Ceska republika)

Coomassie briliantova modi G 250 (CBB G 250, Sigma-Aldrich, USA)
Defensin 1 (Moravian-Biotechnology, Ceska republika)

Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Sigma-Aldrich, USA)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta, Ceska republika)
Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, USA)

Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)

Hydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner, Ceska republika)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Hydrogenuhligitan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Hymenoptaecin (Moravian-Biotechnology, Ceska republika)

Chlorid sodny (Penta, Ceska republika)

Kozi anti-krali¢i sekundarni protilatka konjugovana s kienovou peroxidasou
(Sigma-Aldrich, USA)

Krali¢i priméarni protilatka proti abaecinu (Moravian-Biotechnology, Ceska republika)
Krali¢i primarni protilatka proti defensinu 1 (Moravian-Biotechnology,
Ceska republika)

Krali¢i primarni protilatka proti hymenoptaecinu (Moravian-Biotechnology,
Ceska republika)

Kyselina citronova (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina fosforeéna 85% (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina sirova 96% (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina trifluoroctova 98% (Sigma-Aldrich, USA)

Lipopolysacharidy z Escherichia coli O111:B4 (Sigma-Aldrich, USA)
Methanol (Lach-Ner, Ceska republika)

MIéko susené, nizky obsah tuku (Carl Roth, Némecko)

Monohydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Sigma-Aldrich, USA)
Tetrahydrat peroxoboritanu sodného (Merck, USA)

Tween 20 (Carl Roth, Némecko)

37



Uhli¢itan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

3.1.2 Biologicky materiél
Véely, jez byly vramci bakalaiské prace zpracované, byly kranského plemena
(A. mellifera carnica) a pochazely ze vcelnice Mgr. Jitiho Danihlika, Ph.D. Sbér véel
probehl 27. ervence 2022. Ramek se zavickovanym plodem byl dopraven do laboratote,
kde byl ponechan v inkubatoru nastaveném na 34 °C (vlhkost 50-60 %) do vylihnuti v¢el.
Vylihnuté véely o definovaném stafi (2-3 dny) byly rozdé€leny do klicek a krmeny po
dobu 24 h roztokem LPS o hmotnostnich koncentracich 30, 60 a 120 ug-ml* v 50%
sacharose v pfipadé imunizovanych vzorki, v pfipad¢é kontrolnich pak roztokem 50%
sacharosy. Poté byly vcely zamraZzeny a uschovany v mrazicim boxu pii —30 °C.

Jiz lyofilizovand hemolymfa cerstvé vylihnutych mladusek byla doddna vedouci

prace.

3.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické laboratorni vahy CPA225D (Sartorius, Némecko)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Digitalni pH metr (XS Instruments, Itéalie)

Chlazena centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)
Lyofilizator L10-5 (Gregor Instruments, Ceské republika)
Magnetickd michacka TKO (Kartell, Italie)

Mikrodestickovy reader Synergy H1 (BioTek, USA)
Minicentrifuga C1008-B (Benchmark Scientific, USA)
Minittepacka Vortex V-1 plus (Biosan, LotySsko)

Oscilaéni mlyn MM 400 (Retsch, Némecko)

Parni sterilizator (Tuttnauer, Nizozemsko)

Programovatelny rotator Multi Bio RS-24 (Biosan, Loty$sko)
Ptesné vahy PS 210.R2 (Radwag, Polsko)

Termostatovana ttepacka PST-100HL (Biosan, LotySsko)
Ultrazvukova lazeti K5 (Kraintek, Ceské republika)

3.1.4 Pouzité roztoky
10x koncentrovany promyvaci pufr pH 7,5: 109,55 g-1" chloridu sodného,
5,20 g-I"t monohydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného, 1,85 g-I*

hydrogenfosfore¢nanu sodného v destilované vodé¢, autoklavovano
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Blokovaci pufr: 5,00 g-I! suseného mléka v pracovnim promyvacim pufru

ELISA substrat: roztok TMB smichany s fosfo-citrdtovym pufrem s peroxoboritanem
sodnym v poméru 1 : 40 objemovym dilim

Fosfo-citratovy pufr s peroxoboritanem sodnym pH 4,6: 17,09 g-1** dihydratu
hydrogenfosforeénanu sodného, 9,98 g-I"t kyseliny citronové, 0,76 g-I* tetrahydratu
peroxoboritanu sodného v destilované vodé

K-fosfatovy pufr (K-Pi) pH 7,0: 10,63 g-I"! hydrogenfosfore¢nanu draselného, 5,24 g-I*
dihydrogenfosfore¢nanu draselného v destilované vodé

Nanaseci pufr pH 9,6: 4,24 g-I* uhli¢itanu sodného, 5,04 g-I"! hydrogenuhli¢itanu
sodného v destilované vod¢, autoklavovano

Pracovni Bradfordovo ¢inidlo: zasobni Bradfordovo ¢inidlo nafedéno destilovanou
vodou v poméru 1 : 4 objemovym dilim

Pracovni promyvaci pufr: 1,10 g-I"! detergentu Tween-20 v 10x koncentrovaném
promyvacim pufru nafedéném destilovanou vodou v poméru 1 : 9 objemovym dilim
Roztok TMB: 24 g-I* TMB v DMSO

Zasobni Bradfordovo &inidlo: 0,50 g-I" CBB G 250 v methanolu, 85% kyseling
fosforeéné a destilované vod¢ smichanych v poméru 1 : 2 : 1 objemovému dilu

Zasobni roztok BSA: 0,01 g-I"t BSA v destilované vodé

3.2 Metody
3.2.1 Metoda dle Bradforda

Bradfordova metoda byla vyuzita ke stanoveni celkové koncentrace proteint ve vzorcich
véel (Bradford, 1976).

3.2.1.1 Zpracovani vzorki

Byly zpracovany celkem ¢tyii skupiny vcel — tii experimentalni, krmené LPS o cm = 30,
60 a 120 pg-ml?, a jedna kontrolni. Véelam byly po rozmrznuti odsttizeny hlavy a po
uchopeni poslednich 2 tergiti zade¢ku jim byla pomoci pinzety vyjmuta vétsina
digestivniho traktu — medovy vacek, zaludek, stfeva a vykalovy vak s vlastnim rektem
(Schonfeld, 1955). Piestiizenim stopky mezi hrudi a zadeCkem a odstiizenim vykalového
vaku od zbytku vypreparované travici trubice byly ziskany jednotlivé vzorky riznych
tkani — hlav, hrudi, zadec¢ku a stiev (Obr. 10).
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Obr. 10: Separované v¢eli télni ¢asti: hlava (A), hrud’ (B), zade¢ek (C) a travici trakt (D). Travici
trakt byl pro téely Bradfordovy metody zbaven vykalového vacku, pii provadéni metody ELISA

byl pouzit sice vcelku, ale pouze v priubéhu pilotniho méfeni.

Kazda oddélena telni ¢ast byla spolu s tiemi homogeniza¢nimi kulickami okamzité
vlozena do 2ml mikrozkumavky ponechané na ledu. Vzorky byly nasledné ptemistény
do mraziciho zafizeni nastaveného na —60 °C. Po 30 min byly vzorky naskladany do
kovovych desek vychlazenych rovnéz na —60 °C a homogenizovany pomoci oscila¢niho
mlynu po dobu 10 min a pii frekvenci 30 s

Po homogenizaci bylo do v§ech mikrozkumavek pipetovano 200 ul K-Pi, vzorky byly
dukladné protfepany na minitiepacce a centrifugovany po dobu 10 min pii 15000%g

a5 °C. Nakonec byly vzorky 20x ziedény K-Pi a podrobeny analyze obsahu proteind.

3.2.1.2 Priprava kalibraénich standardu

Zasobni roztok BSA byl pfipraven rozpu$ténim navazky 10,00 mg BSA v 1ml
destilované vody. Do prazdné mikrozkumavky z néj bylo odebrano 100 pl a doplnéno
1900 pl destilované vody, tak aby hmotnostni koncentrace ¢inila 500 pg-ml™. Z takto
nafedéného roztoku BSA byla sestavena kalibra¢ni fada standardi o koncentracich 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 a 500 pg-ml™* (Tab. 3).
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Tab. 3: Redéni roztoku BSA (500 pg-ml™) pro piipravu 10 kalibraénich standardd.

Vysledna koncentrace Objem roztoku BSA Objem destilované vody

[ng-ml™] [ul] [u]
50 10 90
100 20 80
150 30 70
200 40 60
250 50 50
300 60 40
350 70 30
400 80 20
450 90 10
500 100 0

3.2.1.3 Prubéh stanoveni
Do jamek mikrotitra¢ni desky bylo postupné pipetovano 5 ul 20x ztedéného vzorku télni
¢asti (kalibra¢niho standardu BSA), 45 ul K-Pi (destilované vody) a nakonec 200 pl
pracovniho Bradfordova c¢inidla. Jako blank poslouzilo 50 pl extrakéniho roztoku
(destilované vody) spolu s 200 ul pracovniho Bradfordova ¢inidla. V$e bylo naneseno
v triplikatech.

Po 5minutové inkubaci byly na mikrodestickovém readeru zméteny absorbance pti
vinovych délkach 590 nm a 450 nm v modu bez vicka. Pfed méfenim byly ptipadné

bublinky v jamkach propichnuty pomoci $pendliku.

3.2.2 Metoda ELISA

Metoda ELISA byla vyuzita ke vzajemnému porovnani hladin AmP abaecinu,

defensinu 1 a hymenoptaecinu napfi¢ télnimi ¢astmi.

3.2.2.1 Zpracovani vzorki
Pro metodu ELISA byly opét pfichystany vzorky ze v¢el zdravych i imunizovanych LPS.
Jejich zpracovani bylo totozné jako v podkapitole 3.2.1.1 s niZze jmenovanymi zménami.
Vzorky télnich ¢asti — hlav, hrudi a zadeckt — byly extrahovany v 200 ul 0,1% (v/v) TFA.
Po homogenizaci a centrifugaci byly vzorky pfes noc lyofilizovany.

Lyofilizované vzorky byly pted nanesenim na ELISA mikrodesticku rozpustény
v 650 pl nanaseciho pufru a 3 s promichany na mikrotfepacce. Posléze byly ponofeny na
5 min do ultrazvukové 1azné a nakonec piiblizn¢ 2 min centrifugovany na minicentrifuze.
Stejnym zptsobem byla zpracovana také lyofilizovand hemolymfa mladusek, navrzena
jako negativni kontrola.
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3.2.2.2 Priprava standardi antimikrobidlnich peptidi
Standardy AmP abaecin, defensin 1 a hymenoptaecin byly dodany toutéz firmou, ktera
vyrobila primérni Ab proti nim. Zasobni roztok kazdého standardu o hmotnostni
koncentraci 100 pug-ml? byl ztedén 100x na 1 ug-ml™ a dale 10x na 100 ng-ml, pokazdé
do destilované vody.

Roztoky AmP o hmotnostnich koncentracich 100 ng-ml? byly nafedény 10x na
10 ng-mIt a 5x na 20 ng-mIt do nanageciho pufru. Standardy AmP fedéné v nanasecim

pufru byly pted pouzitim pfipravovany vzdy ¢erstvé. Slouzily jako pozitivni kontrola.

3.2.2.3 Prubéh stanoveni
Do jamek 96jamkové ELISA mikrodesti¢ky bylo pipetovano 100 ul vzorku piislusné

t€lni ¢asti, hemolymfy mladusky, standardu abaecinu, defensinu 1 ¢i hymenoptaecinu
nebo blanku — samotného nanaseciho pufru. Ve bylo naneseno v duplikatech. Naplnéna
desticka byla pfikryta vickem, obtahnuta parafilmem a pfes noc inkubovana v lednici pfi
4°C,

Nésledujici den byl vytiepan obsah jamek, jez byly kratce nato 3x promyty 200 pl
pracovniho promyvaciho pufru. Po vyklepani pracovniho promyvaciho pufru byl povrch
jamek pokryt 200 ul blokovaciho pufru. Pak byla mikrodesticka obtazena parafilmem
a inkubovana po dobu 2 h v tfepacce termostatované na 37 °C pii 300 otackach za
minutu (rpm). Po skonceni inkubace a 3nasobném promyti bylo do desticky pipetovano
100 pl natedéné primarni Ab. Ab proti abaecinu byla ze zasobniho roztoku fedéna do
pracovniho promyvaciho pufru v poméru 1 : 250 objemovym dilim. V piipadé Ab proti
defensinu 1 a Ab proti hymenoptaecinu fedici pomér ¢inil shodné 1 :500 (Botikova,
2022). Inkubace jamek s primarnimi Ab pokracovala v tfepacce po dobu 1 h za stejnych
podminek (37 °C, 300 rpm). Pied jejim skonéenim byla nafedéna sekundarni Ab
pracovnim promyvacim pufrem (1 : 3000) (Botikovéa, 2022). Po trojitém promyti byla
ptidana po 100 pl do vSech jamek mikrodesticky, jez byla znovu inkubovéna po dobu 1 h
(37 °C, 300 rpm). Po inkubaci byla desticka promyta celkem 6% a poté bylo do kazdé
jamky pipetovano 100 ul ELISA substratu. ELISA substrat byl pfipraven smichanim
250 ul roztoku TMB v DMSO (cm = 24 g-1"1) s 10 ml fosfo-citratového pufru s perboratem
sodnym. Roztok TMB v DMSO byl pfipraven minimalné 2 h pfed pouzitim a do
zuzitkovani ponechdn na programovatelném rotatoru ve tmé. ELISA substrat byl

prichystdn minimalné 1 h pfed pouzitim a uchovavan ve tm¢. Po prob&éhnuti zavére¢né
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hodinové inkubace (37 °C, 300 rpm) byl vyvoj zbarveni v jamkéach zastaven
napipetovanim 50 pl 2,8% (v/v) kyseliny sirové (c = 0,5 mol-I™).

Na mikrodesti¢kovém readeru byla zaznamenéna absorbance pii vinové délce 450 nm
v modu bez vicka. Pfed méfenim, jakoz i pted dil¢imi inkubacemi byly pfipadné bublinky

Vv jamkach propichnuty pomoci Spendliku.

3.3 Software

Mikrodestickovy reader Synergy H1 byl ovladan pomoci programu Gene 5, verze 3.06.
Pro vyhodnoceni naméfenych dat véetné tvorby grafii bylo uzito programu Microsoft
Excel, verze pro Microsoft 365. Srovnani (alignment) sekvenci AmP a epitopt, proti nimz

byly vyrobcem piipraveny Ab, bylo provedeno v programu BioEdit, verze 7.2.5.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Koncentrace proteinti ve vzorcich télnich ¢asti

Z naméfenych absorbanci pfi vinovych délkach 590 nm a 450 nm byl pro v§echny jamky
vypocitan podil Aseo/Asso. Prace s timto vyjadienim absorbanci pomaha potlacit vnitini
nelinearitu Bradfordovy metody, zpusobenou piekryvem barev dvou rozdilnych forem
CBB G 250 a zkreslujici méfeni koncentraci proteinti mimo interval 2-10 pg-ml™.
Vysledkem této linearizace je zlepSeni citlivosti a pfesnosti stanoveni (Zor & Selinger,
1996).

Po zpramérovani triplikatd hodnot pro kalibra¢ni standardy BSA a odecteni
ptislusného blanku — zde destilované vody — byla zjisténa primérna hodnota podilu
absorbanci pro kazdy standard. Jejich vynesenim na osu y grafu proti znamym
hmotnostnim koncentracim na ose X a proloZenim linearni regrese byla zkonstruovana
kalibra¢ni zavislost, popsana rovnici ptimky y = 0,0015x — 0,0425 (Obr. 11).

Na zaklad¢ znalosti rovnice kalibra¢ni piimky byly piepocteny obdobné ziskané
podily absorbanci vzorku véelich télnich ¢asti na hmotnostni koncentrace v nich
obsazenych proteint. Bylo totiz zjisténo, Ze rozdily podilu absorbanci destilované vody
a K-Pi, do n¢hoz byly proteiny extrahovany, jsou zanedbatelné (0,848 vs. 0,831). Udaj
o0 celkové koncentraci proteind v hlavé, hrudi, zadecku a stievu kontrolnich
a imunizovanych v¢el popisuje graf na nasledujici strané. Jelikoz byly v rdmci skupin
zpracovany jen 4 vcely, byl zvolen format kategorického skupinového bodového grafu
(Obr. 12).
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Obr. 11: Kalibra¢ni pfimka pro ur¢eni koncentrace proteinti ve vzorcich télnich ¢asti.
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Obr. 12: Koncentrace celkovych proteint v extraktech homogenati véelich télnich ¢asti u kontrolnich vzorki (modra) a vzorki vystavenych LPS o hmotnostni

koncentraci 30 ug-ml™ (zlutd), 60 pg-ml* (Servena) a 120 ug-ml (fialova). Cerny obdélnik zna&i primérnou hodnotu v rAmci skupiny, n poéet vzorki.
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V hlavach bylo u kontrolni skupiny obsazeno V priméru 1494,34 + 748,45 ug-ml™
celkovych proteini. U véel vystavenych LPS o hmotnostni koncentraci 30 pg-ml? bylo
stanoveno 1390,86 + 967,88 pg-ml? proteini. Pro skupinu s LPS o koncentraci
60 ug-ml™* obsah proteint ¢inil 2345,24 + 822,83 ug-ml* a pro LPS o koncentraci
120 pg-ml* celkem 1759,30 + 789,38 ug-ml™* proteind.

V hrudich bylo u kontrolni skupiny naméfeno 8468,62 + 2875,89 ug-ml* proteint
a u experimentalnich  skupin  8850,30 + 2338,77 pug-mlt (LPS, 30 pug-ml?),
9153,25 + 2583,20 ug-ml*  (LPS, 60 ug-ml?) a 9601,16 + 1445,90 pg-mlt (LPS,
120 pg-mlI?) proteind.

V zadeécich bylo u experimentalnich skupin zméfeno 2308,15 + 791,51 ug-ml? (LPS,
30 ug-ml?), 2971,06 + 1397,65 pg-ml? (LPS, 60 pg-ml?) a 3743,88 + 1890,19 pg-ml™
(LPS, 120 pug-ml?) proteint. U kontrol bylo zméteno 1967,33 + 619,50 ug-ml™* proteind.
Dostalkova et al. (2022) v K-Pi extraktech ze zade¢k neimunizovanych vcel (bez
traviciho traktu) stanovili koncentraci 1140,8 + 723,4 ug-ml* celkovych proteinéi pomoci
nelinearizované Bradfordovy metody. V citované studii se zkoumaly véely letni generace,
pticemz v této bakalaiské préci, vzhledem k datu sbéru v¢el, uz mohlo byt nakladano se
zastupci zimni generace. Véely zimni generace piezivaji mnohem delsi dobu nez letni
véely, coz se odrazi ve zvySeném obsahu celkovych proteint, zvlasté vitellogeninu,
markeru dlouhovékosti (Schonfeld, 1955; Kunc et al., 2019).

Ve stfevech bylo u kontrol nalezeno 2598,25 + 1500,99 pug-mlt proteind,
u experimentalnich  skupin  7664,11 +2399,32 ug-ml*  (LPS, 30 pg-ml?),
3459,99 + 2671,88 ug-ml* (LPS, 60 ug-ml?) a 2277,08 +405,58 ug-ml*  (LPS,
120 pg-ml?) proteind.

Nejvice proteind bylo ptitomno v hrudich vcel, nejméné pak v jejich hlavach. Na
ptikladech hrudi a zadecku lze vidét, ze kontrolni véely jevily nejniz§i primérnou
koncentraci celkovych proteint a tato hodnota se zvysujici se koncentraci LPS stoupala.
Primérna koncentrace proteint v hrudich vcel vystavenych nejvyssi koncentraci LPS
byla 1,13x vyssi nez u kontrol, v piipad¢ zadeckt 1,90% vyssi. Tyto vysledky by mohly
indikovat reakci na imunogen — produkci humoralnich faktorti véetné AmP, jejichz tii
zastupci, abaecin, defensin 1 a hymenoptaecin, byli detekovani metodou ELISA.

Hlavy ani stfeva nevykazovaly plynulou zavislost koncentrace LPS na primérném
mnozstvi proteint. Zatimco u hlav byl rozptyl mezi méfenymi vzorky relativné nizky,
u stiev byl s vyjimkou skupiny imunizované LPS o c¢m = 120 ug-ml™ vysoky. Caste¢nd
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by za to mohlo zodpovidat zpracovavani vzorku, kdy vykalovy vak nemusel byt od
zbytku vypreparovaného traviciho traktu oddélen stejnomérné. Ve vykalovém vaku se
hromadi zbytky potravy véetné natravenych pylovych ¢astic obsahujicich proteiny, jez
mohou zkreslovat stanoveni celkovych proteind (Schonfeld, 1955). Z tohoto davodu byl

pfed méfenim odstranén.

4.2 Srovnani sekvenci antimikrobialnich peptidi se svymi epitopy

Od spole¢nosti Moravian-Biotechnology byly ziskany informace o sekvenci epitopi
AmP, proti kterym byly pfipraveny a dodany pouzité Ab. Pro ur€eni jejich specifity byly
nasledné srovnany se sekvencemi defensinu 1, ktery pravdépodobné existuje ve dvou
isoforméach, De-C a Ro-F (royalisin) (Obr. 13 A). Pro Uplnost byly se svymi epitopy
porovnany i sekvence abaecinu a hymenoptaecinu (Obr. 13 B, C).

Vyrobcem navrzené epitopy pro Ab proti abaecinu i Ab proti hymenoptaecinu jsou
oproti kanonickym sekvencim téchto AmP substituované na jedné AK (Cys vs. Pro, resp.
Gly). S ohledem na to je rozumné se domnivat, ze Ab proti defensinu 1 se bude vazat
nejen na v hemolymf€ ptitomnou isoformu De-C, s niz je firemni epitop identicky, ale
také na royalisin v hlavé, u néhoz doslo k zaméné Arg za Tyr v misté odpovidajicimu

poslednimu AK zbytku ptislusného epitopu.

4.3 Pozitivni a negativni kontroly metody ELISA

Pro méteni zastoupeni AmP metodou ELISA byla navrzena jednak pozitivni, jednak
negativni kontrola. Pozitivni kontrolou byly standardy AmP abaecinu, defensinu 1
a hymenoptaecinu. Nicméné standardy peptidfi, nanesené v koncentracich 10 ng-ml*
a 20 ng-ml?, nevykazovaly vnitini zavislost na své koncentraci. Proto nebyla priimérna
absorbance v ramci zpracovani vysledku ptepocitana na hmotnostni koncentraci jako

Vv piipad¢ stanoveni celkovych proteind.

10 20 30 40 50 &0 70 80 S0

-y CRETSEEDLWDER

WTCDLLSFRGOVNDSAECEENCLSLGR HCERGVCICRETSERDLWDERE

VTCDLLSFRGQVNDSAECAENCLSLGK HCERGVCICRETSERDLWDEYE
B CENFEIEWFPCQGY

YVELE POPGRRPFPTEFPGUGPENPEIRWE
C CTEEGESRESLDI

CERGSIVICGTREGRSRESLDIDYRCRVYDENGMTGDAYGGLNIRPGCPSROHAGFEFGREYRNGFIRGOSEVCRGPGGRLSPYFGINGGERE

Obr. 13: Alignment sekvenci vyrobcem navrzeného epitopu defensinu 1 s isoformami
defensinu 1, De-C a Ro-F (A), navrzeného epitopu abaecinu s abaecinem (B) a navrzeného

epitopu hymenoptaecinu s hymenoptaecinem (C).
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Jako negativni kontrola byly pouzity vzorky hemolymfy cerstvé vylihnutych
mladusek, U nichZ se nepiedpoklada produkce AmP. Jejich absorbance vsak vychézely
velmi pozitivné, a to opakované. To muze znacit, Ze i v takto raném stadiu dospélosti
dochéazi k produkci AmP. Porovnavani ELISA desticek, detekujicich pokazdé peptidy jen

jedné ze skupin v¢el, se tedy realizovalo na zaklad¢ vzajemné podobnosti blanki.

4.4 Zastoupeni antimikrobialnich peptidi ve vzorcich télnich ¢asti

Pro jednotlivé télni ¢asti u kontrolnich 1 experimentalnich skupin vcel bylo stanoveno
relativni mnozstvi AmP abaecinu, defensinu 1 a hymenoptaecinu. Co se tyce peptidu
abaecinu, pro extrakty z hlav byla primérna hodnota absorbance u kontrolni skupiny
rovna 0,07 £ 0,06. Zpracované hlavy véel imunizovanych LPS o hmotnostni koncentraci
30 pg-ml? vykazovaly priimérnou absorbanci 0,06 + 0,01, LPS o hmotnostni koncentraci
60 ug-mlt pak 0,19 +0,07 a LPS o hmotnostni koncentraci 120 ug-mi?t 0,19 + 0,08.
V hrudich byla ukontrolni skupiny naméfena prumérna absorbance 0,54 +0,14
a u experimentalnich  skupin 0,13 +0,03 (LPS, 30 ug-ml?), 0,82+0,20 (LPS,
60 ug-mlit) a 1,47 £0,40 (LPS, 120 pg-ml?). V zadeéeich byla ukontrol zméfena
absorbance 0,10 + 0,10 a u experimentéalnich skupin 0,08 + 0,02 (LPS, 30 pg-ml?),
0,25+ 0,13 (LPS, 60 pug-ml?) a 0,27 + 0,30 (LPS, 120 pg-ml?) (Obr. 14).

Zvysené hladiny abaecinu byly pozorovany po imunizaci roztoky s koncentracemi
LPS 60 a 120 pg-ml?. Zvlast vyrazny narlst nastal v hrudich po aplikaci nejvice
koncentrovaného roztoku LPS. Naopak oralni podani LPS o0 nejniz$i koncentraci
neovlivnilo hladiny abaecinu v analyzovanych télnich ¢astech vzhledem ke kontrolam.
Kontrolni skupina vykazovala u vSech tkani velmi nizké hodnoty absorbance. Tyto
poznatky naznacduji, ze krmeni vc¢el vice koncentrovanymi roztoky LPS indukovalo
vyplaveni abaecinu. Ve studii Siedeho et al. (2015) vsak injektovani véel LPS
(cm = 500 pg-mlt) expresi genu tohoto peptidu prokazatelné nevyvolalo. Naproti tomu
injekce Zivymi i mrtvymi bunikami E. coli jeho transkripci spousti (Casteels et al., 1990;
Yang & Cox-Foster, 2005). Neni vylouceno, Ze za téchto podminek dochazi k indukovani
abaecinu spiSe prostfednictvim aktivace signalnich drah Imd a Toll peptidoglykany.
Pokud jde o imunitni stimulaci LPS, je mozné, Ze vhodnéjsi imunizacni technikou je
podani oralni cestou. Tento zpisob by navic mél eliminovat vliv stresové reakce,
vyvolané poranénim jehlou, na odpovéd’ imunitniho systému (Lourengo et al., 2009).
Houdelet et al. (2022) zjistili, Ze k tvorbé abaecinu dochazi i po infekci N. ceranae. Jeho

koncentraci v hrudi ovSem shledali niz$i nez v hlavé a stfevu nakazené i zdravé vcely.
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Obr. 14: Vyskyt peptidu abaecinu v extraktech homogenatll véelich télnich ¢asti u kontrolnich vzorkti (modra) a vzorkl vystavenych LPS o hmotnostni

koncentraci 30 ug-ml* (zlutd), 60 ug-ml* (Gervend) a 120 pug-ml* (fialova). Cerny obdélnik znaéi primérnou hodnotu v ramci skupiny, n poéet vzork.
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Obr. 15: Vyskyt peptidu defensinu 1 v extraktech homogenatu véelich télnich ¢asti u kontrolnich vzorkd (modra) a vzorkt vystavenych LPS o hmotnostni

koncentraci 30 ug-ml* (zlutd), 60 ug-ml* (Gervend) a 120 pug-ml* (fialova). Cerny obdélnik znaéi primérnou hodnotu v ramci skupiny, n poéet vzork.
50



Absorbance 4,5,

Hlava Hrud’ Zadedek
n=4

Kontrola LPS (30 ug-ml") ©LPS (60 pg-ml") @LPS (120 pg-m!l") —Primérna hodnota

Obr. 16: Vyskyt peptidu hymenoptaecinu v extraktech homogenatt véelich télnich ¢asti u kontrolnich vzorkd (modra) a vzorku vystavenych LPS o hmotnostni
koncentraci 30 ug-ml* (zlutd), 60 ug-ml* (Gervend) a 120 pug-ml* (fialova). Cerny obdélnik znaéi primérnou hodnotu v rdmci skupiny, n poéet vzork.
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Priamérné absorbance spjaté s vyskytem peptidu defensinu 1 v hlavach ¢italy u kontrol
0,54 + 0,20, zatimco u imunizovanych skupin 0,31 + 0,11 (LPS, 30 ug-mi?), 1,01 + 0,53
(LPS, 60 pgmlt) a 0,71+027 (LPS, 120 pgml?Y). Vhrudich byla
u kontrol stanovena absorbance 1,02 + 0,26, u experimentalnich skupin pak 0,46 + 0,14
(LPS, 30 ug-ml?), 1,34+0,29 (LPS, 60 ug-mlt) a 1,56 +0,80 (LPS, 120 pg-ml™).
Primérna absorbance zpracovanych zadeckt kontrolni skupiny byla 0,38 + 0,33, pficemz
napii¢ skupinami vystavenymi LPS ¢&inila 0,36 + 0,10 (LPS, 30 pg-ml?), 0,92 +0,31
(LPS, 60 pg-ml™t) a0,73 + 0,37 (LPS, 120 pg-mlI™) (Obr. 15).

Hladiny defensinu 1 narostly po imunizaci roztoky s koncentracemi LPS 60
a 120 ug-ml?, podobné jako u abaecinu. Zvysena byla také primérna absorbance pro
kontrolni vzorky hrudi a v mensi mife hlav (2,65x, resp. 1,41x oproti zade¢kim kontrol)
MRNA defensinu 1 stanovili v hlavach a hrudich Klaudiny et al. (2005). Je mozné, Ze se
Vv té€chto télnich castech, konkrétnéji v hltanovych, mandibularnich a labialnich zlazach,
transkribovala do royalisinu, ktery pravdépodobné neni inducibilni (Klaudiny et al. 2005;
Houdelet et al., 2022). V tomto ohledu by s nim kontrastoval defensin z hemolymfy,
vyplavovany v odezvé na injekce LPS, E. coli nebo Micrococcus luteus (Yang & Cox-
Foster, 2005; Lourenco et al., 2009; Botikova, 2022). Produkci defensinu 1 vsak reguluje
pouze signalni draha Toll, jiz by LPS, purifikované strukturni slozky G- bakterii,
aktivovat nemély (Schliins & Crozier, 2007). Jmenované zavéry kazdopadné podporuji
tezi, Ze se primarni Ab proti defensinu, pouzita v bakalarské praci, vazala na ob¢ isoformy
defensinu 1. Houdelet et al. (2022) vsak detekovali nasobné vice royalisinu v hlavach nez
V hrudich vcel.

Zastoupeni hymenoptaecinu Vv hlavach analyzovanych véel, vyjadifené hodnotami
pramérnych absorbanci, u kontrol ¢inilo 0,09 +0,03 a u experimentalnich skupin
0,08+0,01 (LPS, 30 ug-ml?), 0,26 +0,09 (LPS, 60 ug-mlt) a 0,11 +0,03 (LPS,
120 pg-ml?). V hrudich to u kontrol bylo 0,47 £0,20 a u experimentalnich skupin
0,49+0,14 (LPS, 30 pg-ml?), 1,08+0,42 (LPS, 60 ug-mlt) a 0,63 +0,33 (LPS,
120 pg-mlY). V zadeécich jevily kontroly primérnou absorbanci 0,35 * 0,09,
experimentalni skupiny zase 0,41+0,07 (LPS, 30 pg-ml?), 0,66+0,19 (LPS,
60 ug-mi™t) a 0,34 + 0,07 (LPS, 120 ug-mit) (Obr. 16).
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Indukovéani hymenoptaecinu, tizené signalni drdhou Imd, je u LPS statisticky
prokézano (Schlins & Crozier, 2007; Siede et al., 2015). Nicméné Yang a Cox-Foster
(2005) nenasli souvislost mezi injektovanim E. coli a transkripci jeho genu. Na rozdil od
abaecinu a defensinu 1, hladiny hymenoptaecinu vzrostly jen po podani roztoku LPS
o hmotnostni koncentraci 60 ug-ml?, a to v priméru 2,3nasobné ve srovnani s t&lnimi
¢astmi imunitné naivnich vc&el. Signaly navozené aplikaci nejvice koncentrovaného
roztoku LPS se blizily Urovnim téchto kontrol. Obdobné nizké byly absorbance vsech
analyzovanych AmP po imunizaci véel LPS s hmotnostni koncentraci 30 ug-ml™. Mize
se jednat o podprahové davky, pfi nichZ jesté neni vceli imunitni systém dostate¢né
stimulovan. Optimalni testovanou koncentraci LPS pro vyplaveni hymenoptaecinu se
ukézalo byt 60 ug-ml?, pro vyplaveni abaecinu a defensinu 1 pak 120 pug-ml™.

V grafech prezentované vysledky podobné jako v pracich Botikové (2022) nebo
Aronstein a Saldivara (2005), studujicich profil transkripti AmP pomoci PCR, ukazuiji,
7e nejvyssi signal v télnich ¢astech dospélct z testovanych peptidi vykazoval defensin 1.
Tato bakalafska prace se vSak s dal$imi zavéry Aronstein a Saldivara (2005) ohledné
exprese AmP v hlavaich a zadeCku rozchazi. Pomoci metody ELISA byl
v zadeccich detekovan vys$$i, nikoliv niz8i pramérny obsah hymenoptaecinu nez
abaecinu. Dale se zjistilo, Ze zastoupeni abaecinu a hymenoptaecinu v hlavich bylo
piiblizné stejné, kdezto Aronstein a Saldivar (2005) nalezli vice transkripti genu
abaecinu.

Obecnéji vzato, zastoupeni AmP v hlave€, hrudi a zadecku sledovalo podobné trendy
jako rozvrstveni celkovych proteint v téchto télnich ¢astech. Piestoze je tukové télisko,
nalézajici se pfevazné v zadeCku, povazovano za misto produkce AmP, obsah abaecinu,
defensinu 1 a hymenoptaecinu se zde podobal jejich obsahu v hlavé. Na druhou stranu
nejvice AmP bylo detekovano v hrudi vcel, i kdyz jejich produkci zde literatura
zaznamenava pouze V labialnich zlazach (Klaudiny et al., 2005). Jednoduché vysvétlent,
ze pratok hemolymfy, kam se AmP vylucuji, muze byt v hrudi nejvyssi, je vyvraceno
vyzkumem Crailsheima (1985). Podle ngj se nejvice hemolymfy vyskytuje v zadecku
(a nejméné v hlavé). Moznou indicii pro rozkli¢ovani ptekvapivé vysokého zastoupeni

AmP v hrudi v¢el je Schonfeldova (1955) poznamka, Ze se tukova tkan nachazi i zde.
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5 ZAVER

Piedkladand bakalaiska prace byla zaméfena na stanoveni parametrit humoralni imunity
Vv riznych ¢astech téla véely medonosné. V teoretické Casti byla vypracovana literarni
reSerSe 0 imunitnim systému v¢ely medonosné s diirazem na humoralni imunitu, zejména
AmP a jejich produkci. Rovnéz byly shrnuty poznatky o signalnich drahach, jeZ vedou
k aktivaci imunitni odpovédi v¢ely medonosné, a metodé¢ ELISA, jez piedstavovala
klicovou metodu praktické casti prace.

V praktické ¢asti bylo provedeno stanoveni koncentrace celkovych proteint v hlave,
hrudi, zadecku a stfevu véel z kontrolni skupiny a ze ¢tyt experimentalnich skupin,
krmenych LPS o hmotnostnich koncentracich 30, 60 a 120 pg-ml™?. Bylo zjiténo, ze
nejvice protein se nachazelo v hrudich vcel, nejméné v jejich hlavach. Mnozstvi
celkovych proteintt napti¢ skupinami se zvySujici se koncentraci LPS plynule rostlo
v hrudi a zadecku.

Metodou ELISA bylo stanoveno relativni zastoupeni AmP abaecinu, defensinu 1
ahymenoptaecinu v hlavé, hrudi a zadeCku. Méfeni potvrdilo, Zze u jedincu
imunizovanych vys§imi koncentracemi LPS dochazi k indukci produkce AmP. Nejvétsi
mnozstvi peptidi abaecinu, defensinu 1 a hymenoptaecinu bylo nalezeno v hrudi,
prekvapivé malé pak v zadecku. Tento vysledek potencialné znaci, ze oblast hrudi vcely
medonosné mize hrat obzvlast dtlezitou roli v imunitni odpovédi, zatimco tukové télisko
zadecku nemusi byt hlavnim producentem stanovovanych AmP.

Dalsi Gsili by mélo byt vénovano optimalizaci rekombinantni produkce standardi
peptidd, které by nasledné mohly umoznit kvantifikovani koncentrace AmP. Mély by také
byt nalezeny lepsi negativni kontroly. Rovnéz by bylo vhodné opakovat méteni stiev véel
u vSech skupin metodou ELISA. Na studii by bylo vitané navézat stanovenim dalsich
humoralnich faktort jako AmP apidaecinu ¢i enzymu fenoloxidasy, pro¢ez by mohly byt
pfipraveny nové Ab anebo by mohly byt s vyhodou vyuzity jiné zavedené
metody (apidaecin — kapalinovd chromatografie s hmotnostni spektrometrii,

fenoloxidasa — spektrofotometrické stanoveni enzymové aktivity).
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BGRP B-1,3-glukany rozpoznavajici proteiny
Ab protilatka

Ag antigen

AK aminokyseliny

AmP antimikrobidlni peptidy

BSA hovézi sérovy albumin

CBB G 250 Coomassie briliantova modi G 250

CM cytoplazmatickd membréna

ELISA analyza s enzymem vazanym na imunosorbent
G- gramnegativni (bakterie)

G+ grampozitivni (bakterie)

HRP kienova peroxidasa

Hyp hydroxyprolin

Imd imunodeficientni (signalni draha)

JAK Janus kinasy

JNK c-Jun N-koncova kinasa

K-Pi K-fosfatovy pufr

L-dopa L-3,4-dihydroxyfenylalanin

LPS lipopolysacharidy

MALDI matrici asistovana laserova desorpce/ionizace
MCDP mastocyty degranulujici peptid

MRJP 1 hlavni protein mateti kaSicky 1

PAMPs molekularni vzory asociované s patogeny
PAP proPO-aktivujici protein

PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
PCR polymerasova fetézova reakce

PGRP peptidoglykany rozpoznavajici proteiny

PO fenoloxidasa

PP I polyprolinovy helix I1. typu

proPO profenoloxidasa

PRRs receptory rozpoznavajici molekularni vzory
RIA radioimunoanalyza
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ROS
rpm
STAT
TMB
Upd

reaktivni formy kysliku

otaCky za minutu

signalni transduktéry a aktivatory transkripce
3,3%,5,5¢-tetramethylbenzidin

Unpaired
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