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Abstrakt

Vcela medonosna (Apis mellifera) nalezi mezi nejdulezitéjsi opylovatele, majici
nezastupitelnou roli jak v ekosystému, tak v zemedé€lstvi. Zdravi a pieziti v¢el do znacné
miry zdvisi na sprdvném fungovéni jejich imunitniho systému, ktery sestdvd jednak
z individudlni, jednak ze socidlni imunity. Individudlni imunita zahrnuje fyzikalni bariéry,
jako je kutikula, bunétné odpovédi, jako je fagocytdza, a humoralni odpovédi, jako je
produkce antimikrobialnich peptida. Vcely také vykazuji socialni imunitu, v jejimz ramci
projevuji napt. grooming a hygienické chovani, aby zamezily §ifeni patogent vCelstvem.
Tato prace si klade za cil prostudovat parametry humoralni imunity v odliSnych ¢astech téla
vCely medonosné. Byla stanovena hladina celkovych proteinti a antimikrobialnich peptidu
abaecinu, defensinu 1 a hymenoptaecinu v hlavé, hrudi a zadecku zdravych vcel a vcel,
jimz byly podany lipopolysacharidy. Soubor metod obsahoval zpracovani vzorkd,
stanoveni proteint dle Bradforda a detekci vySe uvedenych peptidi pomoci metody ELISA.
Vysledky ukézaly, ze obsah proteinti 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 zadeccich v¢el. Metoda ELISA prokazala, ze
lipopolysacharidy podané oraln& v koncentracich 60 a 120 pg-ml! skute¢né indukovaly
produkci abaecinu, defensinu 1 a hymenoptaecinu, a to ve vSech tkanich. Tyto vysledky
pfinasi dalsi informace o rozmisténi antimikrobialnich peptida v riznych ¢astech téla vcel
v odpovédi na podnéty k imunitni reakci.
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of honey bees heavily rely on the proper functioning of their immune system, which
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Cile prace
- Vypracovani literarni reSerSe na téma humoralni imunita vcel, zaméfeni na
jednotlivé télni tkané a produkci humoralnich faktora
- Analyza hladiny antimikrobialnich peptidi v riznych tkanich vcel (hlava, hrud’,

zadecek) po infekci (metoda ELISA)



1 UVOD
Vcely jsou patrné nejznaméjSimi, celosvétové rozSifenymi zastupkynémi hmyzich
opylovatelt. Zajistuji chod pfirodnich ekosystému, jakoz i dostatek lidské obzivy. Ze
vc€elich produktd 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 rovnovéhu, potravinovou bezpecnost i ekonomiku.

Zdravi vcelstev je konstantné ohrozovano riznymi skidci a mikroorganismy. Veely si
v boji proti nim vyvinuly sadu behaviordlnich, bunéénych a chemickych odpovédi, jez
jsou spolu s anatomickymi fyzikdlnimi bariérami kolektivné zvany vceli imunita.

Chemické odpovédi jsou predmétem humoralni imunity. Ugastni se ji patogeny
rozpoznavajici molekuly, které skrze signdlni drdhy moduluji hladiny efektorovych
molekul, napf. lysozymu, melaninu, a pfedev§im antimikrobialnich peptidd.

Vyznam vyzkumu zdravi, potazmo imunity vcel tkvi v lep§im porozumeéni jejim
komplexnim mechanismim a ztoho plynouci efektivn€jsi ochrané a predchazeni

ubytkiim chovanych plemen vcely medonosné.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Socialni imunita vcel

Vela medonosna (Apis mellifera) je klasickym ptfikladem druhu spole¢enského hmyzu.
Podobné jako termiti, mravenci nebo neékteré vosy vede eusocialni styl zivota, vyznacujici
se rozdélenim dospélci do reprodukénich a nereprodukénich kast, starajicich se
o potomstvo. Druhym vyznamnym rysem je souziti alespont dvou generaci v jednom
spoleCenstvi — v hnizdech, popft. v dlech (Holldobler & Wilson, 2009). Tato spolecenstvi
mohou byt s ohledem na vysokou hustotu jejich osidleni vhodnymi cili pro patogeny
(Schmid-Hempel, 1995). Pojmem socidlni imunita se rozumi soubor behaviordlnich
a fyziologickych vlastnosti umoziujicich jednotlivym clentim spoleCenstvi jim sndze
odoldvat (Harwood et al., 2021). U v¢el pracuje na vicero trovnich a v kombinaci s jejich
individudlni imunitou je a celé vcelstvo chrani pfed onemocnénimi (Obr. 1). Toho
dosahuje rozli¢cnymi mechanismy, jakymi jsou napf. grooming nebo hygienické chovani

(Evans et al., 2006).

2.1.1 Grooming

Grooming znamend samostatné i vzdjemné odebirani ulpelych prachovych ¢i pylovych
Castic, ale i ektoparazitl z povrchu téla vCel. Do Cestiny by se tento pojem dal prelozit
jako ,,hiebelcovani®. V pribéhu ¢isténi mohou veely parazity poranit nebo rovnou zabit
(Ruttner & Hinel, 1992; Boecking & Spivak, 1999). Intenzivni grooming pomdéhd

veelstvu zvladat napft. infestaci kleStikem vcelim (Varroa destructor) (Russo et al., 2020).

Obr. 1: Piehled trovni obrany véelstva: individualni imunita (A), vzdjemny 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 nakazeného c¢i
uhynulého vceliho plodu (Woodrow & States, 1943; Spivak, 1996). Rozeznani se déje na
zakladé Cichovych vjemi (Masterman et al., 2001). Procedura je ucinna jen tehdy,
maji-1i v€ely dobfe vyvinuty ¢istici pud. Pokud tomu tak je, dovedou detekovat zapach
nezdravého plodu uz pfi nizkych koncentracich, kdy onemocnéni jesté nedospélo do
infek¢ni faze. V opacném pripadé mize vyklizeni bunek spisSe napomoci Sifeni choroby
(Masterman et al., 2001; Evans & Spivak, 2010).

V riznych ¢lancich zminovana varroa-senzitivni hygiena vcel se da chapat jako
podmnozina hygienického chovéni, spocivajici v odklizeni kukel napadenych klestiky
a naruseni jejich reprodukcniho cyklu (Spivak, 1996; Harris, 2007). Uvazuje se téz
o dopadu pouhého odvic¢kovani a zavickovani bunék, kdy délnice zanechaji zamofeny
plod uvnitt. K pferuSeni rozmnozovani roztoce by mohlo dojit napf. uz jen zménou okoln{
vlhkosti (Kraus & Velthuis, 1997; Oddie et al., 2018). Pfestoze schopnostmi
hygienického chovani i groomingu oplyva zejména vcela vychodni (Apis cerana),

objevuji se i u v€ely medonosné, nicméne v mensim mefitku (Boecking & Spivak, 1999).

2.1.3 Hynuti jedincu a nekroforické chovani
U plodu v¢ely vychodni byl také pozorovan jev, ktery Page et al. (2016) nazvali socidlni
apoptdza. Prokazali, ze po poranéni hyne mnohem castéji nez plod v¢ely medonosné.
Podle Conroy a Holmana (2022) se podobné¢ altruisticky mohou zachovat 1 dospélci
vcely medonosné. Zjistili, ze Cast d€lnic, jimz byly podany lipopolysacharidy (LPS),
vcelstvo dobrovolné opustila a zemfela mimo néj. Pocetnéjsi skupinu vSak vyhnaly
ostatni zdravé de€lnice, coz souhlasi se zaveéry predchoziho experimentu s nemocnymi
vCelami, provedeného Baracchim et al. (2012).
Dospélce, ktefi presto ve hnizdé zemreli, odklizi v¢elstvo pry¢, obdobné jako plod.
Tento pud se oznacCuje jako nekroforické chovani (Visscher, 1983). Nekroforické
a hygienické chovéni je provdzano — délnice se Casto specializuji na oba ukony zaroven

(Perez & Johnson, 2019).

2.1.4 Termoregulace

Vcely si vyvinuly sofistikované strategie pro udrzovani stalého prostfedi ve svych
hnizdech. Kolektivné je wventiluji, ochlazuji anebo zahfivaji, a to opakovanymi
kontrakcemi svych létacich svali. Jejich schopnost provadét tfesovou termogenezi byla

adaptovana coby obranny mechanismus proti Skidcim (Seeley & Visscher, 1985; Evans
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& Spivak, 2010). Utoky srsni odrazi délnice v&ely vychodni i medonosné tak, Ze
predatora hromadné obklopi a svalovymi zaskuby doslova uskvati (Ono et al., 1995;
Baracchi et al., 2010).

Starks et al. (2000) si povsimli, ze v tlech postizenych zvapenaténim vceliho plodu
panuje vyssi teplota nez obvykle, a tento ukaz pojmenovali behavioralni horecka. Jeji
vyznam piisoudili snaze v¢el vyporadat se s infekci. Jelikoz se uvedend socidlni reakce
v pozdé&jsi 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 produkta

Souhrn behavioralnich mechanismt posilujicich zdravi véelstva uzavird tvorba vcelich
produktii, zejména propolisu. Jedna se o smesici pryskyfic sesbiranych z rostlin
a smichanych s voskem a vymésky slin. Vcely jim obkladdaji stény hnizd, zatésiuji
pfipadné prurvy a mumifikuji zabité vetfelce, které nejsou schopny z hnizda odnést
(Bankova et al.,, 2000; Castaldo & Capasso, 2002). Propolis obsahuje terpenoidy
a fenolové latky vcetné flavonoida s antimikrobidlni aktivitou, a pfispiva tak k socidlni
imunité (Evans & Spivak, 2010; Pasupuleti et al., 2017).

Latky pusobici proti patogenim jsou obsazeny i v dalSich vcelich produktech. Med
veelstvu dodédva flavonoidy a fenolové kyseliny (Pasupuleti et al., 2017). Mimoto do néj
veely vyluCuji glukosaoxidasu (B-D-glukosa:kyslik 1-oxidoreduktasa, EC 1.1.3.4)
generujici peroxid vodiku, ktery podstatné omezuje rast mikroorganismu,
a antimikrobidlni peptid (AmP) royalisin (Brudzynski, 2006; Bucekova et al., 2014). Ten
se nalézd, spolu s jinymi peptidy zvanymi jelleiny a vySe zminénymi pfirodnimi latkami,
i v matefi kasSi¢ce (Fujiwara et al., 1990; Fontana et al., 2004; Harwood et al., 2021).

Baracchi et al. (2011) ve voskovém extraktu detekovali melittin a apamin, peptidy
vCeliho jedu. Vyvodili z toho, ze by si je vCely mohly odklddat do plastvi a timto
zpusobem napomdhat ochrané vcelstva. Témito a dalS§imi bioaktivnimi peptidy se

bakalarska prace bude zabyvat podrobnéji.

2.2 Individualni imunita vcel

Obranné strategie vceliho individualniho imunitniho systému lze rozc¢lenit do tfi
kategorii: fyzikdlnich bariér, humoralni a bunétné imunity (Danihlik et al., 2016).
Fyzikalni bariéry prostorové oddéluji prostiedi organismu od okoli (Obr. 2).
V hemocoelu, hmyzi télni dutin€, dochdzi jak k bunécné, tak humoralni imunitni

odpovédi. K mechanismam té bunécné se fadi napt. fagocytoza ¢i enkapsulace patogent.
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Obr. 2: Schematické zobrazeni véeliho individualniho imunitniho syst¢ému. Prvni linii obrany
predstavuji fyzikalni bariéry, kutikula a epidermis. V hemocoelu se odehravaji reakce bunééné
a humordlni imunity vCetn¢ fagocytdzy, enkapsulace, melanizace a pusobeni antimikrobidlnich

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

Jsou zprostiedkovany specializovanymi burikami — 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). Zajis§tuji primarné lyzi cizich bunék, resp. melanizaci
(Hillyer, 2016).

Ackoliv byl v¢eli imunitni systém v predeslém odstavci rozdélen na dilc¢i oddily, nelze
tvrdit, ze by pfi aktivaci imunity vystupovaly nezavisle na sobé Naopak ucCinkuji
soucasné, a to 1 v pfipadé fyzikalnich bariér, kdy byly na povrchu kutikuly nalezeny
cytolytické peptidy melittin a apamin (Baracchi & Turillazzi, 2010). Humoralni
a bunécna imunitni odpovéd’ je dobfe koordinovana a navzajem regulovana (Lavine &
Strand, 2002). Zasadni 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 obratlovetim vlastni adaptivni imunity, zalozené hlavné na
protilatkach (Ab) a T-lymfocytech, tedy zivot vCel a vibec bezobratlych zavisi na
vrozenych mechanismech jejich imunitniho systému (Hillyer, 2016; Hofejsi et al., 2017).
Presto vSak byla u mnoha druhti hmyzu demonstrovdna existence typického rysu
adaptivni odpovédi, imunologické paméti — mnohem efektivnéjSi reakce na opétovné

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



Tato pozoruhodnd skute¢nost, zndma jako imunologicky nebo také imunitni priming
(Cesky imunitni priprava), nabada k zamysleni, zda by jistym funkénim ekvivalentem
adaptivni imunity nemohly disponovat i vCely (Little & Kraaijeveld, 2004; Tetreau et al.,
2019). Clanek Harwooda et al. (2021) pojedndvi o tzv. transgenera&ni imunitni prapravé,
kdy se zrodiCovské generace na potomky prenasi pfipravenost imunitniho systému
(Tetreau et al., 2019). Odhalil, ze vcely kojicky secernuji fragmenty bakterii
Paenibacillus larvae zpusobujici mor v¢eliho plodu do mateti 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 vajecnikd, indukovat imunitni
odpovéd’ v zarodcich a zvysit odolnost plodu vic¢i 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
spordm patogenu. V lednu 2023 schvalilo Ministerstvo zemédé€lstvi Spojenych statt
pouziti vakciny proti moru véeliho plodu pro americké komercni véelate (Milman, 2023).
Na druhou stranu podobny experiment pracujici s zivymi buikami ptvodce hniloby
vCeliho plodu, bakteriemi Melissococcus plutonius, neuspél (Ory et al., 2022).
Transgeneracni imunitni priming se i tak ukazuje byt velmi rozsdhlou a, osvéd¢i-li se
ockovani, mozna i prilomovou souhrou vceli socialni a individualni imunity, jiz se dale

budou vénovat nésledujici podkapitoly.

2.2.1 Fyzikalni bariéry
Zakladni formu obrany proti patogenim predstavuji fyzikalni bariéry, zabranujici jejich
vstupu do organismu. U v¢el, resp. hmyzu je nejvyznamnéjsi bariérou kutikula, kterd
pokryva cely povrch téla a vystyla vzdusnice a travici trakt s vyjimkou zaludku (Chapman
etal., 2013). Kutikula se skldda predev§im z polysacharidu chitinu, kutikuldrnich
proteinti, N-acetyldopaminu a N-B-alanyldopaminu. Oxidaci té€chto derivata Tyr vznikaji
chinony reagujici s proteiny za tvorby zesiténého sklerotinu. Intenzita zesiténi urcuje,
nakolik bude kutikula pruzna ¢i tuhd (Liao et al., 2018). Kutikula je ddle prostoupena
a potdhnuta nenasycenymi mastnymi kyselinami a vosky vykazujicimi antifungalni
aktivitu (Glinski & Buczek, 2003).

Vnitini vystelku zaludku netvoti kutikula, nybrz peritrofickd membrana obdobného
slozeni. Sestava z chitinu, proteint a glykoproteint a podili se na traveni a absorpci pfijaté
potravy (Martin et al., 2006; Erlandson et al., 2019). Pfitomné glykoproteiny napoméhaji

vychytdvat mikroorganismy jejich navdzanim na svoji sacharidovou slozku (Erlandson et



al., 2019). Mikrobi napadajici travici soustavu vCel musi rovnéz Celit nehostinnym
podminkdm  navozenym  nepfiznivym pH, trdvicimi enzymy, pozienymi
antimikrobidlnimi latkami a kompetici s pfirozenym stfevnim mikrobiomem (Glinski &
Jarosz, 1995a).

Nekteré vceli patogeny dovedou chitinové ochranné vrstvy degradovat a vyvolat
infekci. Napt. P. larvae rozklada peritrofickou membréanu véelich larev pomoci (1—4)-
2-acetamido-2-deoxy-f-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 ptekézkami délicimi patogeny,
které piekonaly peritrofickou membranu, od hemocoelu, popt. kutikuly jsou epitelidlni
bunky a bazalni lamina, eventualné svalové bunky (Glinski & Jarosz, 1995a; Ceylan et

al., 2019).

2.2.2 Bunécna imunita

Patogeny, které pronikly skrze fyzikélni bariéry do hemolymfy cirkulujici v hemocoelu,
jsou zde konfrontovany vlastni imunitni odpoveédi organismu. Na bunécné urovni ji
zprostiedkovavaji hemocyty (Glinski & Jarosz, 1995a; Marmaras & Lampropoulou,
2009). Hemocyty vcel byvaji v literatufe déleny na subpopulace podle riznych kritérii,
napi. morfologie, pohyblivosti ¢i pfilnavosti k podkladu, coz vede ke stile
pretrvavajici nejednotnosti jejich klasifikace (Gabor et al., 2020) (Tab. 1). Richardson et
al. (2018) pomoci mikroskopie a diferenéniho barveni vypozorovali, ze nejvice
zastoupenym typem hemocyti u v€el jsou plasmatocyty nédsledované granulocyty.
Plasmatocyty charakterizovali jako malé asymetrické buriky s relativné velkym jadrem,
granulocyty jako vétsi kulaté buiiky obsahujici mnoho membranovych vacku. Detekovali
i nesourodou skupinu permeabilizovanych buné€k, nachazejicich se ve stadiu rozkladu.
Gabor et al. (2020) s pouzitim imunochemickych technik rozli§ili oenocytoidy, velké
ovalné buriky s malym jadrem a granuly (EI Mohandes et al., 2010). E1 Mohandes et al.
(2010) vedle toho mikroskopovanim popsali nediferenciované prohemocyty,
koagulocyty a dvoujaderné buiky (binucleated cells), které pravdépodobné
predstavovaly hemocyty v pribéhu mitdzy. Pocet hemocyti larev je oproti dosp€lcim
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 hemolymf¢ pon¢kud anomalné koluje vice

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



Hemocyty zajistuji nékolik obrannych procest, a to fagocytézu, nodulaci
a enkapsulaci. Tyto procesy maji spolecny cil — odstranéni patogenti z hemolymfy
(Marmaras & Lampropoulou, 2009). Béhem fagocytdzy jsou malé Castice, nejcastéji
bakterie, spory hub ¢i fragmenty mycelia, pohlceny hemocyty a v dtrobach fagolysosomu
zneSkodnény (Glinski & Buczek, 2003; Siva-Jothy et al., 2005). Fagocytozy se ucastni
vCeli plasmatocyty a zejména granulocyty (Richardson et al., 2018). Nodulace spociva
v obaleni shlukti bakterii hemocyty a jejich prostorové izolaci. Uveéznéné
mikroorganismy nésledné zanikaji v ndvaznosti na nedostatek kysliku, aktivaci
fenoloxidasové kaskady a vystaveni antimikrobialnim peptidim (Strand, 2008).
Enkapsulace se od nodulace li§i pouze povahou patogena — nastavd, pokud se jedna
o velké parazity, jako jsou prvoci nebo hlistice (Marmaras & Lampropoulou, 2009).
Uplatiiuje 1 pii infikovani houbami (Glifiski & Buczek, 2003). Ze studie uskute¢néné
Gabor et al. (2017) vyplyva, ze se za enkapsulaci a nodulaci u vcel zodpovidaji hlavné
plasmatocyty.

V neposledni fadé¢ hemocyty pomdhaji s hojenim hlubokych ran. Rychle migruji
k mistu poranéni a fagocytuji jednak odumirajici tkané, jednak mikroby napadajici
organismus. Stejné tak zde koaguluji, ¢imz zamezuji vniku dalSich patogenti do
hemolymfy (Glinski & Jarosz, 1995b). Vytvorenim zatky z hemocytl i navazujicim
spusténim fenoloxidasové kaskady cely d€j napadné piipominé enkapsulaci. Odehrava se

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



Tab. 1: Prehled charakterizaci populaci hemocytu napfi¢ vybranou literaturou (vytvoreno podle

Gabor et al. 2020).

Pojmenovani hemocyti  Autofi Metody pouzité pro ureni Funkce
Dvoujaderné buriky El Mohandes et al. Giemsovo barveni -
Granulocyty de Graaf et al Pritokova cytometrie -

El Mohandes et al. Giemsovo barveni -

Gébor et al. Molekularni markery Fagocytdza

Richardson et al.  Diferencni barveni -

Barveni neutralni ¢erveni Fagocytéza

Koagulocyty de Graaf et al Pritokova cytometrie -

El Mohandes et al. Giemsovo barveni -
Oenocytoidy (oenocyty) de Graaf et al. Pritokova cytometrie -

El Mohandes et al. Giemsovo barveni -

Gébor et al. Molekuldrni markery Melanizace
Permeabilizované buiikky  Ricardson et al. Diferencni barveni -
Plasmatocyty de Graaf et al. Pritokova cytometrie -

El Mohandes et al. Giemsovo barveni -

Gébor et al. Molekuldrni markery Enkapsulace

Richardson et al.  Diferencni barveni -

Barveni neutralni ¢erveni Enkapsulace

Prohemocyty de Graaf et al. Pritokova cytometrie -

El Mohandes et al. Giemsovo barveni -
L5-1 Negri et al. -
L5-2 Negri et al. -
W-1 Negri et al. Morfologie, prilnavost -
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 v€el méd nepostradatelny vliv i humordlni neboli latkovad imunita,
operujici na drovni samotnych molekul, pfihodné nazyvanych humoralni faktory. Patfi
mezi né€ napft. lektiny, slozky fenoloxidasové kaskddy a AmP (Danihlik et al., 2016).
Analyza genomu vcely medonosné zroku 2006 prokdzala jedinou profenoloxidasu
(proPO), tfi lysozymy, pét AmP a nékolik rozpoznavacich molekul v Cele s lektiny typu
C. Ve srovnani s dobfe prozkoumanymi genomy modelovych organismu jako octomilky
obecné (Drosophila melanogaster) nebo koméra Anopheles gambiae je v DNA vcely
medonosné zakédovano témer o dveé tietiny méné imunitnich gent (Evans et al., 2006;
Zhao & Liu, 2022). Tuto relativné nizkou imunokompetenci jednotlivcd ziejmé
kompenzuje silné vyvinuté socidlni chovani (Evans et al., 2006).

Hlavnimi medidtory humordlni imunity jsou AmP (Wu et al., 2018). Soustfedi se na

n¢ samostatnd kapitola 2.3.



2.2.3.1 Lektiny a dalSi rozpoznavaci molekuly

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

Pozornost imunologi vSak nejvice pouta schopnost nékterych lektinii reagovat na
pfitomnost evolu¢né konzervovanych struktur — molekularnich vzord asociovanych
s patogeny (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs). PAMPs jsou exprimovany
na povrchu mikroorganismi, ale ne vys$sich organismt (Arason, 1996; Evans et al., 2006;
Marmaras & Lampropoulou, 2009). Umoziuji tudiz télu urcit, jaké buiiky jsou soucasti
zdravého organismu a jaké nikoliv, coz je stézejni pro spravné a efektivni fungovani
jakéhokoliv imunitniho systému. Rozeznédni je realizovdno navdzanim PAMPs na
receptory rozpozndvajici molekuldrni vzory (pattern recognition receptors, PRRs),
kterymi byvaji pravé lektiny a jim podobné slouceniny (Hillyer, 2016). PRRs tvorbou
komplexti s PAMPs podnécuji bunécnou i latkovou imunitni odpovéd’. U vcel plni ulohu
PRRs z notné ¢asti lektiny typu C.

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

2.2.3.2 Fenoloxidasova kaskada

Fenoloxidasovd kaskdda predstavuje jeden =z ustfednich molekularné-biologickych
systému hmyzi imunitni odpovédi — tzce se propléta zejména s procesy bunécné imunity.
Podporuje fagocytézu (Cerenius et al., 2008). Melanin, jenz ji je vyluCovan, zpeviiuje
kapsuly a noduly, nicméné primarni cytotoxicky ucinek celé kaskady vuci patogenim se
spise pripisuje vedlejsim produktim jejich oxidacnich reakci, reaktivnim formam kysliku

(ROS) a chinoniim (Siva-Jothy et al., 2005; Cerenius et al., 2008).
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Na pocatku fenoloxidasové kaskady stoji profenoloxidasu aktivujici systém (Cerenius
& Soderhill, 2004). Ten je stimulovan vySe diskutovanymi PRRs reagujicimi na PAMPs,
v dasledku Cehoz se spusti kaskada serinovych proteas. Jejich posledni c¢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 signdlni sekvenci, proPO ji postrada (Cerenius & Soderhill, 2004;
Evans et al., 2006). Dalsi zvlastnosti je, ze na rozdil od jinych humoralnich faktort zatim
neexistuje presvéd¢ivy dukaz, Ze by pfitomnost bakterii indukovala transkripci jejiho
genu (Lourencgo et al., 2009). ProPO je ziejmé uskladnéna uvniti hemocytt, konkrétnéji
oenocytoidll, a jeji prfeména na PO probiha po degranulaci v hemolymfe (Cerenius &
Soderhill, 2004; Gabor et al., 2020).

PO nasledné katalyzuje hydroxylaci okolnich monofenolti na o-difenoly a oxidaci
o-difenolll na o-chinony. Prvotnim substritem byvad L-tyrosin, ktery je preveden na
L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-dopa) a ten na L-dopachinon, jenz pfes rozlicné
meziprodukty polymeruje na konecny produkt melanin (Marmaras et al., 1996). Tvorba
melaninu touto cestou a s tim spjaté izolovani patogenu se souhrnné nazyva melanizace.
Projevuje se vznikem tmavych ostrivka v hemolymfé (Hillyer, 2016).

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

Podle Schmid et al. (2008) je PO aktivita v¢eliho plodu v porovnéni s dospélci nizka.
U trubct s vékem upada, u matek naopak vzrista. Co se tyCe kasty délnic, aktivita PO
zustava 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 1étavek.
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Obr. 3: Schéma fenoloxidasové kaskady doplnéné o vycet biologickych roli melaninu véetné

imunitni odpovédi (vytvofeno podle Cerenius & Soderhill, 2012).

2.2.3.3 Lysozymy

Enzym peptidoglykan N-acetylmuramoylhydrolasa (lysozym, N-acetylmuramidasa, EC
3.2.1.17), jak je patrné ze systematického ndzvu, katalyzuje hydrolyzu 3-1,4-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). Vcely exprimuji dva lysozymy typu c
(chicken) a jeden typu i (invertebrate) (Evans et al., 2006). Dostupnd o vcelach

pojedndvajici literatura jim nepfisuzuje antifungdlni aktivitu, tfebaze je pro lysozymy
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typu c typickd a pro lysozymy typu i obvykla (Glifiski & Buczek, 2003; Callewaert &
Michiels, 2010).

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

Lysozymy mnoha zivoc€ichd, z tfidy hmyzu napf. octomilky, nabyly druhotné funkce
coby travici enzymy produkované v riaznych castech digestivniho traktu. Zda se tak stalo
i u v€ely medonosné, neni dosud zndmo (Kylsten et al., 1992; Callewaert & Michiels,

2010).

2.3 Antimikrobialni peptidy

AmP byly poprvé objeveny v kukle motyla martinace cekropijského (Steiner et al., 1981).
Od té doby byly v hojném poctu popsany nejen u ruznych druhtt hmyzu a vibec
bezobratlych, ale i u obratlovct vCetn€ savcu, dale pak u rostlin, hub, a dokonce bakterii
(Zhang et al., 2021).

Navzdory tomu, ze AmP jsou produkovany Sirokym spektrem organismu, je lze
charakterizovat na zakladé nékolika spolecnych vlastnosti. Jsou relativné malé, tepelné
stabilni a neucinkuji na buriky matefského organismu. Zato mohou puasobit proti G+, G—
bakteriim, houbam, parazitim a nékterym obalenym virim, pfiCemz si na né tyto
organismy vytvari rezistenci jen stézi (Takahashi et al., 2010; Li et al., 2012; Mwangi et
al., 2019). AmP se mnohdy sklddaji 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 Casto dotvarena rezidui Cys, jez oxidaci svych sulthydrylovych

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

2.3.1 Déleni antimikrobialnich peptidi

Z vy§e uvedeného vyplyva, ze AmP jsou amfifilni a maji celkovy kladny naboj. Existuje
vSak proporcionalné malo pocetna skupina aniontovych AmP o celkovém ndboji —1 az
—7. Uplatiiyje se v nich bud’ a-helikdlni motiv, nebo motiv cystinového uzlu a se zaporné
nabitymi slozkami cilovych struktur nékdy interaguji prostfednictvim kovovych kationtt
(Harris et al., 2009). Samy pfitom 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 neékterych bakterii na bézné AmP tkvici ve snizovani zdporného
niboje na svém povrchu.

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

Peptidy bohaté na Cys mohou v zavislosti na poctu jeho rezidui tvofit -vlasenky
stabilizované jednou nebo dvéma disulfidovymi vazbami a 3-sklddané listy stabilizované
ttemi nebo Ctyfmi disulfidovymi vazbami (Tossi & Sandri, 2002). Vyskyt
B-skladanych listd zvySuje selektivitu peptidi bohatych na Cys vuci bakteridlnim
membrandm v porovndni s témi a-helikdlnimi (Jin et al., 2005). Analogicky jako v jejich
ptipadé indukuje spravné skldddni AmP s [(-vldsenkami pravé pfitomnost membrany,
kdezto AmP s B-sklddanymi 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 mize doprovazet a-helikdlni doména, jako tomu je
u hmyzich defensinti (Cornet et al., 1995).

Posledni dvé skupiny, peptidy bohaté na Pro ¢i Gly, mnohdy nevytvaii charakteristické
sekundarni struktury a jejich stabilita zdvisi vyhradné na vodikovych vazbach a pii
interakci s membrdnovymi lipidy i na van der Waalsovych sildch (Zhang et al., 2021).
Pokud se vSak v sekvenci AmP nachdzi mnoho Pro rezidui t€sné u sebe, muze se tato
oblast stoCit do polyprolinového helixu II. typu (PP II), levotoCivé Sroubovice se tfemi
rezidui na otocku (Kay et al., 2000). Peptidy bohaté na Pro z AK s poldrnimi postrannimi
bazickymi fetézci jednoznacné uptrednostiiuji Arg, s nimz Pro dava opakujici se motiv
Pro-Arg. AmP s vysokym obsahem Pro jsou také casto amidované a O-glykosylované,
coz zvySuje jejich antimikrobidlni 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 zarover bohaté i na Gly (Tossi & Sandri, 2002).
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2.3.2 Mechanismy ucinku antimikrobialnich peptidi

AmP vykazuji Cetné, leckdy soucasné probihajici Ucinky, které zodpovidaji za jejich
obecné rychly a silny antimikrobialni efekt. Ten prameni z poskozeni zakladnich struktur
zacilenych bun€k a naruseni jejich funkci. Prvnim krokem ptsobeni AmP je interakce
s cilovymi butikami za pomoci elektrostatickych, hydrofobnich nebo jinych interakei,
poté dochdzi k jejich konformacni zméné a akumulaci v prostiedi cytoplazmatické
membrany (CM), coz po dosazeni jisté prahové koncentrace vyustuje bud'to ve ztratu
integrity membrdny a usmrceni buiiky, 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 nejcasteji navozen elektrostatickymi pfitazlivymi
silami mezi kladné nabitym peptidem a zaporné nabitym povrchem buriky. Tento
poznatek plati zejména pro bakterie (Haney et al., 2010). Jedné-li se o houby, mlze byt
zapotiebi specifictéjsich interakci.

Bunécéna sténa G— bakterif se skldda z vné&jsi membrany, Sirokého periplazmatického
prostoru s tenkou siti peptidoglykanu a vnitini (cytoplazmatické) membrany. Zatimco
spodni ¢ast vnéjsi membrany je tvorena fosfolipidy, svrchni Cast je slozena z glykolipidd,
predev§im LPS (Silhavy et al., 2010). LPS ji udéluji silny zdporny ndboj, pochazejici
z fosfatovych, pripadné karboxylovych skupin oblasti jadra a lipidu A (Raetz &
Whitfield, 2002; Adams et al., 2014). Hancock a Chapple (1999) uvadéji, ze AmP
s aktivitou vi¢i G— bakteriim pronikaji skrze vné&jsi membranu neutralizaci jejtho
zaporného ndboje za vzniku trhliny, propoustéjici AmP a jiné molekuly dovnitf.
Alternativné podle nich muze dochdzet k navazani AmP na vazebnd mista LPS pro
dvojmocné kationty, kompetitivnimu vytésnéni nativnich Ca’* a Mg** a deformaci vn&jsi
membréiny vedouci k jejimu rozruSeni. Peptidoglykan je elektroneutrdlni a vcelku
porézni, a pro prostupujici AmP tudiz neptedstavuje prekazku (Demchick & Koch, 1996;
Malanovic & Lohner, 2016).

Bunécna sténa G+ bakterii neni vybavena vnéj§i membranou, jeji funkci z&asti piebira
mohutnd vrstva peptidoglykanu (Silhavy et al., 2010). Nositelkou zdporného niboje je
zde kyselina teichoovi, jez je k peptidoglykanu kovalentné piipojena. Jestlize je navdzana
k hlavicce membranového lipidu, oznacuje se jako lipoteichova kyselina (Neuhaus &
Baddiley, 2003). Negativné nabité fetézce (lipo)teichové kyseliny opét pfitahuji kladné
AmP a pomahaji jim dosdhnout CM. Nicméné z jiného tihlu pohledu mohou byt AmP
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témito polyaniontovymi fetézci spiSe vychytavany, ¢imz by se snizila jejich efektivni
koncentrace na CM, a tim paddem i cytotoxicita (Malanovic & Lohner, 2016).

Pro prinik AmP do bun€k hub je také nutné prekonat bunécnou sténu, sestavenou
z glukant, chitinu a glykosylovanych proteint (Garcia-Rubio et al., 2020). Byly
identifikovany rizné AmP interagujici s kazdou z té€chto slozek (Struyfs et al., 2021).
Zaporny ndboj mize mit i bunéna 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 vystaveéné z fosfolipid, do nichz jsou zabudované
proteiny. Pfesto jsou AmP produkované organismem schopné rozliSit hostitelské
membrany od membran patogent, na né€z selektivné ptisobi. 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 membrian vytyCuje zdkladni rozdil mezi
biomembrdanami eukaryotickych a prokaryotickych bunék. Ty eukaryotické obsahuji
hlavné fosfolipidy fosfatidylethanolamin, fosfatidylcholin ¢i sfingomyelin. Kazda
z téchto molekul pii fyziologickém pH existuje ve forme zwitterionu, ma tedy nulovy
celkovy ndboj. Cholesterol, ktery moduluje fluidnost eukaryotickych, ale jen zfidkakdy
prokaryotickych CM, je rovnéz nenabity. Naproti tomu se v CM bakterii vyskytuji
pfevazné hydroxylované fosfolipidy fosfatidylglycerol, fosfatidylserin a kardiolipin,
disponujici pouze zdpornymi ndboji na fosfiatech. Rozdily v afinitich AmP k cilovym
organismim muze vysvétlovat odlisné rozvrstveni dil¢ich fosfolipidi na obou stranach
biomembran. Tuto transversalni asymetrii mohou AmP svoji pfitomnosti dokonce pifimo
ovliviiovat (Yeaman & Yount, 2003).

Dals$im cinitelem piispivajicim k selektivit¢ AmP je transmembranovy potencidl,
generovany nerovnomérnou koncentraci iontd napfi¢ biologickymi membranami.
Transmembranové potencidly bakteridlnich bunék jsou totiz ve srovndni
s eukaryotickymi pfiblizné o 50 % niz8i (Yeaman & Yount, 2003; McCormick, 2014).

Co se tyCe samotnych AmP, nejdulezitéjsi roli pfi interakci s CM hraje jejich
konformace, kationicita a hydrofobicita. Hydrofobicita je vyjadfovdna jako mnozstvi

rezidui hydrofobnich AK nezbytnych pro permeabilizaci membrany. Nabude-li pfili§
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velkych hodnot, AmP ztrati selektivitu pusobeni a zacnou cilit i na vlastni bunky. Jak jiz
bylo zmin€no, interakci s negativné nabitou CM bakterialnich bun€k v prvni fadé
ptivozuje celkovy kladny naboj vétSiny AmP (Wang et al., 2018). Za nejnizsi kladny
naboj dovolujici pfilnuti AmP k CM je povazovan +2. S naristem kationicity
antimikrobidlni aktivita AmP nejprve stoupd a posléze klesd, stejné jako v prostiedich
s vysokymi koncentracemi volnych kationtil (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 u€inkuji vici houbam, projevuji ale toxicitu

i vici saveim bunéénym 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 roving fosfolipidové
dvojvrstvy. Peptidy dle miry své amfifility ¢i hydrofobicity bud’ lezi pfimo na jejim
povrchu, nebo jsou vnofené na rozhrani hydrofilnich hlavi¢ek a hydrofobnich ocaskt
fosfolipida (Sato & Feix, 2006). Akumulace AmP vede k zakfiveni a zvétSeni povrchu
vngjsi strany CM, ¢imz se membrana ztencuje (Chen et al., 2003; Sato & Feix, 2006). Po
dosazeni urcitého poméru peptidd vici lipidim se AmP preorientuji a porusi celistvost
membrany, cemuz muze dopomdhat i predchozi ztenCeni CM (Brogden, 2005; Sato &
Feix, 2006). V duasledku ztraty jeji integrity dochazi k volnému toku iontd do buriky ¢i
ven z ni. Elektrochemicky gradient se vyrovnavd, transmembranovy potencidl disipuje,
na ném zavisla syntéza ATP ustavd a buiika umira. K bunééné smrti vede i inik vitalnich
metabolitli a bobtnani pfedznamenavajici osmolyzu (Shai, 1999; Sato & Feix, 2006).

Bylo navrzeno hned né€kolik modelovych mechanismt popisujicich efekty AmP na
CM, jmenovité model sudové skruze (barrel-stave model), model toroidniho péru
(toroidal pore model), kobercovy model (carpet model) a agregacni model (aggregate
model) (Zhang et al., 2021).

Konformac¢ni zména nahromadénych AmP chovajicich se podle modelu sudové skruze
zpusobuje nasmérovani AmP kolmo vici CM a jeji penetraci. Hydrofobni oblasti AmP
se ocitaji v kontaktu s mastnymi kyselinami fosfolipidu, zatimco exponované hydrofilni
z6ny zprostiedkovavaji agregaci AmP na povrchu dutiny transmembranového kandlku
(Lee et al., 2016a). Vznikly pdr pfipomind plast sudu a jednotlivé AmP, z nichz je
sesklddan, duziny (Yeaman & Yount, 2003) (Obr. 4, A).
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Na rozdil od modelu sudové skruze dochdzi vramci modelu toroidnitho péru
k zaClefiovani AmP do fosfolipidové dvojvrstvy za ohybu fosfolipidi kontinualné
propojujicich obé strany CM (Matsuzaki et al., 1996; Brogden, 2005). Toroidni por je
tedy vybudovan kolme orientovanymi AmP i hlavickami fosfolipidd, s nimiz AmP stale
interaguji (Huang, 2000; Haney et al., 2010) (Obr. 4, B). Byly pozorovany i méné
usporadané toroidni pory, tvofené pouze jednim az dvéma mirné naklonénymi AmP.
Zbytek AmP se nachdzel na vné&j§i strané CM pobliz transmembranového kandlku
(Nguyen et al., 2011). Model toroidniho pdru vysvétluje, jak mohou AmP pfili§ malé na
to, aby pteklenuly fosfolipidovou dvojvrstvu, permeabilizovat CM (Sato & Feix, 2006).

pusobeni na
cytoplazmatickou membranu

s

Kobercovy m Agregacni model

e

Obr. 4: Shrnuti mechanismi AmP rozruSujicich cytoplazmatickou membranu — model sudové
skruze (A), model toroidniho péru (B), kobercovy model (C) a agrega¢ni model (D) (pfevzato
a upraveno ze Zhang et al., 2021).
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Kobercovy model se od ostatnich modelt odlisuje tim, ze se AmP nevclenuji do CM.
Namisto toho zlstavaji paraleln€ asociované na vnéjsi strané a dédle se kumuluji. Jakmile
dospéji k prahové koncentraci, pfi niz pokryvaji cely jeji povrch podobné jako koberec,
tak se celd CM zhrouti a rozpadne na kulovité micely (Hale & Hancock, 2007)
(Obr. 4, C). Obdobnym zptisobem rozkladaji biologické membrany detergenty (Wang et
al., 2018).

Posledni zminény model je agregacni. AmP se spolu s lipidy spojuji do pfechodnych
agregati. Ty umoznuji tvorbu kanalkt provazenou unikem molekul, jakoz i nelytickou
translokaci peptidi pfes CM a obnaZeni intracelularnich cilt (Haney et al., 2010; Zhang

et al., 2021).

2.3.2.4 Mechanismy ucinkii na vnitrobunécné cile

Vedle Siroce piijimaného membranolytického mechanismu u€inku AmP postupné ziskaly
na pozornosti schopnosti nékterych AmP ovliviiovat vnitrobunééné cile (Hale &
Hancock, 2007). Ukézalo se, ze intracelularni inhibi¢ni mechanismy AmP jsou stejné
dilezité jako mechanismy rozrusujici CM a ze oba typy ucinkii mnohdy probihaji
synergisticky (Le et al., 2017).

Vnikdni AmP do cytoplazmy, aniz by dochazelo k lyzi membrany, nemusi probihat
vyluéné na zakladé agregacniho modelu — urcité peptidy podnécuji rapidni vznik velmi
nestabilnich toroidnich péra. Zanik takovychto port je pak spojen s translokaci peptidu
do cytosolu (Uematsu & Matsuzaki, 2000; Yeaman & Yount, 2003). Madani et al. (2011)
usuzuji, ze se AmP do bunék nepienasi endocytosou, nebot jejich CM casto chybi faktory
potiebné pro jeji uskuteCnéni. AmP mohou byt do cytoplazmy importovany
i bakteridlnimi ATP-vdzajicimi kazetovymi transportéry (ATP-binding cassette
transporters) ve snaze snizit jejich koncentraci na CM a predejit lyze buiiky (Groisman,
1994; Runti et al., 2013).

Po proniknuti dovnitf buiiky se AmP zpfistupiiuje fada moznosti, kterak mohou
interferovat s jejim metabolismem (Obr 5). Nasedavanim na fetézce nukleovych kyselin
vyvolavaji jejich poskozeni. Kationtové AmP vézajici se na DNA pravdépodobné
napodobuji strukturu histonu H2A nebo atakuji maly zlabek dvojSroubovice.
S pusobenim na DNA souvisi jejich centrdlni motiv Pro-Trp-Trp-Pro (Yonezawa et al.,
1992; Park et al., 2000; Ghosh et al., 2014). Jiné AmP zase vykazuji vyssi afinitu vaci
jednovldknové RNA (Le et al., 2017). Spravnou funkci nukleovych kyselin mohou AmP

naruSovat blokovanim replikace ndsledkem inaktivace DNA topoisomerasy (DNA
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topoisomerasa typu I, EC 5.6.2.1) i DNA topoisomerasy (ATP-hydrolyzujici) (DNA
topoisomerasa typu II, EC 5.6.2.2) (Vizan et al., 1991; Marchand et al., 2006; Zhang et
al., 2021). Také mohou inhibovat transkripci, a to patrné interakci s B podjednotkou
bakteridlni nukleosidtrifosfait:RNA  nukleotidyltransferasy (DNA-fizené) (RNA
polymerasa, EC 2.7.7.6) (Yuzenkova et al., 2002) (Obr. 5).

AmP bohaté na Pro Casto narusuji translaci na ribosomech (Graf et al., 2017). Déje se
tak navdzdnim AmP na sestaveny 70S ribosom a zakrytim aminoacylového mista,
peptidylového mista, jakoz 1 aktivniho mista peptidyl-tRNA:aminoacyl-tRNA
N-peptidyltransferasy (peptidyltransferasa, EC 2.3.2.12) (Roy et al., 2015). Jinym
prokazanym mechanismem je zadrzeni terminacnich faktor RF1 a RF2 na ribosomu po
uvolnéni nascentniho proteinu, coz md za ndsledek vycerpani jejich volnych forem
a znemozneéni terminace translace na ostatnich ribosomech (Florin et al., 2017) (Obr. 5).

Krom¢ proteosyntézy mohou AmP bohaté na Pro cilit na skladani proteint (Le et al.,
2017). Vazbou na C-koncové helixy tvoftici ,,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).

Vnitrobunécny ucinek jistych AmP muize zpétné€ ovlivnit integritu bunécné stény.
V bakteridlni CM zakotvené molekuly lipidu II slouzi k doruCovani stavebnich bloku
peptidoglykanu do periplazmatického prostoru pro syntézu bunécné stény (Ng & Chan,
2016). Pisobenim AmP na lipid II dochézi k naruseni tvorby peptidoglykanu, akumulaci
jeho prekurzoru prezdivaného Parkiv nukleotid v cytoplazmé a prodéravéni bunécné
stény (Cammack et al., 2006; Sass et al., 2010) (Obr. 5). Shodny efekt nastdva po uvolnéni
peptidoglykan-amidohydrolas (autolysin, EC 3.5.1.28) rozkladajicich glykanové fetézce
a tetrapeptidové mustky peptidoglykanu. Autolysiny se ovS§em nenachdzi uvniti bunék,
nybrz jsou u G+ bakterii poutdny k lipoteichové kyseliné. AmP rozrusujici CM mohou
zapricinit delokalizaci glykolipidovych kotev lipoteichové kyseliny a zaroven jeji
deprotonaci, ¢imz se autolysiny aktivuji (Yasir et al., 2019).

Literatura popisuje i dalsi zptsoby specifického intracelularniho ptisobeni AmP, napf.
deaktivaci dvoukomponentového regulacniho systému pouzivaného bakteriemi
k pfizpisobeni se zménam prostiedi véetné vystaveni AmP (Ho et al., 2012). Spadaji sem
i poruchy metabolismu sacharidi, purini nebo argininu. V pifipadé posledné
jmenovaného metabolitu AmP cili na L-arginin-karboxylyasu (agmatin tvofici)

(arginindekarboxylasa, EC 4.1.1.19), klicovou pro zvySovani intraceluldirniho pH
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a odolavani kyselému prostiedi (Ho et al., 2016). Bunécny stres vyvolany pasobenim
AmP na endoplazmatické retikulum vede k masivnimu vyplaveni Ca** do cytosolu. S tim
koreluje nartst koncentrace mitochondridlnich ROS zahajujicich nekrotické zmény (Lv
et al,, 2019). Le et al. (2017) navic predpokladaji, ze AmP roznécuji bakteridlni
mechanismy rezistence, jejichz aktivace ve vysledku narusi homeostazu a ptivodi rozpad

bakteridlni bunky.

pusobeni na
vnitrobunécné cile
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Obr. 5: Ukazka mechanismit AmP rozruSujicich vnitrobunécné cile (pfevzato a upraveno ze
Zhang et al., 2021).
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2.3.3 Antimikrobialni peptidy vcely medonosné

V hemolymf¢ vcel 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 mateti kaSicky se podafilo purifikovat skupinu peptidi nazvanou jelleiny
(Fontana et al., 2004). Jiz dlouhou dobu je zndm melittin coby jedna z aktivnich slozek
vceliho jedu (Habermann, 1972).

Naproti tomu byla teprve neddvno demonstrovdna antimikrobidlni aktivita
kutikuldrniho proteinu apiderminu 2 (Kim et al., 2022). Hladina transkriptu jeho genu ve
v€elach vzrostla po podani usmrcenych patogent P. larvae a Ascosphaera apis. Po
naneseni rekombinantniho apiderminu 2 na zivé buiky Escherichia coli, Bacillus
thuringiensis a Beauveria bassiana bylo pod skenovacim elektronovym mikroskopem
u vSech tfi mikroorganismi odhaleno poskozeni bunétné stény (Kim et al., 2022).
Eventudlnimu 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 1 funkéné podobné AmP popsdny nejenom u véely vychodni, ale i dalSich
blanoktidlych (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 ndboj +4. Sklada se z 34 AK, z nichz 10 tvoti Pro (Casteels
et al., 1990). Nalezi proto do kategorie peptidi bohatych na Pro (Casteels et al., 1993).
Prehled AK sekvenci abaecinu, apidaecinu, defensinu a hymenoptaecinu podava tabulka
nize (Tab. 2). VSechny tyto AmP jsou v buiikach syntetizovany v podobé& prekurzorovych
peptidi. 53 AK dlouhy prekurzor abaecinu jako jediny postrada pro-sekvenci propojujici
signdlni sekvenci se sekvenci zralého AmP. Abaecin tudiz nabyva biologickou aktivitu
patrné uz v endoplasmatickém retikulu, kam je po translaci translokovan (Casteels-Josson
et al., 1994).

Abaecin ucinkuje proti G+ a G- bakteriim zhruba stejnou mérou. U abaecinu
vyskytujictho se ve ¢melacich bylo zjisténo, ze zvySuje aktivitu hymenoptaecinu a tento
potenciacni efekt proptjcuje i membranolytickym AmP jinych druh 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 vcelich antimikrobialnich peptida (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 - YVPLPNVPQPGRRPFPTFPGQGPFNPKIKWPQGY
Apidaecin Ia GNNRPVYIPQPRPPHPRI
Ib GNNRPVYIPQPRPPHPRL
11 GNNRPIYIPQPRPPHPRL
111 GNNRPIYISQPRPPHPRL
Defensin 1 De-C VTCDLLSFKGQVNDSACAANCLSLGKAGGHCEKGVCICRK-
TSFKDLWDKREF
Ro-F VTCDLLSFKGQVNDSACAANCLSLGKAGGHCEKGVCICRK-
TSFKDLWDKYF
Defensin 2 - VTCDVLSWQSKWLSINHSACAIRCLAQRRKGGSCRNGVCI -
CRK
Hymenoptaecin - QERGSIVIQGTKEGKSRPSLDIDYKQRVYDKNGMTGDAYG—
GLNIRPGQPSRQHAGFEFGKEYKNGEFIKGQSEVQRGPGGR-
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. cmeldka zimniho, vosy uto¢né (Vespula
germanica) Ci kutilky Sphecius speciosus (Casteels et al., 1989; Li et al., 2006a). VSechny
apidaeciny poji obsah 18-20 AK, kladny ndboj, zvySeny obsah Pro a vysokd homologie.
Nejvice evolu¢né konzervovana byva C-koncova oblast, napfic¢ druhy nejpromeénlive)si
zase ta N-koncova. Zatimco variabilni oblast apidaecint vytycuje spektrum bakterii, viici
nimz ucinkuji, konstantni podmiiuje jejich antimikrobialni aktivitu jako takovou. S ni
patrné€ souvisi i jeji predpokladana konformace PP II, dovolujici apidaecinim navazat se
na své molekularni cile (Li et al., 2006a). Podle Otvose et al. (2000) jimi jsou DnaK
a GroEL. Z vngjsi strany CM by se k nim mohly dostat pfes membranovy transportér
nebo oligomerizaci predchdzejici permeabilizaci (Castle et al., 1999; Dutta et al., 2008).
Casteels et al. (1990) si vSak nemysli, Ze by pusobily jakkoliv lyticky.

Vcela medonosna ze spolecnych multipeptidovych prekurzort, které byly detekovany
jen u larev, produkuje tfi isoformy apidaecinu: Ia, Ib a IT (Tab. 2). Existence potencidlni
ctvrté isoformy III na drovni proteinu dosud nebyla prokazana (Casteels et al., 1989; Li
et al., 2006a; Danihlik et al., 2016). Dil¢i isoformy se od sebe li§i pouze bodovymi
zaménami AK a koncentracemi v hemolymf€ po indukci (cra : ¢ = 1:20),
antimikrobidln{ aktivitu maji srovnatelnou (Casteels et al., 1989). Apidaeciny jsou hlavni

slozkou vceli humoralni odpovédi na infekci G— bakteriemi (Wu et al., 2018). Efektivné
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ucinkuji vaci t€m, jejichz zZivotni cyklus je svazany s rostlinami a véelu by mohly nakazit
behem sbéru pylu, jde kuptikladu o rody Erwinia a Rhizobium (Casteels-Josson et al.,
1994). Pasobi okamzit€, aktivita mechanismem tc¢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 (Ilyasov et al., 2013).

Jsou nejrozsifengjSimi AmP mezi hmyzem a nachdzi se i u jinych zivocichi vcetné
lovéka, jakoz i u rostlin (Raj & Dentino, 2002; Ding et al., 2009; Cefovsky & Bém,
2014). Kralic¢i defensin byl vibec 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 vyznacuji obsahem 34-51 AK,
z nichz Sest zastupuje Cys (Yi et al., 2014). Tvorbou disulfidovych vazeb pomahaji
stabilizovat dvé antiparalelni 3-vlakna peptidu, jehoz fetézec se dile smérem k N-konci
skladd do amfifilniho a-helixu a smycky (Klaudiny et al., 2005).

Soucasti genomu vcely medonosné jsou dva geny pro defensin (Klaudiny et al., 2005).
Prvni znich kéduje defensin 1, jenz ma dvé isoformy. Jednou je defensin De-C,
vyskytujici se v hemolymf€, druhou royalisin Ro-F, nachdzejici se v matefi kaSicce
a vmedu (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
(Ilyasov et al., 2013). Pri¢inou je rozsifeni amidovaného C-konce o dodatecny 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 stanovend sekvence se shoduje se
sekvenci De-C otiSténou v predchozi prici, jejimiz autory jsou Casteels-Josson et al.
(1994).

Prestoze 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 oznacCeny Cislem 1 (Ilyasov et al., 2013).
Jeho existence se doposud prokdzala jen na urovni transkriptu (Klaudiny et al., 2005).

Primarnim ucinkem defensind byva poruseni integrity membran patogenu a nejinak
tomu je i u téch vcelich (Raj & Dentino, 2002; Ilyasov et al., 2013) Jejich silnd afinita
vuci G+ bakteriim se ziejmé odviji od zna¢ného poctu Cys residui a kompaktni struktury

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

2.3.3.4 Hymenoptaeciny
Na rozdil od v tfidé hmyzu takika vSudypfitomnych defensind jsou hymenoptaeciny opét
specifické jenom pro urcité blanoktidlé druhy, jejich vyskyt se prekryva s abaecinem
(Riddell et al., 2009; Xu et al., 2009; Tian et al., 2010). Ptislusi do skupiny peptida
bohatych na Gly (Casteels et al., 1993).

Vceli hymenoptaecin disponuje celkovym ndbojem +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, pfiCemz v ucinku vici
G- bakteriim jevi komplementaritu k apidaecinu. NarusSuje jejich vnitini 1 pfipadnou
vnéj§i 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 vetsi 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 o sob€ vykazuje antimikrobialni G€inky, snizuje energetické naroky organismu na
imunitni odpovéd’. Vcely pak maji k dispozici vice zivin pro piezimovani, péci o plod

apod.

2.3.3.5 Peptidy vceliho jedu a materi kaSicky

V prubéhu evoluce se u Casti blanokiidlych vyvinul bodaci aparat jako prostfedek
k uchvaceni kofisti. S rozvojem socialniho zivota se z zihadla a z jedu, ktery jim vytéka
do réany, stala zbran slouzici k obran¢ vcelstva pred predatory, ale 1 pfed patogeny
(Baracchi et al., 2011). Hlavnim toxinem vceliho jedu je melittin (Habermann, 1972). Po
odstépeni z prekurzoru sestavd z 26 AK, jez mu ddvaji amfifilni charakter a aktivitu vici
celé paleté bakterii a hub (Habermann, 1972; Tosteson & Tosteson, 1981; El-Seedi et al.,
2020). Mechanismy u¢inku melittinu jsou detailné prozkoumany. Primarné rozrusuje CM
podle modelu toroidniho péru (Yang et al., 2001). Trebaze se podili na bolestivosti
vceliho bodnuti a vzniku zanétu, v malych davkach ma protizanétlivé ucinky, ponévadz
potlacuje Cinnost signalnich drah regulujicich hladiny mediatori zanétu (Lee & Bae,
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2016). Terapeuticky potencidl melittinu ov§em brzdi jeho sklon k hemolyze, proc¢ez ho
neni vhodné povazovat za AmP v uz§im slova smyslu — netcinkuje selektivné proti
mikroorganismum (Yang et al., 2001).

Antibakterialni a antifungalni pisobeni vceliho jedu umociiuje peptid secapin,
inhibujici serinové proteazy vcetn€ téch mikrobialnich (Hou et al., 2014; Lee et al.,
2016b). A co vic, Van Vaerenbergh et al. (2013) v jedu vcel detekovali AmP apidaecin.

Pridatné specifictéjsi funkce vjedu vcely medonosné zastdvaji peptidy apamin
a mastocyty degranulujici peptid (mast cell degranulating peptide, MCDP). Oba toxiny
nedosahuji ani Ctyfprocentni 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 Cerné stiidavé (Alternaria alternata). Na bakterie ale vliv nemd (Kuzmenkov et
al., 2022). Antimikrobidlni aktivita MCDP nebyla prokdzana (El-Seedi et al., 2020).

Mateti kasicka obsahuje vyjma royalisinu i dal§i peptidy s antimikrobidlnimi
vlastnostmi, jmenovité jelleiny I, II a III, které pisobi 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 tvofeny enzymovym St€penim hlavniho proteinu matefi kasicky 1 (major royal jelly
protein 1, MRIJP 1), produkovaného hltanovymi zlazami vcel a uvoliovaného do matefi
kaSicky (Fontana et al., 2004; Muresan et al., 2022).

V mateti kasSiCce byl nalezen také peptid apisimin (Bilikova et al., 2002). Ackoliv u ngj
nebyla a potfad neni pozorovana antimikrobidlni 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 akordt na to, ze v kombinaci s jinymi latkami matefi kasSicky stimuluje

krevni monocyty (Gannabathula et al., 2015).

2.3.3.6 Produkce antimikrobialnich peptida

Tak jako u skoro vSech druhi hmyzu se i ve vCele medonosné po stietnuti 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 1 blanokfidli, syntetizuje AmP
v raznych epitelech, a predev§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
v hemolymf€, rozlisnych tkanich a mukéznich sekretech. Analyza proteint slizovych Zlaz
trubct afrikanizovanych vcel vSak na zadné AmP neupozoriiuje (Colonello & Hartfelder,
2003).

Tukové télisko zadecku sestava z voln€ prilehlych bunék s vysokym obsahem lipida
a glykogenu, obsahuje také proteinové granuly (Larsen, 1976; Costa-Leonardo et al.,
2013). Nove¢jsi studie na vcelach doklada, ze se zde vedle adipocyti nachazi
i oenocytoidy. Ddle poukazuje na jeho segmentaci a soudi, ze dil¢i segmenty jsou na sobé
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 pfirovnat k jatrim obratlovca (Larsen,
1976; Strachecka et al., 2021). Schonfeld (1955) ve své knize vénované vcelaiim
zduraziuje, Ze se tukova tkan vyjma zadeCku vyskytuje i v hrudi za dponem podélnych
létacich svalt a u vkloubeni kfidel, ve hlavé pak v blizkosti tykadel.

Co se tycCe ostatnich tkdni potencialné zapojenych do produkce AmP, vyzkum Maa et
al. (2013) mj. ukdzal, ze se v zaludku véely medonosné transkribuje gen pro abaecin
(Obr. 6 D). Zaludek kon¢i ptimo pred vytsténim malpighickych trubic, vyludujicich
z téla vodu a odpadni latky (Schonfeld, 1955). V tomto exkre¢nim organu byly u létavek
nalezeny transkripty apidaecinu a defensinu 1 (Vannette et al., 2015) (Obr. 6 E).

Pro hlavy plati, ze 1étavky exprimovaly geny kdédujici AmP rovnéz v hltanovych
a mandibularnich zlazach, a to mnohem vice nez krmicky, coz je prekvapivé ze dvou
divodu (Vannette et al., 2015) (Obr. 6 A, B). Za prvé, hltanové Zlazy jsou klicové pro
krmeni a vyzivu plodu. Za druhé, s pfibyvajicim starim vcel ob¢ Zlazy atrofuji (Schonfeld,
1955). Ze srovnani intenzity exprese AmP v hltanovych vs. v malpighickych zlazach
vychazi 1épe hltanové, hladiny jejich genti 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 hlavich
a zadeCcich dospélci publikovali  Aronstein &  Saldivar (2005). Transkript
hymenoptaecinu v extraktu z hlavy neSlo zvolenou polymerasovou fetézovou reakci
(PCR) detekovat. Bandy pfislusici hymenoptaecinu v zadecku a apidaecinu v obou

télnich Castech byly sotva znatelné. Zato bandy abaecinu a defensinu 1 se vyvinuly dobfe.
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Tloustka banda defensinu 1 z hlavy a ze zadeCku byla srovnatelna. Co se tyCe abaecinu,
vyrazngjsi byl band pro zadecek.

VétSina publikaci zabyvajicich se expresi vcelich imunitnich faktori dospiva
k vysledkim 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
genu vSak nemusi nutné korespondovat s jejich translaci do kone¢ného proteinu (Dutta et
al., 2008). Skutecné poméry tim padem mohou lépe reflektovat techniky pracujici
s peptidy a proteiny. Houdelet et al. (2022) pomoci zobrazovaci hmotnostni spektrometrie
a peptidového mapovéni s matrici asistovanou laserovou desorpci/ionizaci (MALDI)
vizualizovali a porovnali prifezy tkani zdravych vcel a v¢el nakazenych hmyzomorkou
Nosema ceranae. S ptispénim databaze molekulovych iontd pak kromé jiného
lokalizovali vyskyt abaecinu, apidaecinu a royalisinu. Apidaecin byl zmapovin
rovnomérme v oblasti toku hemolymfy hlavou, hrudi 1 zadeckem. Abaecin byl ve zvySené
koncentraci pfitomen v hlavé a okolo zaludku a vykalového vaku (Obr. 6, F). Exprese
royalisinu se omezila na hlavy vcel, nejvyssi intenzity dosdhla v misté hltanovych zlaz
(Obr. 6, A). Na rozdil od obou AmP nedoznala v kontrolnich a infikovanych vzorcich
zadnych zmén.

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

(2022), protoze rust hladin mohl byt zapficinén vyhradné isoformou z hemolymfy.

Obr. 6: Organy, v nichz byl zaznamendn vyskyt antimikrobialnich peptidu ¢i jejich transkripti.
Hltanové Zlazy (A), mandibulami (B) a labialni zlaza (C), zaludek (D), malpighické trubice (E)
a vykalovy vak (F). Tukové télisko neni zakresleno (pfevzato a upraveno ze Schonfeld, 1955).
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2.4 Signalni drahy

Signélni drahy neboli kaskddy mizeme definovat jako ,sekvence udalosti umoziiujici
bunkam pfijmout signdl a biologicky na néj reagovat (Kodicek, 2018, s. 39). Regulaci
bunééného metabolismu nebo exprese genu davaji bunkam schopnost komunikovat
a plnit télesné funkce, tu imunitni nevyjimaje (Akira et al., 2006; Alberts et al., 2008).
V jejim ptipadé se signdlni drahy spousti reakci rozlicnych PAMPs se specifickymi
PRRs. Indukuji vyraznou imunitni odpoveéd’ proti patogenu ¢i skupin€ patogent, jejichz
PAMPs byly rozpoznany (Akira et al., 2006).

Ke zprostredkovani imunitni odpovédi vyuziva v€ela medonosna celkem Ctyfi signalni
kaskady. Jde o signdlni drdhy Toll, JAK/STAT, Imd a JNK. Geny koédujici signdlni
molekuly jsou naprosto homologni s témi v modelovych organismech D. melanogaster
a A. gambiae. Béhem analyzy genomu vCely medonosné v roce 2006 se nepodafilo najit
gen ligandu Unpaired (Upd) ze signalizace JAK/STAT. Jelikoz je funkce této signdlni
drahy zachoviana, md se za to, ze je stimulovdna odli§Snym, prozatim nezndmym proteinem
(Evans et al., 2006; McMenamin et al., 2018). Ve srovnani s octomilkami je pozménéna
1 signalni draha Toll, nebot’ v€elam chybi transkripéni faktor Dif. Produkuji ale hned dvé
isoformy transkripéniho faktoru Dorsal (Evans et al., 2006). Vyplavovini AmP

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

2.4.1 Signalni draha Toll
Podnétem pro iniciaci signdlni drdhy Toll je infekce G+ bakteriemi a houbami, resp.
PGRP a BGRP regulovand kaskdda proteas (Lemaitre et al., 1996; Parker et al., 2001).
McMenamin (2018) k jejim aktivatorim piipocitava i viry. ZvySeny prepis gena této
drdhy pozorovali Annoscia et al. (2019) i u v€elstev napadenych klestikem vcelim.

Cinnosti vy$e zmindnych proteas dochdzi k od§tépeni C-koncového fragmentu
extracelularniho proteinu Spitzle, jehoz vazbou na transmembranovy receptor Toll se
signdl transdukuje (Parker et al., 2001). Uvnitf buiky se s dimerizovanou
cytoplazmatickou doménou 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 umlcili jeden z gent

kédujicich vceli Toll receptor, Ami18w, jenze expresni profil AmP zistal neménny. Bud’
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se jejich produkce viibec netcastni, nebo byla jeho absence vykompenzovana ostatnimi
receptory této ¢i zbylych kaskad. Naproti tomu Lourenco et al. (2018) knock-downem
genu pro Dorsal dokdzali, ze signélni draha Toll reguluje expresi defensinu 1. Draze Toll
se u vcel jesté pripisuje modulace hladin PO a vSech tii lysozymd, aniz by pro to
v soucasnosti existovaly experimentalni podklady (Evans et al., 2006).

Kromé imunity ovliviiuje signdlni drdha Toll u hmyzu diferenciaci embrya podél
dorzoventrélni osy, jak zjistily vyzkumy embryogeneze na octomilce obecné (Lemaitre

et al., 1996).

2.4.2 Signalni draha JAK/STAT

Nézev signdlni drahy JAK/STAT odkazuje na jeji dva klicové komponenty — Janus kinasy
(JAK) a proteiny zvané signdlni transduktéry a aktivatory transkripce (STAT) (Shuai &
Liu, 2003). Vedle nich v ni vystupuje ligand Upd, jenz je ovSem u vcel nahrazen
nezndmym ligandem, a jeho receptor Dome (Evans et al., 2006; Marmaras &
Lampropoulou, 2009). Signalizace je po stimulaci viry ¢i bakteriemi zahdjena navazanim
ligandu na Dome, ktery podléhd dimerizaci (Shuai & Liu, 2003; Kingsolver et al., 2013).
Prilehlé JAK fosforyluji specifickd Tyr rezidua na receptoru za vzniku dokovaciho mista
pro STAT, znichz se po fosforylaci JAK také stdvaji dimery. V tomto usporadani
disociuji a jakozto transkrip¢ni faktory putuji do jadra (Shuai & Liu, 2003) (Obr. 7, C).
Vysledkem je pravdépodobné proliferace hemocytt a antivirova odpoveéd (Evans et al.,

2006; Kingsolver et al., 2013).

2.4.3 Signalni draha 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 jejil PGRP jsou stimulovdny 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 zaznamend kinasa TAK1, procez
rekrutuje IKK komplex. Tento prvek preda fosfat transkripcnimu faktoru Relish, ¢imz
podniti jeho rozstépeni kaspasou Dredd. Uvolnéna N-koncova doména pak prochazi pies
jadernou membranu, kdezto C-koncova zistava v cytosolu (Kingsolver et al., 2013)

(Obr. 7, B). Podle Schliinse a Croziera (2007) signdlni drdha Imd reguluje expresi

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

2021).

2.4.4 Signalni draha JNK

Signalizace prostiednictvim drahy Imd muize modulovat taktéz komponenty signalni
drahy JNK (Evans et al., 2006). Kinasa TAKl ma schopnost pusobit na
c-Jun N-koncovou kinasu (JNK), jez, jak jeji nadzev napovida, fosforyluje transkripcni
faktor c-Jun. Po aktivaci Relish navic dochdzi k degradaci TAKI1 a utlumeni této
signalizace (Tafesh-Edwards & Eleftherianos, 2020). V télech v¢el by mohla hrat roli pii
setkdni s viry — pfitomnost klestika s vysokou nalozi viru deformovanych ktidel vyvolala
zmény v expresi gent implikovanych v signdlni draize JNK (McMenamin et al., 2018;
Annosciaet al., 2019). Wu et al. (2020b) ve své studii dosli k zavéru, ze tuto drahu u vcely

vychodni ovliviiyje jeji stfevni mikrobiom.
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2.5 Metoda ELISA

ELISA je citlivou a na vybaveni laboratofe pomérné€ nenaro¢nou metodou, zalozenou na
dvou principech, imunochemickém a biochemickém —na schopnosti Ab specificky poutat
antigeny (Ag) s epitopy komplementdrnimi k jejich paratopim a na schopnosti urcitych
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 ciré mikrotitracni desticky zhotovené z polystyrenu. Adsorpcni schopnosti
materidlu, a tim i citlivost detekce zvySuje oxidace jeho povrchu ozafenim paprsky gama
(Feng et al., 2009; Konstantinou, 2017). Po inkubaci, jiz je potfeba nechat probéhnout
i po dalSich nanaSecich krocich, se mikrodesticka proplachne promyvacim pufrem,
zpravidla fosfitem pufrovanym fyziologickym roztokem (phosphate-buffered saline,
PBS) s detergentem. Promyvéni se opakuje mezi kazdym bodem postupu. Nasleduje
tzv. blokovani, které si klade za cil, aby se vSechna zbyla mista nenasycena Ag pokryla
inertnim proteinem. Idedlni volbou byvad hovézi sérovy albumin (BSA) rozpustény
v blokovacim pufru, jenz se jinak od toho promyvaciho nelisi. Coby alternativa BSA
muze poslouzit zelatina ¢i su§ené mléko. Poté se do smési vpravi konjugat Ab a enzymu
(Hornbeck, 2015; Konstantinou, 2017). Zdarného vysledku lze dosahnout jediné tehdy,
kdyz Ab reaguje vylucné€ s analytem, a ne s blokujicim proteinem (Shah & Maghsoudlou,
2016).

Pridanim roztoku substritu se cinnosti imobilizovaného enzymu zacne vyvijet
méfitelny signdl, a to zména barvy kapaliny v jamkdach. 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 (kfenova peroxidasa, HRP z anglického horseradish peroxidase, EC
1.11.1.7) (Obr. 8). Posledni jmenovany reaktant je zase S§tépen fosfat-monoester
fosfohydrolasou (alkalickd fosfatasa, EC 3.1.3.1). Detekce na bazi spektrofotometrie se
uskutectiuje uvniti mikrodestiCkovych readert (Konstantinou, 2017). Generované
zbarveni je pro ucely métreni absorbance vhodné nejprve ustalit. Kuptikladu oxidaci TMB
katalyzovanou HRP lIze terminovat dpravou pH, povétsinou dosazenou napipetovanim
ziedéné kyseliny sirové (Obr. 8). Nespornou prednosti zastaveni této reakce je znasobenti

citlivosti stanoveni (Crowther, 2000).
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Obr. 8: Kienovou peroxidasou katalyzovand oxidace chromogenniho substritu
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, pfimé usporadani 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 formétu. Za
dalsi tfi zédkladni typy metody se povazuji nepiima, sendvicova a kompetitivni ELISA
(Shah & Maghsoudlou, 2016).

Protokol pro nepiimé usporadani se od pfimého odklani vyuzitim dvou druhi Ab,
primérni a sekunddrni. Na naneseny Ag se nejdfive navaze neznaena primarni Ab a na
tu se posléze uchyti sekundarni Ab konjugovand na enzym (Aydin, 2015) (Obr. 9, B).
Diky tomu, ze primdrni Ab disponuji vicero epitopy pro nasednuti vice nez jedné
sekunddrni Ab, se signdl amplifikuje (Lin, 2015). Od toho se odviji vysoka citlivost
stanoveni. Komercni sekundarni Ab byvaji cileny na nespocet primarnich Ab, nemusi se
tedy syntetizovat na zakdzku, coz €ini cenu analyzy piijateln€jsi. Na druhou stranu je pfi
vybéru sekundarni Ab nezbytné brat zietel na jeji potencidlni kiizovou reaktivitu s Ag
(Shah & Maghsoudlou, 2016). Kromé Ag se analytem v nepfimé varianté metody ELISA
muze stat i primarni Ab (Hornbeck, 2015).
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Obr. 9: Bézna usporadani metody ELISA: pfimé (A), neptimé (B), sendvi¢ové (C), kompetitivni
se znacnou protilatkou (Ab) (D) a kompetitivni se znaenym antigenem (Ag) (E) (pfevzato

a upraveno z Konstantinou, 2017).

Narozdil od ptimého a neptfimého usporadani nezacina sendvicova ELISA imobilizaci
Ag, nybrz Ab, kterd je nazyvana zachytnou a kterd z jedné strany obklopuje Ag. Z druhé
se na n¢j vaze primarni Ab a na ni pak oznafena sekundarni Ab (Obr. 9, C) (Shah &
Maghsoudlou, 2016). Umoziuje-li to situace, lze primdrni a sekunddrni Ab nahradit
jedinou Ab podobné jako u pfimého formatu (Aydin, 2015). Sendvi¢ova ELISA nabizi
nejcitlivej§i stanoveni, vyzaduje ale dva razné epitopy na Ag (Konstantinou, 2017).
Vzorek analytu neni nutné pred analyzou purifikovat, nebot’ zichytné Ab vychytivaji Ag
afinitn€. Nevyhodami jsou zvySena financni a ¢asova naro€nost, a to nejen pii provadeni
experimentu, ale i pfi vybirani vhodné kombinace Ab (Stanker & Hnasko, 2015; Shah &
Maghsoudlou, 2016).

Kompetitivni metody ELISA mohou byt pfizpisobeny pifimému, nepfimému
i sendvicovému usporadani (Crowther, 2000). Vyznacuji se tim, ze se spolu se
stanovovanym Ag ¢i Ab do jamek zanasi i znamé mnozstvi enzymem znaceného, jinak
vSak identického referencniho Ag, resp. Ab. Analyt a referen¢ni konjugat soutézi o vazbu
na adsorbovanou Ab, resp. Ag (Obr. 9, E, D). Pii vypoctu koncentrace analytu se tudiz
nevychdzi z ptimé, ale z nepifimé uméry — ¢im je signal intenzivnéjsi, tim vice referecni
latky se navdzalo na dkor 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
piistupny epitop, ¢imz vylucuji pouziti klasického sendvicového uspotradani (Crowther,
2000).

ELISA byla vyvinuta Engvall a Perlmannem (1971) se zamérem poskytnout
jednodus$si a zaroveini srovnatelné citlivou alternativu k ve své dobé velmi populdrni
metode radioimunoanalyzy (RIA). Metoda RIA je zalozena na imunochemické reakci
mezi Ab, volnym Ag a radioaktivné znaCenym Ag (Yalow, 1980). Engvall a Perlmann
zachovali jeji de facto kompetitivni povahu, namisto znaceni radionuklidy ov§em vyuzili
schopnosti alkalické fosfatasy hydrolyzovat p-nitrofenylfosfat na zluty p-nitrofenol
(Engvall, 2010). Od té doby prosla metoda ELISA mnohymi Gpravami a jeji vyvoj stéile
pokracuje (Gao et al., 2020). Moznosti detekce signdlu se z barevnych reakci rozrostly
téz na fluorescencni nebo chemiluminiscencni, jez vykazuji vyssi citlivost. Ze stejného
divodu se Ab, popi. Ag propojuji s molekulami enzymu komplexem biotin-avidin
(Konstantinou, 2017).

Nikdy neutuchajici poptavka po citlivéjSich a robustnéjS§ich metoddch 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 pfitomnost analytu s nebyvale nizkou mez{
detekce (de la Rica & Stevens, 2012). Na tento ,,plazmonicky* format metody ELISA
byly rovnéz adaptovany nanonosiCe jako liposomy, zarucujici dodate¢nou amplifikaci
signdlu (Bui et al., 2015). Ptirodni enzymy, jejichz pouzitelnost je limitovdna ndroky na
uzsi 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 proteint, peptidu, ale také nizkomolekularnich
organickych latek konjugovanych na vhodny nosi¢. Analyze se dd podrobit i analyt
rozprostreny 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, hojné vyuzivanou v oblasti zdravotnictvi, 1ze analogicky uplatnit pfi
vySetfovani povahy patogent napadajicich vcelstvo, jak doklddaji ¢lanky popisujici

detekovani viru akutni paralyzy vcel, viru deformovanych kiidel i kasmirského vceliho

35



viru (Allen et al., 1986; Bowen-Walker et al., 1999; Shen et al., 2005; Shah &
Maghsoudlou, 2016).

Na studium vcelich peptidi, potazmo proteind ji pravdépodobné poprvé aplikovali
Won et al. (2009), kdyz pomoci ni prokazali, ze profil proteint korejského a evropského
medu se rizni. Bilikové a Simuth (2010) taktéz zkoumali slozeni medu, metodou ELISA
kvantifikovali protein MRJP 1. Na jejich vysledky navézali Shen et al. (2015). Vyvinutim
specifiCtéjsi Ab proti stejnému analytu méfeni vyrazné zpiesnili. O rok pozdéji se ELISA
uplatnila pfi detekci defensinu 1, rovnéz v medu (Valachova et al., 2016). Pole ptisobnosti
metody bylo v roce 2015 rozsifeno na dalsi vCeli produkt — stanovila se ji koncentrace
melittinu ve vCelim jedu i v kosmetice z n¢j vyrabéné (Suh et al., 2015).

Ze vcelich tél, konkrétné hemolymfy véely medonosné a vychodni, byl metodou
ELISA kvantifikovan royalisin. Autofi zjistili, ze jeho koncentrace v hemolymfé vcely
vychodni byla vyznamné vyssi nez v pripadé véely medonosné, a to jak béhem infekce,
tak i pred a po jejim prodélani (Shen et al., 2014). Optimalizaci této imunoanalyzy pro
stanoveni relativnitho zastoupeni peptidi abaecinu, defensinu 1 a hymenoptaecinu
provedla Botikova (2022). Kromé vyskytu uvedenych AmP v hemolymf€, pro coz byla
optimalizace zamySlena, provedla prvotni zhodnoceni jejich zastoupeni v extraktech

z hlavy a zadeCku u imunitn€ naivnich a LPS vystavenych jedinci.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

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

Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)

Hydrogenfosfore¢nan 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)

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

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

Kyselina citronové (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina fosfore¢na 85% (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina sirovd 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)

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

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

Tween 20 (Carl Roth, Némecko)
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Uhligitan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

3.1.2 Biologicky material
Vcely, jez byly vramci bakalarské prace zpracované, byly krariského plemena
(A. mellifera carnica) a pochazely ze v¢elnice Mgr. Jitiho Danihlika, Ph.D. Sbér vcel
probéhl 27. Cervence 2022. Ramek se zavickovanym plodem byl dopraven do laboratofte,
kde byl ponechén v inkubdtoru nastaveném na 34 °C (vlhkost 50-60 %) do vylihnuti vcel.
Vylihnuté vcely o definovaném stafi (2-3 dny) byly rozdéleny do klicek a krmeny po
dobu 24 h roztokem LPS o hmotnostnich koncentracich 30, 60 a 120 pg-ml! v 50%
sacharose v pfipadé imunizovanych vzorka, v pfipadé kontrolnich pak roztokem 50%
sacharosy. Poté byly vCely zamrazeny a uschovany v mrazicim boxu pti —30 °C.

Jiz lyofilizovana hemolymfa cCerstvé vylihnutych mladusek byla dodana vedouci

préce.

3.1.3 Pristrojové vybaveni

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

Digitalni pH metr (XS Instruments, Italie)

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

Mikrodestickovy reader Synergy H1 (BioTek, USA)
Minicentrifuga C1008-B (Benchmark Scientific, USA)
Minitfepacka Vortex V-1 plus (Biosan, LotyS§sko)

Oscilacni mlyn MM 400 (Retsch, Némecko)

Parni sterilizator (Tuttnauer, Nizozemsko)

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

Termostatovana tfepacka PST-100HL (Biosan, Lotyssko)
Ultrazvukova lazefi K5 (Kraintek, Ceské republika)

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

hydrogenfosfore¢nanu sodného v destilované vod¢, autokldvovano
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Blokovaci pufr: 5,00 g-1'' suseného mléka v pracovnim promyvacim pufru

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

Fosfo-citrdtovy pufr s peroxoboritanem sodnym pH 4,6: 17,09 g-I'! dihydritu
hydrogenfosfore¢nanu sodného, 9,98 g-1"! kyseliny citronové, 0,76 g-1"! tetrahydratu
peroxoboritanu sodného v destilované vodé

K-fosfatovy pufr (K-Pi) pH 7,0: 10,63 g-1"! hydrogenfosfore¢nanu draselného, 5,24 g-1"!
dihydrogenfosforecnanu draselného v destilované vodé

Nanaseci pufr pH 9,6: 4,24 g-1"! uhligitanu sodného, 5,04 g-1"! hydrogenuhli¢itanu
sodného v destilované vode, autoklavovano

Pracovni Bradfordovo €inidlo: zdsobni Bradfordovo ¢inidlo natfedéno 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-1'! TMB v DMSO

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

Zasobni roztok BSA: 0,01 g1 BSA v destilované vodé

3.2 Metody
3.2.1 Metoda dle Bradforda

Bradfordova metoda byla vyuzita ke stanoveni celkové koncentrace proteinti ve vzorcich

vcel (Bradford, 1976).

3.2.1.1 Zpracovani vzorki

Byly zpracovany celkem ctyfi skupiny vcel — tf1 experimentalni, krmené LPS o ¢, = 30,
60 a 120 ug-ml, a jedna kontrolni. V&elam byly po rozmrznuti odstfizeny hlavy a po
uchopeni poslednich 2 tergiti zadeCku jim byla pomoci pinzety vyjmuta vétSina
digestivniho traktu — medovy vacek, zaludek, stfeva a vykalovy vak s vlastnim rektem
(Schonfeld, 1955). Prestfizenim stopky mezi hrudi a zadeCkem a odstfizenim vykalového

vaku od zbytku vypreparované travici trubice byly ziskany jednotlivé vzorky riznych

tkani — hlav, hrudi, zadecku a stfev (Obr. 10).
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Obr. 10: Separované véeli t€lni ¢asti: hlava (A), hrud’ (B), zadecek (C) a travici trakt (D). Travici
trakt byl pro ucely Bradfordovy metody zbaven vykalového vacku, pfi provadéni metody ELISA

byl pouzit sice vcelku, ale pouze v prub¢hu pilotniho méfeni.

Kazda oddélena télni cast byla spolu s tfemi homogeniza¢nimi kuli¢kami okamzité
vlozena do 2ml mikrozkumavky ponechané na ledu. Vzorky byly nasledné pfemistény
do mraziciho zafizeni nastaveného na —60 °C. Po 30 min byly vzorky nasklddany do
kovovych desek vychlazenych rovnéz na —60 °C a homogenizovdny pomoci oscilaéniho
mlynu po dobu 10 min a pfi frekvenci 30 s,

Po homogenizaci bylo do vS§ech mikrozkumavek pipetovano 200 pl K-Pi, vzorky byly
dikladné protiepany na minitfepacce a centrifugovany po dobu 10 min pii 15000xg

a 5 °C. Nakonec byly vzorky 20x zifedény K-Pi a podrobeny analyze obsahu proteint.

3.2.1.2 Priprava kalibracnich standarda

Zasobni roztok BSA byl pfipraven rozpusténim navazky 10,00 mg BSA v 1 ml
destilované vody. Do prazdné mikrozkumavky z né bylo odebrano 100 ul a doplnéno
1900 pl destilované vody, tak aby hmotnostni koncentrace &inila 500 pg-ml™. Z takto
nafedéného roztoku BSA byla sestavena kalibracni 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 kalibragnich standarda.

Vyslednd koncentrace Objem roztoku BSA Objem destilované vody

[pegml'] (] [p]
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 mikrotitraéni desky bylo postupné pipetovano 5 pl 20x ziedéného vzorku telni
casti (kalibracniho standardu BSA), 45 ul K-Pi (destilované vody) a nakonec 200 ul
pracovniho Bradfordova cinidla. Jako blank poslouzilo 50 pl extrakéniho roztoku
(destilované vody) spolu s 200 ul pracovniho Bradfordova cinidla. VSe bylo naneseno
v triplikétech.

Po Sminutové inkubaci byly na mikrodestickovém readeru zméfeny absorbance pii
vlnovych délkdch 590 nm a 450 nm v médu bez vicka. Pfed méfenim byly piipadné

bublinky v jamkach propichnuty pomoci Spendliku.

3.2.2 Metoda ELISA

Metoda ELISA byla vyuzita ke vzdjemnému porovnani hladin AmP abaecinu,

defensinu 1 a hymenoptaecinu napfic télnimi ¢astmi.

3.2.2.1 Zpracovani vzorki
Pro metodu ELISA byly opét ptichystany vzorky ze vcel zdravych i imunizovanych LPS.
Jejich zpracovani bylo totozné jako v podkapitole 3.2.1.1 s nize 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 ptes noc lyofilizovany.

Lyofilizované vzorky byly pfed nanesenim na ELISA mikrodesticku rozpustény
v 650 pul nanaseciho pufru a 3 s promichany na mikrotfepacce. Posléze byly ponofeny na
5 min do ultrazvukové lazn€ a nakonec pfiblizn€ 2 min centrifugovany na minicentrifuze.
Stejnym zpusobem byla zpracoviana také lyofilizovana hemolymfa mladusek, navrzena
jako negativni kontrola.
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3.2.2.2 Priprava standardi antimikrobialnich peptida
Standardy AmP abaecin, defensin 1 a hymenoptaecin byly dodany toutéz firmou, ktera
vyrobila primarni Ab proti nim. Zasobni roztok kazdého standardu o hmotnostni
koncentraci 100 pg-ml™! byl ztedén 100x na 1 pg-ml"! a ddle 10x na 100 ng-ml!, pokazdé
do destilované vody.

Roztoky AmP o hmotnostnich koncentracich 100 ng-ml”! byly nafedény 10x na
10 ng-ml™! a 5x na 20 ng-ml"! do nanaseciho pufru. Standardy AmP fedéné v nanasecim

pufru byly pfed pouzitim pfipravovany vzdy Cerstvé. Slouzily jako pozitivni kontrola.

3.2.2.3 Prubéh stanoveni

Do jamek 96jamkové ELISA mikrodesticky bylo pipetovano 100 pl vzorku ptislusné
télni ¢asti, hemolymfy mladusky, standardu abaecinu, defensinu 1 ¢i hymenoptaecinu
nebo blanku — samotného nanaseciho pufru. Vse bylo naneseno v duplikatech. Naplnéna
desticka byla prikryta vickem, obtahnuta parafilmem a ptes noc inkubovana v lednici pfi
4 °C.

Nésledujici den byl vytfepan obsah jamek, jez byly kritce 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 inkubovédna 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 ul naredéné primarni Ab. Ab proti abaecinu byla ze zdsobniho roztoku fedéna do
pracovniho promyvaciho pufru v poméru 1 : 250 objemovym dilim. V pfipadé Ab proti
defensinu 1 a Ab proti hymenoptaecinu fedici pomér €inil shodné 1: 500 (Botikova,
2022). Inkubace jamek s primarnimi Ab pokrac¢ovala v tfepacce po dobu 1 h za stejnych
podminek (37 °C, 300 rpm). Pfed jejim skonCenim byla nafedéna sekundarni Ab
pracovnim promyvacim pufrem (1 : 3000) (Botikova, 2022). Po trojitém promyti byla
ptidana po 100 pl do vSech jamek mikrodesticky, jez byla znovu inkubovana po dobu 1 h
(37 °C, 300 rpm). Po inkubaci byla desticka promyta celkem 6x a poté bylo do kazdé
jamky pipetovano 100 pl ELISA substratu. ELISA substrat byl pfipraven smichanim
250 pl roztoku TMB v DMSO (¢, = 24 g-1'") s 10 ml fosfo-citrdtového pufru s perboritem
sodnym. Roztok TMB v DMSO byl pfipraven minimalné 2 h pfed pouzitim a do
zuzitkovani ponechdn na programovatelném rotatoru ve tme. ELISA substriat byl

pfichystdn minimaln€ 1 h pfed pouzitim a uchovavan ve tmé&. Po prob&hnuti zaveérecné
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hodinové inkubace (37 °C, 300 rpm) byl vyvoj zbarveni v jamkich zastaven
napipetovanim 50 ul 2,8% (v/v) kyseliny sirové (c = 0,5 mol-1"!).

Na mikrodestickovém readeru byla zaznamendna absorbance pii vinové délce 450 nm
v médu bez vicka. Pfed méfenim, jakoz i ped dil¢imi inkubacemi byly pfipadné bublinky

v jamkach propichnuty pomoci Spendliku.

3.3 Software
Mikrodestickovy reader Synergy H1 byl ovladdn pomoci programu Gene 5, verze 3.06.

Pro vyhodnoceni naméfenych dat vCetné tvorby grafii bylo uzito programu Microsoft
Excel, verze pro Microsoft 365. Srovnani (alignment) sekvenci AmP a epitopu, 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 proteinu ve vzorcich télnich casti

Z namétenych absorbanci pii vinovych délkach 590 nm a 450 nm byl pro vSechny jamky
vypocitan podil Asoo/Asso. Prace s timto vyjadfenim absorbanci pomdhd potlacit vnitini
nelinearitu Bradfordovy metody, zptusobenou piekryvem barev dvou rozdilnych forem
CBB G 250 a zkreslujici méfeni koncentraci proteini mimo interval 2-10 pg-ml.
Vysledkem této linearizace je zlepSeni citlivosti a presnosti stanoveni (Zor & Selinger,
1996).

Po zprimérovani triplikati hodnot pro kalibra¢ni standardy BSA a odecteni
piislusného blanku — zde destilované vody — byla zjisténa priméma hodnota podilu
absorbanci pro kazdy standard. Jejich vynesenim na osu y grafu proti zndmym
hmotnostnim koncentracim na ose x a prolozenim linearni regrese byla zkonstruovana
kalibracni zavislost, popsand rovnici piimky y = 0,0015x — 0,0425 (Obr. 11).

Na zéklad¢ znalosti rovnice kalibra¢ni pfimky byly prepocteny obdobné ziskané
podily absorbanci vzorkti vCelich télnich Casti na hmotnostni koncentrace v nich
obsazenych proteind. Bylo totiz zjisténo, Ze rozdily podilu absorbanci destilované vody
a K-Pi, do néhoz byly proteiny extrahovany, jsou zanedbatelné (0,848 vs. 0,831). Udaj
o celkové koncentraci proteind v hlavé, hrudi, zadeCku a stfevu kontrolnich
a imunizovanych vcel popisuje graf na nésledujici stran€. Jelikoz byly v rdmci skupin
zpracovany jen 4 vcely, byl zvolen format kategorického skupinového bodového grafu
(Obr. 12).

e o o
oo N

Pomér absorbanci 4594/4,5,
o
=

0,3
y =0,0015x - 0,0425
0,2 R2=0,9935
0,1
0
0 100 200 300 400 500 600

Koncentrace BSA [pg-ml!]

Obr. 11: Kalibra¢ni pfimka pro uréeni koncentrace proteinil ve vzorcich télnich casti.
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Obr. 12: Koncentrace celkovych proteint v extraktech homogenati véelich télnich ¢asti u kontrolnich vzorka (modra) a vzorka vystavenych LPS o hmotnostni

koncentraci 30 pg-ml" (Zluta), 60 pg-ml™” (Gervena) a 120 pg-ml" (fialova). Cerny obdélnik zna¢i primé&rou hodnotu v rdmei skupiny, n podet vzorki.
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V hlavach bylo u kontrolni skupiny obsazeno v priméru 1494,34 + 748,45 ng-ml’!
celkovych proteint. U v&el vystavenych LPS o hmotnostni koncentraci 30 pg-ml! bylo
stanoveno 1390,86 + 967,88 ug-ml! proteinti. Pro skupinu s LPS o koncentraci
60 ;,Lg-ml'1 obsah proteind Cinil 2345,24 + 822,83 ;,Lg-ml'1 a pro LPS o koncentraci
120 pg-ml! celkem 1759,30 + 789,38 pg-ml! proteind.

V hrudich bylo u kontrolni skupiny naméfeno 8468,62 + 2875,89 ug-ml! proteind
a u experimentdlnich  skupin  8850,30 +2338,77 pgml' (LPS, 30 pugml?),
9153,25 +2583,20 pg'ml! (LPS, 60 pgml') a 9601,16 + 1445,90 pg-ml! (LPS,
120 pg-ml!) proteind.

V zadeécich bylo u experimentalnich skupin zméfeno 2308,15 + 791,51 ug-ml! (LPS,
30 pg-mlt), 2971,06 + 1397,65 ug-ml! (LPS, 60 ug-ml') a 3743,88 + 1890,19 pg-ml!
(LPS, 120 pg-ml™") proteini. U kontrol bylo zméfeno 1967,33 + 619,50 pg-ml™! proteind.
Dostalkova et al. (2022) v K-Pi extraktech ze zadeCkd neimunizovanych vcel (bez
traviciho traktu) stanovili koncentraci 1140,8 + 723,4 ug-ml™! celkovych proteind pomoci
nelinearizované Bradfordovy metody. V citované studii se zkoumaly vcely letni generace,
pri¢emz v této bakalarské praci, vzhledem k datu sbéru vc€el, uz mohlo byt naklddéno se
zastupci zimni generace. VCely zimni generace prezivaji mnohem dels§i dobu nez letni
veely, coz se odrazi ve zvySeném obsahu celkovych proteint, zvlasté vitellogeninu,
markeru dlouhovékosti (Schonfeld, 1955; Kunc et al., 2019).

Ve stievech bylo u kontrol nalezeno 2598,25+1500,99 ug-ml! proteind,
u experimentdlnich skupin  7664,11 £2399.32 ug-ml! (LPS, 30 pgml?),
3459,99 +2671,88 pg-ml™t (LPS, 60 pgml!) a 2277,08 +405,58 pg-mlt  (LPS,
120 pg-ml!) proteind.

Nejvice proteind bylo pfitomno v hrudich vcel, nejméné pak v jejich hlavach. Na
ptikladech hrudi a zadeCkt lze vidét, ze kontrolni vcely jevily nejnizsi primérnou
koncentraci celkovych proteind a tato hodnota se zvySujici se koncentraci LPS stoupala.
Praméma koncentrace proteinu v hrudich vcel vystavenych nejvyssi koncentraci LPS
byla 1,13x vyssi nez u kontrol, v ptipadé zadecka 1,90x vyssi. Tyto vysledky by mohly
indikovat reakci na imunogen — produkci humoralnich faktort véetné AmP, jejichz tfi
zastupci, abaecin, defensin 1 a hymenoptaecin, byli detekovani metodou ELISA.

Hlavy ani stfeva nevykazovaly plynulou zavislost koncentrace LPS na prumémém
mnozstvi proteintl. Zatimco u hlav byl rozptyl mezi méfenymi vzorky relativné nizky,
u stiev byl s vyjimkou skupiny imunizované LPS o ¢, = 120 pg-ml™ vysoky. Casteénd
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by za to mohlo zodpovidat zpracovavani vzorku, kdy vykalovy vak nemusel byt od
zbytku vypreparovaného traviciho traktu oddélen stejnoméme. Ve vykalovém vaku se
hromadi zbytky potravy vcetné natrdvenych pylovych Castic obsahujicich proteiny, jez
mohou zkreslovat stanoveni celkovych proteint (Schonfeld, 1955). Z tohoto divodu byl

pred méfenim odstranén.

4.2 Srovnani sekvenci antimikrobialnich peptidu se svymi epitopy

Od spolecnosti Moravian-Biotechnology byly ziskany informace o sekvenci epitopu
AmP, proti kterym byly pfipraveny a dodany pouzité Ab. Pro urCeni jejich specifity byly
nasledné srovnany se sekvencemi defensinu 1, ktery pravdépodobné existuje ve dvou
isoforméch, 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@ pfitomnou 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 pfislusného epitopu.

4.3 Pozitivni a negativni kontroly metody ELISA

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

v piipadé stanoveni celkovych proteind.

10 20 30 40 50 €0 70 80 90
n CRETSEEDLWDER
VTCDLLSFRGCVNDSECAANCLSLGRAGGHCERGVCICRRTSFRDLWDER
VTCDLLSFRGCVNDSECRANCLSLGRAGGHCERGVCICRRTSFRDLWDRY
B CENPRIRWEQ
PLENVECPGRRPEFPTEPGOGEENPRIRWED
c CTRKEGESRESLDI
QERGSIVIQGTREGEKSRESLDIDYRCQRVYDENGMTGDAYGSLNIRPGQPSROHAGFEFGREYRNGF IRGCSEVORGPGGRLSPYEGT R

Obr. 13: Alignment sekvenci vyrobcem navrzencho epitopu defensinu 1 s isoformami
defensinu 1, De-C a Ro-F (A), navrZzen¢ho epitopu abaccinu s abaccinem (B) a navrzen¢ho

epitopu hymenoptaecinu s hymenoptaecinem (C).
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Jako negativni kontrola byly pouzity vzorky hemolymfy cerstvé vylihnutych
mladusek, u nichz se nepredpoklada produkce AmP. Jejich absorbance vSak vychédzely
velmi pozitivné, a to opakované. To muize znacit, ze i v takto raném stadiu dospélosti
dochdzi k produkci AmP. Porovnavani ELISA desticek, detekujicich pokazdé peptidy jen

jedné ze skupin vcel, se tedy realizovalo na zakladé vzdjemné podobnosti blankd.

4.4 Zastoupeni antimikrobialnich peptidu ve vzorcich télnich casti

Pro jednotlivé télni casti u kontrolnich i1 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 v¢el imunizovanych LPS o hmotnostni koncentraci
30 pg-ml! vykazovaly primérnou absorbanci 0,06 + 0,01, LPS o hmotnostni koncentraci
60 pg-ml! pak 0,19 +0,07 a LPS o hmotnostni koncentraci 120 ug-ml! 0,19 + 0,08.
V hrudich byla u kontrolni skupiny naméfena primérna absorbance 0,54 +0,14
a u experimentdlnich skupin 0,13 +£0,03 (LPS, 30 ug-ml'l), 0,82 +£0,20 (LPS,
60 ug-ml'l) a 1,47 +0,40 (LPS, 120 ug-ml'l). V zadeCcich byla u kontrol zméfena
absorbance 0,10 0,10 a u experimentdlnich skupin 0,08 + 0,02 (LPS, 30 ug-ml'l),
0,25 + 0,13 (LPS, 60 pg-ml™') a 0,27 + 0,30 (LPS, 120 ug-ml ') (Obr. 14).

Zvysené hladiny abaecinu byly pozorovdny po imunizaci roztoky s koncentracemi
LPS 60 a 120 pg-ml!. Zvlast vyrazny narGst nastal v hrudich po aplikaci nejvice
koncentrovaného roztoku LPS. Naopak ordlni podani LPS o nejnizsi koncentraci
neovlivnilo hladiny abaecinu v analyzovanych télnich ¢astech vzhledem ke kontroldm.
Kontrolni skupina vykazovala u vSech tkani velmi nizké hodnoty absorbance. Tyto
poznatky naznacuji, ze krmeni vcel vice koncentrovanymi roztoky LPS indukovalo
vyplaveni abaecinu. Ve studii Siedeho et al. (2015) vSak injektovani vcel LPS
(cm = 500 pg-mlt) expresi genu tohoto peptidu prokazatelnd nevyvolalo. Naproti tomu
injekce zivymi i mrtvymi butikami E. coli jeho transkripci spousti (Casteels et al., 1990;
Yang & Cox-Foster, 2005). Neni vylouc¢eno, ze za téchto podminek dochdzi k indukovani
abaecinu spiSe prostfednictvim aktivace signdlnich drah Imd a Toll peptidoglykany.
Pokud jde o imunitni stimulaci LPS, je mozné, ze vhodnéj§i imunizacni technikou je
podani oralni cestou. Tento zpuisob by navic mél eliminovat vliv stresové reakce,
vyvolané poranénim jehlou, na odpovéd imunitniho systému (Lourenco et al., 2009).
Houdelet et al. (2022) zjistili, Ze k tvorbé abaecinu dochazi i po infekci N. ceranae. Jeho

koncentraci v hrudi ov§em shledali niz§i nez v hlavé a stfevu nakazené i zdravé vcely.
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Obr. 14: Vyskyt peptidu abaecinu v extraktech homogenati vcelich télnich ¢asti u kontrolnich vzorka (modra) a vzorku vystavenych LPS o hmotnostni

koncentraci 30 pg-ml" (Zluta), 60 pg-ml™" (Gervena) a 120 pg-ml" (fialova). Cerny obdélnik zna¢i primé&rou hodnotu v rdmci skupiny, n podet vzorkd.
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Obr. 15: Vyskyt peptidu defensinu 1 v extraktech homogenat vcelich télnich ¢asti u kontrolnich vzorki (modra) a vzorkl vystavenych LPS o hmotnostni

koncentraci 30 pg-ml" (Zluta), 60 pg-ml™" (Gervena) a 120 pg-ml" (fialova). Cerny obdélnik zna¢i primé&rou hodnotu v rdmci skupiny, n podet vzorkd.

50



Absorbance 4,

Hlava Hrud’ Zadeéek
n=4

Kontrola LPS (30 pg-ml") ®LPS (60 ug-ml") @LPS (120 ug-ml’) =Primérna hodnota

Obr. 16: Vyskyt peptidu hymenoptaecinu v extraktech homogenati véelich télnich ¢asti u kontrolnich vzorka (modra) a vzorka vystavenych LPS o hmotnostni
koncentraci 30 pg-ml” (Zluta), 60 pg-ml™ (Gervena) a 120 pg-ml” (fialova). Cerny obdélnik zna¢i primé&rou hodnotu v rdmci skupiny, n podet vzorkd.
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Primérné absorbance spjaté s vyskytem peptidu defensinu 1 v hlavach citaly u kontrol
0,54 £ 0,20, zatimco u imunizovanych skupin 0,31 + 0,11 (LPS, 30 ug-ml'l), 1,01 £ 0,53
(LPS, 60 pgml') a 0,71+027 (LPS, 120 pgml?!). Vhrudich byla
u kontrol stanovena absorbance 1,02 + 0,26, u experimentdlnich skupin pak 0,46 + 0,14
(LPS, 30 pg-mlt), 1,34+0,29 (LPS, 60 ug-ml") a 1,56+ 0,80 (LPS, 120 pg-ml™?).
Primeérna absorbance zpracovanych zadecka kontrolni skupiny byla 0,38 + 0,33, ptiCemz
napii¢ skupinami vystavenymi LPS C¢inila 0,36 £ 0,10 (LPS, 30 ug-ml'l), 0,92 + 0,31
(LPS, 60 pg-mlt) a 0,73 + 0,37 (LPS, 120 pg-ml!) (Obr. 15).

Hladiny defensinu 1 narostly po imunizaci roztoky s koncentracemi LPS 60
a 120 pg-ml™!, podobné jako u abaecinu. Zvysena byla také primérna absorbance pro
kontrolni vzorky hrudi a v mensi mite hlav (2,65x, resp. 1,41x oproti zadecktim kontrol)
mRNA defensinu 1 stanovili v hlavich a hrudich Klaudiny et al. (2005). Je mozné, Ze se
v téchto télnich ¢astech, konkrétn&ji v hitanovych, mandibularnich a labidlnich 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 v§ak reguluje
pouze signdlni drdha Toll, jiz by LPS, purifikované strukturni slozky G- bakterif,
aktivovat nemély (Schliins & Crozier, 2007). Jmenované zavéry kazdopadné podporuji
tezi, ze se primarni Ab proti defensinu, pouzita v bakalarské praci, vdzala na ob¢€ isoformy
defensinu 1. Houdelet et al. (2022) vsak detekovali nasobné vice royalisinu v hlavach nez
v hrudich v¢el.

Zastoupeni hymenoptaecinu v hlavach analyzovanych vcel, vyjadfené hodnotami
prumérnych absorbanci, u kontrol ¢inilo 0,09 +0,03 a u experimentdlnich skupin
0,08+ 0,01 (LPS, 30 pgml'), 0,26+0,09 (LPS, 60 ug-ml'') a 0,11 +0,03 (LPS,
120 ug-ml'l). V hrudich to u kontrol bylo 0,47 £0,20 a u experimentdlnich skupin
0,49 0,14 (LPS, 30 pgml'), 1,08 0,42 (LPS, 60 ugml?') a 0,63 +0,33 (LPS,
120 pg-ml).  V zadeécich jevily kontroly primérmou absorbanci 0,35 0,09,
experimentdlni skupiny zase 0,41 £0,07 (LPS, 30 ug-ml'l), 0,66 £0,19 (LPS,
60 pg-mlt) a 0,34 +£0,07 (LPS, 120 ug-ml!) (Obr. 16).
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Indukovani hymenoptaecinu, fizené signdlni drdhou Imd, je u LPS statisticky
prokazano (Schliins & 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 podédni roztoku LPS
o hmotnostni koncentraci 60 ug-ml™, a to v priméru 2,3nasobné ve srovnini s télnimi
castmi imunitné naivnich vcel. Signdly navozené aplikaci nejvice koncentrovaného
roztoku LPS se blizily drovnim téchto kontrol. Obdobné nizké byly absorbance vSech
analyzovanych AmP po imunizaci véel LPS s hmotnostni koncentraci 30 pg-ml'. Mfize
se jednat o podprahové davky, pifi nichz jest€ neni vCeli imunitni systém dostatecné
stimulovan. Optimdlni testovanou koncentraci LPS pro vyplaveni hymenoptaecinu se
ukézalo byt 60 pg-ml !, pro vyplaveni abaecinu a defensinu 1 pak 120 pg-ml.

V grafech prezentované vysledky podobné jako v pracich Botikové (2022) nebo
Aronstein a Saldivara (2005), studujicich profil transkriptt AmP pomoci PCR, ukazuji,
ze nejvyssi signal v télnich ¢astech dospélct z testovanych peptida vykazoval defensin 1.
Tato bakalarska prace se vSak s dalSimi zavéry Aronstein a Saldivara (2005) ohledné
exprese AmP v hlavach a zadeCku rozchazi. Pomoci metody ELISA byl
v zadecCcich detekovan vyssi, nikoliv niz§i primémy 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.

Obecngji vzato, zastoupeni AmP v hlavé, hrudi a zadecku sledovalo podobné trendy
jako rozvrstveni celkovych proteintl v téchto télnich ¢astech. Prestoze je tukové télisko,
nalézajici se prevazné 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 detekovdno v hrudi vcel, 1 kdyz jejich produkci zde literatura
zaznamendava pouze v labidlnich zlazach (Klaudiny et al., 2005). Jednoduché vysvétleni,
ze pratok hemolymfy, kam se AmP vylucuji, muze byt v hrudi nejvyssi, je vyvraceno
vyzkumem Crailsheima (1985). Podle n¢&j se nejvice hemolymfy vyskytuje v zadecku
(anegyméné v hlavé). Moznou indicii pro rozkliCovani piekvapiveé vysokého zastoupeni

AmP v hrudi vcel je Schonfeldova (1955) poznamka, ze se tukova tkan nachézi i zde.
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5 ZAVER

Predkladana bakalaiska prace byla zaméfena na stanoveni parametrd humoralni imunity
v riznych castech téla vcely medonosné. V teoretické Casti byla vypracovana literarni
reSerSe o imunitnim systému vCely medonosné s diirazem na humoralni imunitu, zejména
AmP a jejich produkci. Rovnéz byly shrnuty poznatky o signalnich drahach, jez vedou
k aktivaci imunitni odpovédi vCely medonosné, a metodé ELISA, jez predstavovala
klicovou metodu praktické Casti préce.

V praktické Casti bylo provedeno stanoveni koncentrace celkovych proteint v hlavé,
hrudi, zadecku a stfevu vcel z kontrolni skupiny a ze Ctyf experimentdlnich skupin,
krmenych LPS o hmotnostnich koncentracich 30, 60 a 120 ug-ml'. Bylo zisténo, ze
nejvice proteini se nachdzelo v hrudich vcel, nejméné v jejich hlavach. MnoZstvi
celkovych proteind napfi¢ skupinami se zvySujici se koncentraci LPS plynule rostlo
v hrudi a zadecku.

Metodou ELISA bylo stanoveno relativni zastoupeni AmP abaecinu, defensinu 1
a hymenoptaecinu v hlavé, hrudi a zadeCku. Meéfeni potvrdilo, Ze u jedinct
imunizovanych vys§imi koncentracemi LPS dochézi k indukci produkce AmP. Nejveétsi
mnozstvi peptidi abaecinu, defensinu 1 a hymenoptaecinu bylo nalezeno v hrudi,
prekvapiveé malé pak v zadeCku. Tento vysledek potencialné znaci, ze oblast hrudi vcely
medonosné muze hrat obzvlast’ dulezitou roli v imunitni odpovédi, zatimco tukové télisko
zadeCku nemusi byt hlavnim producentem stanovovanych AmP.

Dalsi usili by mélo byt vénovano optimalizaci rekombinantni produkce standarda
peptidi, které by nasledn€ mohly umoznit kvantifikovani koncentrace AmP. Mély by také
byt nalezeny lepsi negativni kontroly. Rovnéz by bylo vhodné opakovat méfeni stiev vcel
u vSech skupin metodou ELISA. Na studii by bylo vitané navédzat stanovenim dalSich
humoralnich faktor jako AmP apidaecinu ¢i enzymu fenoloxidasy, procez by mohly byt
pfipraveny nové Ab anebo by mohly byt s vyhodou wvyuzity 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 rozpoznévajici proteiny
Ab protilatka

Ag antigen

AK aminokyseliny

AmP antimikrobidlni peptidy

BSA hovézi sérovy albumin

CBB G 250 Coomassie briliantova modi G 250

CM cytoplazmatickd membrana

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

G+ grampozitivni (bakterie)

HRP kfenova peroxidasa

Hyp hydroxyprolin

Imd imunodeficientn{ (signdlni drdha)

JAK Janus kinasy

JNK c-Jun N-koncova kinasa

K-Pi K-fosfatovy pufr

L-dopa L-3,4-dihydroxyfenylalanin

LPS lipopolysacharidy

MALDI matrici asistovand laserova desorpce/ionizace
MCDP mastocyty degranulujici peptid

MRIJP 1 hlavni protein matefi kaSicky 1

PAMPs molekuldrni vzory asociované s patogeny
PAP proPO-aktivujici protein

PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
PCR polymerasova fetézova reakce

PGRP peptidoglykany rozpoznavajici proteiny

PO fenoloxidasa

PP II polyprolinovy helix II. typu

proPO profenoloxidasa

PRRs receptory rozpoznavajici molekuldrni vzory
RIA radioimunoanalyza
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ROS
rpm
STAT
TMB

reaktivni formy kysliku

otacky za minutu

signdlni transduktéry a aktivatory transkripce
3,3,5,5¢-tetramethylbenzidin

Unpaired
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