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Abstrakt

V¢ela medonosna (Apis mellifera) ma podstatny vyznam pro Uroven opylovani
hospodatskych a plannych plodin. Hmyz postrada ziskanou slozku imunitniho
systému, obranyschopnost tak zajistuje pouze imunita vrozena. Charakteristickym
prvkem nespecifické humoralni imunity je rychld syntéza antimikrobidlnich peptidii
uskute¢nujici se predevsim v tukovém télese a nasledna sekrece do hemolymfy.
V hemolymf¢ vcely medonosné byly doposud detekovany antimikrobidlni peptidy
abaecin, apidaeciny, defensin-1 a hymenoptaecin, vystupujici jako velmi ucinné

efektorové molekuly vii¢i napadeni mikrobidlnimi patogeny.

V této praci bylo provedeno porovnani relativni kvantifikace exprese genli kodujicich
vySe zminéné antimikrobidlni peptidy vcel a larev vystavenych bakteridlnim
patogentim. Larvy byly infikovany rtiznymi koncentracemi spor Paenibacillus larvae
piidanymi do matefi kasicky, kterou byly po dobu 4 dnt v laboratornich podminkach
krmeny. I pfesto, ze larvam byl patogen podan piimo potravou, nebylo u téchto
jedinci v porovnani s kontrolou pozorovano vyznamné ovlivnéni hladiny exprese
genll antimikrobidlnich peptidli. Dospélé vcely byly po narkotizaci oxidem uhli¢itym
imunizovany vpichem pod kutikulu roztokem PBS a timto roztokem obohacenym o
suspenzi bakterii Escherichia coli a Paenibacillus larvae. Hladina exprese vSech ctyr
pozorovanych gend u dospélcti byla oproti kontrolni skupiné statisticky vyznamné
zvySena predev§im v pfipadé experimentdlni skupiny vcel imunizovanych
fyziologickym roztokem s bakteridlni suspenzi. AvSak také imunizace samotnym
roztokem PBS, ktery by mél plisobit jako fyziologicky roztok, vyvolala oproti kontrole

zvySenou expresi vSech ¢tyf porovnavanych gent. Lze tak pozorovat tizka souvislost



vSech tfi linii imunitniho systému. Tedy, Ze i na naruSeni fyzikéalnich bariér, v tomto

ptipad¢ kutikuly, je humoralni imunitni systém pfipraven rychle reagovat.

Byl optimalizovan postup pro imunochemickou detekci antimikrobialnich peptida
defensinu-1 a abaecinu ztkani véely medonosné metodou Western blotting.
V homogenatech zadecka vcel, jejichz extrakci v 0,1% TFA s naslednou lyofilizaci
ptedchazelo vypreparovani traviciho traktu, byl u klinicky zdravych i imunizovanych
jedinct detekovan 5,5 kDa peptid defensin-1. V hemolymfé vcel nebyl detekovan ani
abaecin ani defensin-1. V tomto biologickém materialu byla ziejm¢ velmi nizka

koncentrace cilovych analytt pro detekci Western blottingem.

Klic¢ova slova vCéela medonosna, humoralni imunita, antimikrobialni
peptidy, genové exprese, Western blotting
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Abstract

Honey bee (Apis mellifera) has a major importance for the level of pollination of
agricultural and wild-growing crops. Insect lack the acquired component of immune
system and the resistence is provided only by the innate immunity. The typical
attribute of the non-specific humoral immunity is a rapid synthesis of antimicrobial
peptides which is realised especially in the fat body, followed by their secretion
into the haemolymph. Antimicrobial peptides abaecin, apidaecins, defensin-1 and
hymenoptaecin were detected in the haemolymph of honey bees so far. These peptides

act as effector molecules against microbial pathogens.

This thesis brings the comparsion of relative quantification of genes expression coding
antimicrobial peptides mentioned above and between bees and larvae after exposure
to bacterial pathogens. The larvae were infected by different concentrations of spores
of Paenibacillus larvae added into royal jelly. Larvae were fed in vitro conditions
for 4 days. In spite of the pathogen being given directly in food to the larvae,
significant impact on the level of gene expression of antimicrobial peptides
in comparsion to controls was not observed. Adult bees were immunized by
a subcuticular injection of the PBS solution and of PBS solution enriched by
a suspension of Escherichia coli and P. larvae bacteria. The expression level of all
four genes of interest were significantly increased compared to control group. The
group immunized by PBS and bacteria suspension displayed the highest gene

expression. However, also immunization by PBS alone induced increased expression



level of all four genes compared to control non-immunized group. Even the disruption
of physical barriers, in this case of cuticle, the hummoral immune system is prepared

for quick reactions such as expression of genes of antimicrobial peptides.

Western blotting technique was optimized for imunochemical detection of
antimicrobial peptides defensin-1 and abaecin from tissues of honey bees. Extraction
of homogenized bee abdomens without digestive tract in 0,1% TFA with additional
lyofilization was detected 5,5 kDa peptide defensin-1 in clinically healthy as well as in
immunized individuals. Abaecin and defensin-1 were not detected in haemolymph of
bees. There was apparently very low concentration of target analytes in this biological

material fot detection by Western blotting.
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Cile prace

Vypracovani literarni reSerse o vyvoji imunitni odpovédi v riznych vyvojovych
stadiich hmyzu se zamétenim na vcely (Apoidea).

Zpracovani a sepsani poznatki 0 postupu zpracovani, izolaci a purifikaci peptida
a proteinil s naslednou imunochemickou detekci z riznych biologickych matric.
Optimalizace imunochemické detekce peptidi defensinu-1 a abaecinu pomoci
metody Western blot z hemolymfy a homogenatt tkani vcel.

Sledovani zmén v humoralnim imunitnim systému vcel.



1 Uvod

Nahl¢ a velmi rozSifené ztraty vcelstev se v dneSni dob¢ staly hrozbou vcelatského
prumyslu, nebot by v budoucnu mohly mit dopad na celkovou produkci potravin
ve svété. Druh véel medonosnych (Apis mellifera) se totiz vyznamné podili
na opylovani hospodaisky vyznamnych rostlin. Jelikoz se vcely c¢asto vyskytuji
Vv blizkosti lidskych sidel a primyslovych oblasti, jsou vystavovany negativnimu vlivu
pesticidu, insekticidi a dalSich chemickych latek v prostiedi. Kvuli socidlnimu zptsobu
zivota, kdy uly scitaji az nckolik desitek tisic hlav, je u v€el zvySeno riziko pfenosu
nemoci zapfiinénych parazity a patogeny. K pfenosu tak dochédzi velmi blizkym
kontaktem jedincii, véely krmi své potomky a travi vétSinu zivota v lu, jehoz prostredi
je idealni pro mnoho nezadoucich mikroorganismu (Randolt et al., 2008; Dainat et al.,
2012).

Aby byla ochrana pied napadenim u¢inna, vyvinula se u tohoto druhu hmyzu tzv.
socialni imunita, coz znamend, ze chovani jednotlived mlze kladné ovlivnit zdravi
celého vcelstva. St&jné¢ jako ostatni hmyz se i véely na individualni Grovni chrani
vrozenou imunitou, kterou lze rozdélit na fyzikalni bariéry a humoralni a bunécnou
imunitni odpovéd’ (Cremer et al., 2007; Randolt et al., 2008). V ramci humoralni
imunity maji vyznamné zastoupeni antimikrobialni peptidy, k jejichZ syntéze a aktivaci
vedou signalni drdhy. Jednd se o molekuly pfitomné u vSech mnohobunéénych
organismil pusobici vi¢i napadeni Gram-pozitivnimi, Gram-negativnimi bakteriemi,
houbami a viry. Antimikrobialni peptidy byly izolovany z riznych druhti obratlovct i
hmyzu, rostlin i bakterii a pro laboratorni i¢ely mohou byt Syntetizovany uméle (Luiz et
al., 2017). Pravé detekce imunochemickou metodou dvou antimikrobialnich peptida
abaecinu a defensinu-1 sekretovanych do hemolymfy byla jednim z cilt této prace.
Dals$im tkolem bylo sledovani exprese genti vSech Ctyf doposud znamych
antimikrobidlnich peptidi (abaecinu, apidaecinu, hymenoptaecinu a defensinu-1)
molekularné-biologickou metodou qPCR pii dané patogenni zatézi, které jedinci byli
vystaveni. Sledovani zmén v expresi genti kodujicich peptidy a proteiny, které souviseji
s imunokompetenci, by se mohlo stit U¢innym ndastrojem vyuzitelnym k odvozeni
reakce organismu na dané podnéty. Tato metodika by tak mohla byt pro budoucnost

véeliho ohrozeného druhu velmi dalezita.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Humoralni imunitni systém hmyzu se zamérenim na véely
Mnohobunécné organismy jsou nepfetrzit¢ vystaveny potencidlnim patogennim
mikroorganismiim (MO) (Hoffmann et al., 1999). Bezobratli zivo¢ichové se napadeni a
infekcim brani pomoci nespecifické (vrozené) imunity, specificka (adaptivni) imunita
zde chybi a vyskytuje se aZ u obratlovci (Hofejsi a Bartiiikova, 2005). Zakladem
vrozené formy imunity je rozpoznani unikatnich a jedine¢nych motivili a slozek MO tzv.
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), které v téle hostitele chybi. Napadeny
organismus vsak disponuje receptory, pomoci kterych tyto PAMPS rozpozna a dokaze
na n¢ v rychlosti reagovat (Hofejsi a Bartinkova, 2005; Montafio et al., 2011; Wang et
al., 2019). Prikladem takového typu receptoru muze byt peptidoglycan recognition
protein (PGRP), ktery je velmi probadan ptredev§im u modelového organismu octomilky
(Drosophila melanogaster) (Werner et al., 2000; Wang et al., 2019). Tento PGRP
slouzi k detekci bakterii, jejichz bunécné sténa obsahuje strukturni slozku peptidoglykan
(PGN) (Aggrawal a Silverman, 2007). Mezi PAMPs patii dale lipopolysacharidy (LPS)
Gram-negativnich bakterii, mannany a glukany kvasinek a hub (Hofejsi a Bartinkova,
2005).

Hmyz se pfipadnému napadeni pfirozené brani, a proto je mozné délit imunitni
systém do tii ¢asti, které na sebe navazuji a vzajemné se sebou souvisi (Obr. 1). Télni
pokryv neboli integument, kutikula, sté€na stfeva a peritrofickd membrana vyskytujici se
V travicim traktu patii do tzv. fyzikalnich bariér, které tvoti prvni obrannou linii hmyzu
vici parazitim. Pokud jsou tyto bariéry naruseny, pfichdzi na fadu imunita bunééna,
zalozena na funkci imunitnich bunék — hemocyti. Ty jsou rizné diferenciovany a vedou
k fadé mechanismt, mezi které patfi napi. fagocytéza mikroorganismi, nodulace a
enkapsulace paraziti. Jednotlivé procesy velmi uzce souvisi s humoralni imunitni
odpovédi, kterd je pro ochranu organismu po naruSeni bariér stejné tak dualezita
(Gillespie et al., 1997; Antanez et al., 2009). Humoralni imunita je spjata s latkami,
které jsou vysledkem produkce imunitnich bun€k organismu, tedy hemocytd. Jedna se
0 antimikrobialni peptidy (AmP), profenoloxidasovy aktiva¢ni systém (ProPO-AS),
lektiny a lysozymy (Ponnuvel a Yamakawa, 2002; Borba et al., 2015; Danihlik et al.,
2015).
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Obr. 1: Schéma sekvence déji po infikaci organismu (pfevzato a upraveno dle Gillespie et al.,
1997).

2.1.1 Antimikrobialni peptidy

AmP pfedstavuji pro organismy nezbytnou soucast ochrany, kterd je aktivovéna
pii setkani s patogeny. U hmyzu jsou nejvice zastoupeny AmP kationtové povahy,
obvykle tvofeny méné nez 100 aminokyselinami (AMK). Nejbézné&jsimi strukturami,
které tyto peptidy zaujimaji, jsou a-helikalni struktura, B-list stabilizovan disulfidovymi
vazbami s ptitomnosti nebo absenci a-helikdlni domény (Bulet a Stocklin, 2005).
Dle AMK slozeni je mozné AmP rozdélit na peptidy bohaté na cystein (Cys), prolin
(Pro) a glycin (Gly), pricemz kationtova povaha vétSiny AmP je dana zvySenou
ptitomnosti AMK argininu a lysinu (Bulet et al., 1999; Wimley, 2010).

Tyto amfipatické peptidy mohou diky své kationtové a hydrofobni povaze
interagovat se zaporn€ nabitymi lipidy (pt. fosfatidylglycerol, kardiolipin) ve struktufe
membran MO. Dochazi tak k permea¢nimu naruseni jejich cytoplasmatické membrany
(Chen et al., 2003; Wimley, 2010). Strandberg a Ulrich (2004) popsali nékolik
mechanisml G¢inki AmP (Obr. 2), které zkoumali pomoci nukledrni magnetické
rezonance. Jedna se o membranovou permeabilizaci prostfednictvim tvorby stabilnich
port (modely barelovych nebo toroidalnich port), ztencovani membran, nebo tvorbu
micel, které jsou podobné detergentim (kobercovy model). Lyticky ucinek peptidi
muze mit po vniknuti do intracelularniho prostoru za nasledek ztratu iontd a jinych
metaboliti, slozek membran i elektrochemickych potenciali a vede tak k apoptdze

patogennich MO (Teixeira et al., 2012).



Obr. 2: Mechanismy u¢inkit AmP a jejich interakce s buné¢nou membranou patogennich MO.
Schéma A) — C) znazornuji intaktni membranu, na schématech D) — F) je membrana naruSena
peptidy; A) pribliZzeni peptidii k membrané; B) peptid je v nizkych koncentracich navazan jako
monomer; C) vysoké koncentrace vedou k samovolnému sdruzovani peptidi; D) tvorba
barelového poru, tzv. model sudové skruze; E) por, ktery je tvofen peptidy i lipidy, tzv. model
toroidniho péru; F) dochazi k lokalnimu naru$eni membrany, tzv. kobercovy model. Peptidy se
na lipidy vazi svymi hydrofobnimi ¢astmi (uvnitt poru), zatimco hydrofilni ¢ast je odvracena
vné (ptfevzato a popsano dle Strandberg a Ulrich, 2004).

Dle The Antimicrobial Peptide database je aktualné znamo pies 3000 AmP, z toho se
necelych 300 vyskytuje u hmyzu. VEéela medonosna (Apis mellifera) po infikaci
bakteriemi disponuje ve své hemolymf€ ¢tyfmi dosud znamymi peptidy, kterymi jsou
abaecin, apidaecin, defensin a hymenoptaecin (Casteels et al., 1989; Casteels et al.,
1990; Casteels et al., 1993 a Casteels-Josson et al., 1994). V hemolymf& se AmP mohou
vyskytovat stabilng, pii infekci se jejich koncentrace nékolikanasobné zvySuje.
Detekovatelné jsou jiz do 4 hodin od nakazy nebo zranéni (Otvos, 2000).
Do hemolymfy se tyto proteiny vyplavuji pfedevsim po jejich syntéze v tukovém télese
umisténém v abdomenu, které ma obdobnou funkci jako jatra savci. Hemolymfa AmP
dale rozvadi K cilovym tkanim. Dal$imi misty syntézy, které se uplatiiuji v mensi mife,
jsou napf. epitelialni buiky, slinné zlazy, organ reprodukce nebo hemocyty (Vilmos a
Kurucz, 1998). U véely medonosné (A. mellifera) byly kromé peptidi ptitomnych
vV hemolymf€ popsany také AmP vyskytujici se v matefi kaSi¢ce (jelleiny a royalisin) a

ve véelim jedu (mellitin) (Danihlik et al., 2015).



2.1.1.1 Antimikrobialni peptidy v¢el bohaté na cystein

Defensiny jsou molekuly kationtové bazické povahy. Molekulova hmotnost téchto AmP
se pohybuje kolem 4 kDa. Obvykle se sestavaji z 36 — 46 AMK, u v¢el a ¢melakt se
vSak pocet lisi a defensiny obsahuji 51 AMK. Pro molekulu je typicky vzor 6 Cys, které
jsou sparovany tfemi disulfidickymi mustky (Bulet et al., 1999). Strukturu tohoto AmP
tvofi N-koncova smycka a-helix a na néj navazany antiparalelni B-skladany list (Bulet
et al., 1999; Yi et al., 2014). Antibakterialni defensiny jsou velmi 0¢inné vici Gram-
pozitivnim bakteriim, ale na Gram-negativni bakterie, kvasinky a houby jsou méné
citlivé (Bulet a Stocklin, 2005). Kationtové polypeptidy Casto tvofi pory a pisobi na
oba typy bakterii (Li et al., 2006).

U wvcel se vyskytuji dvé isoformy defensini, pfestoze je jeden
detekovan v hemolymfé (Casteels-Josson et al., 1994) a druhy v matefi kaSi¢ce —
royalisin, jsou kodovany jednim genem defensinem 1 (P17722) (Fujiwara et al., 1990;
Klaudiny et al., 2005). Ob¢ isoformy obsahuji 51 AMK (Klaudiny et al., 2005; Danihlik
et al., 2015). Royalisin zaujima kompaktni globularni strukturu, je stabilni i pfi nizkém
pH a vysSich teplotach (diky disulfidovym vazbam), molekulovd hmotnost je 5,5 kDa
(Tseng et al., 2011). U vcel existuje také gen defensin 2 (Q5MQL3), ktery vsak na
urovni peptidu nebyl detekovan (Klaudiny et al. 2005; Danihlik et al., 2015).

2.1.1.2 Antimikrobialni peptidy v¢el bohaté na prolin

Mezi peptidy obsahujici vyssi zastoupeni Pro patii abaecin a apidaecin, ktery je navic
obohacen o znaéné mnozstvi argininu (Brogden, 2005). Abaecin isoloval a
charakterizoval Casteels et al. (1990) v hemolymf€ véel po jejich imunizaci bakterii E.
coli. Lietal. (2017) se zabyvali expresi abaecinu v B. subtilis. K jeho purifikaci vyuzili
metodu Tricinové SDS-PAGE, kdy zjistili jeho pfibliznou molekulovou hmotnost —
4 kDa, coz odpovidalo teoretické hmotnosti 3,966 kDa ziskané pomoci hmotnostni
spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (Li et al., 2017). Abaecin se také ukazal jako
ucinny v inhibici rustu bakterie Peanibacillus larvae, exprese genu byla zvysena jiz po

24 hodinach od nakrmeni larev sporami bakterie (Evans, 2004).

Apidaecin, peptid nesouci jméno po celedi Apidae (Vceloviti), je zndm ve tfech
isoformach (Tab. 1) lisicich se AMK valinu, leucinu a isoleucinu. Obecné se jedna
omensi 18 AMK molekulu schopnou inhibovat rast Gram-negativnich bakterii

(Casteels et al., 1989; Casteels a Tempst, 1993).
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Tab. 1: Isoformy apidaecinu a jejich AMK sekvence (ptevzato a upraveno dle Li et al., 2006).

AmP Isoforma Sekvence aminokyselin

Apidaecin la GNNRPVYIPQPRPPHPRI
Ib GNNROVYIPQPRPPHPRL
i GNNRPIYIPQPRPPHPRL
1] GNNRPIYISQPRPPHPRL

Apidaeciny jsou tvofeny dvéma oblastmi, prvni — konstantni oblast (C-konec), je
zodpovédna za celkovou antibakterialni aktivitu, druha neboli variabilni oblast (N-
konec) hraje dulezitou roli ve specifit¢ antibakteridlniho spektra. Prolin tvofi peptid
z 33 % (Li et al., 2006).

2.1.1.3 Antimikrobialni peptidy vcel bohaté na glycin

V hemolymfé& v¢el byl detekovan 93 AMK dlouhy peptid hymenoptaecin (Casteels et
al., 1993). Proteiny bohaté na Gly aktivné inhibuji Gram-pozitivni i Gram-negativni
bakterie (Yi et al., 2014). Antunez et al. (2009) studovali exprese genll vybranych AmP
po infikaci bakteriemi z rodu Nosema, pt. N. apis. Bylo zaznamenano, ze po 4 dnech

exprese vzrostla, ale za 7 dni po infekci se snizuje exprese hymenoptaecinu i abaecinu.

2.1.2 Lysozymy

Lysozym (EC 3.2.1.17) je antimikrobialni polypeptid s fungicidnimi a antibakteridlnimi
ucinky, jehoz tloha spoc¢iva v 1yzi PGN vazby a funguje jako peptidasa. Antibakterialni
potencial souvisi s enzymatickou aktivitou muramidasy a zaroven s neenzymatickou
aktivitou, ktera je obdobna s piisobenim obrannych peptidi kationtové povahy (Sowa-
Jasilek et al., 2014). Lysozym ve vrstvé PGN (mureinu) hydrolyzuje f-1,4-glykosidické
vazby mezi N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminem (Callewaert a
Michiels, 2010). Vyskytuje se v riznych zivociSnych sekretech, krvi / hemolymfg,
bakteriich a také ve vakuoldch rostlinnych bunck a je G€inny jak proti Gram-
negativnim, tak vi¢i Gram-pozitivnim bakteriim a muze podporovat expresi dalSich
AmP (Minagawa et al., 2001; Anttinez et al., 2009). Pokud dojde Kk narusSeni integrity,
poranéni, ¢i infekeci jsou nizké hladiny lysozymu, které jsou konstitutivné pifitomny
v hemolymf€, az n€kolikanasobné zvyseny (Wilson a Ratcliffe, 2000). Dle Evans et al.
(2006) je u vcel ptitomen c-typ (chicken) lysozymu ve dvou izoformach a i-typ
lysozymu (invertebrate). U hmyzu je molekulova hmotnost 14 kDa (Vilmos a Kurucz,
1998), v mléce skotu 18 kDa (Eitenmiller et al., 1976) a v mléce ¢cloveka 1 vajeéném

bilku 15 kDa (Boesman-Finkelstein a Finkelstein, 1982). Kromé toho, Ze lysozym
6



V hemolymf¢€ tvoii dilezitou slozku humoralni imunity, lysozymy vyskytujici se
ve sttevé hmyzu slouzi jako travici enzymy. Tak tomu je napf. u Drosophila

melanogaster a Musca domestica (Sowa-Jasitek et al., 2014).

2.1.3 Lektiny

Jako lektiny jsou oznacovany bud’ proteiny schopné aglutinace (shlukovani), nebo
glykoproteiny neimunitniho ptvodu, které véazi sacharidy bez jejich chemické
modifikace. Existuji v rozpustné forme (v télnich tekutinach) nebo vazané na membranu
(Gl a Ayvali, 2002; Michiels et al., 2010). Tyto latky jsou schopny adheze, rozpoznani
a ochrany imunitniho systému. Vyzkum lektinii u bezobratlych je pfedevSim zaméten
na jejich afinitu k sacharidim. Vazba na tyto latky byva reversibilni. Lektiny se mohou
vazat na glykokonjugity nachézejici se na povrchu cizich latek, pak slouzi jako
diskrimina¢ni vazba mezi latkami télu cizimi a hemocyty, které jsou schopné procest
zahrnutych v bunééné imunité. Mnoho lektinti bezobratlych aglutinuje cizi buiky napft.
erytrocyty, bakterie nebo viry (Yu et al., 1999; Yu a Kanost, 2000; Giil a Ayvali, 2002).
Lektiny nachazejici se v hemolymfé hmyzu se skladaji z podjednotek o velikosti 30 —
40 kDa, pticemZ celkovd hmotnost se pohybuje mezi 70 az 1500 kDa. U zvifat, v¢etné
hmyzu, se vyskytuje lektin typu C (vapnik-dependentni lektin) (Gillespie et al., 1997).
Tyto C-typy lektinti se podileji na nodulaci, aktivaci profenoloxidasy v hemolymfé a
opsonizaci (Yu a Kanost, 2000).

2.1.4 Fenoloxidasova kaskada

Enzym fenoloxidasa (zkr. PO; monofenol, L-dopa:kyslik oxidoreduktasa, EC: 1.14.
18.1) je produkovan rostlinami i zivo¢ichy (Sinsabaugh, 2010). Rostliny jej vyuzivaji
napf. k syntéze ligninu a dalSich sekundarnich komponent (Sinsabaugh, 2010). U v¢el
enzym zodpovida za biosyntézu melaninu (Obr. 3), souvisi s procesy bunécné imunity
jako je nodulace, enkapsulace a fagocytoza, pfispiva k hojeni ran a sklerotizaci kutikuly
(Cerenius et al., 2008). PO hmyzu je v inaktivni form¢ zvané profenoloxidasa (ProPO)
pfitomna v plasmé hemolymfy, konkrétné v cirkulujicich hemocytech a aktivné je
transportovana pres epidermis do matrix kutikuly (Ashida a Brey, 1997; Nappi a
Ottaviani, 2000). Zymogen ProPO (70 — 80 kDa), ktery ve své struktufe obsahuje dvé
vazebna mista pro méd’ (tzv. méd’ — dependentni enzym), je pomoci serinové proteasy
(profenoloxidasovy - aktiva¢ni enzym; ProAE) rozstépen za vzniku aktivni PO (De

Gregorio et al., 2002; Gonzalez-Santoyo a Coérdoba-Aguilar, 2012). Také samotny



ProAE existuje ve form¢ zymogenu a do aktivni formy jej proteolyticky $tépi serinové
proteasy (Nappi a Ottaviani, 2000).

Uloha aktivniho enzymu PO spoéiva v oxidaci mono- a difenolt na o-chinony, které
jsou nasledné neenzymaticky polymerizovany, coz vede k syntéze jiz zminéného
pigmentu melaninu (Ashida a Brey, 1997). Jako spoustéce této kaskady slouzi bud’
komponenty mikrobialnich bunécnych stén (bakterii a hub) -1,3-glukany, PGN a LPS
(Soderhéll a Cerenius, 1998), nebo mize dojit k aktivaci poranénim (De Gregorio et al.,

2002). U v¢ely byl nalezen pouze jeden gen kodujici PO (Evans et al., 2006).

PO kaskada je velmi pfisné kontrolovana diky tzv. serpinim (serine protease
inhibitors). Jedna se o inhibitory o délce zhruba 400 AMK, které v PO kaskad¢ inhibuji
serinové proteasy aktivujici ProAE a PO (Soderhill a Cerenius, 1998). U riznych

druhiit hmyzu byly detekovany odlisné typy a mnozstvi téchto molekul (Gonzalez-

Santoyo a Cérdoba-Aguilar, 2012).

"Gap Chemoa-
traktanty

& Rozpozn:un

2. Akumulace
hemocyti

3. Melanogeneze 4. Enkapsulace

Obr. 3: Ctyii kroky shrnujici proces melanizace. Nejprve povrchové receptory buiiky rozpoznaji
pomoci specifickych molekul (PAMPs) patogena (1). Kolem néj se na popud chemoatraktanti
zaCnou shromazd’ovat hemocyty (2). Jakmile je patogen zcela obklopen dojde uvnitt k produkci
melaninu (3). Melanin je uvolnén a patogen enkapsulovan napadenou butikou (pfevzato a
upraveno dle Gonzalez-Santoyo a Cérdoba-Aguilar, 2012)



Protokol pro méfeni aktivit jak ,,volné“ neboli ptirozené aktivni PO, tak celkového
,potencidlniho® inaktivniho zymogenu ProPO (meéfen po umélé aktivaci tohoto
prekurzoru) u v¢ely medonosné (A. mellifera) optimalizovali Laughton a Siva-Johty
(2011). Definovali spole¢né parametry téchto enzymi pro délnice i trubce napfié
generacemi a Vv jakékoli fazi infekce patogeny. V analyze vykazoval pro stanoveni PO i
ProPO aktivity optimalni vysledky saturovany roztok L-dopa v koncentraci od 2,88 do
5,75 mmol-I". K uréeni ProPO ve vzorcich byla dulezita inkubace s aktivatorem reakce
a-chymotrypsinem (konc. 0,5 mg-ml™) po dobu 5 minut pfi pokojové teploté (19 + 2
°C) pied pifidanim L-dopa (Laughton a Siva-Johty, 2011). Aktivita PO muze byt
inhibovana nékterymi chemickymi Cinidly, jako je napf. fenylthiomocovina, tropolon,

B-merkaptoethanol, diky jejich schopnosti chelatovat méd’ (Hellio et al., 2007).

2.2Signalni drahy

K ochrang v¢el vic¢i riznym ndkazam a to jak viradlnim, tak bakteridlnim slouzi procesy
bunééné a humoralni imunity. Aby doslo k jejich aktivaci, existuji v t€chto malych
organismech pomérné¢ konzervované imunitni neboli signalni drahy, kterymi jsou
JAK/STAT signalizace, JNK signalizace, IMD a Toll signalni drahy. Tyto kaskadovité
reakce jsou nejlépe prozkoumany na octomilce D. melanogaster, ale diky genetickym
podobnostem (orthology) byly potvrzeny také u vcel (Evans el al., 2006, McMenamin
etal., 2018).

2.2.1 Toll signalni draha

V imunitnim systému hmyzu jsou Toll a Toll-like receptory (TLRs) dilezitymi
transmembranovymi spojniky (Evans et al., 2006). Jedna se o proteiny
(transmembranové proteiny typu I) pfenasejici signal, které byly poprvé identifikovany
v embryogenezi u octomilky a které slouzi k rezistenci organismu vici napadeni Gram-
pozitivnimi bakteriemi nebo houbovymi nakazami, vV menSi mife virovymi ¢ésticemi
(Lemaitre et al., 1996; Jang et al., 2006; Goto et al., 2018). Extracelularni doména Toll
a TLRs obsahuje repetice bohaté na leucin, nasleduje transmembranova a cytosolarni
¢ast zahrnujici konzervovanou oblast zvanou Toll/IL-1 receptor. U octomilky bylo
doposud popsano 9 gent proToll receptory (Sun et al., 2017). Dle Weber et al. (2003) je
draha spusténa diky extracelularnimu Spitzle proteinu, ktery je syntetizovan jako pre-
protein a do aktivni formy je pfeveden diky serinovym proteasam. Aktivovany Spétzle

tedy slouzi jako ligand vazici se na TLR, coz zplsobi dimerizaci (spojeni) Toll



receptoru. Poté se spousti kaskada tii proteint (Obr. 4) slozena z MyD88, Tube a Pelle,
které spoleéné tvoii komplex a dale diky aktivaci fosforylaci vedou k degradaci
komplexu Cactus(IxB)/Dorsal(NF-xB). Cactus je inhibitorem NF-xB (nuclear factor) a
jeho odstranénim se Dorsal translokuje do jadra buiky jako Dorsal immunity factor
(Dif), kde ma ulohu transkrip¢niho faktoru. Draha vede u véel k expresi genti piedev§im
pro peptidy defensiny, ale také pro geny indukujici melanizaci a enkapsulaci (Evans et
al., 2006; Sun et al., 2017; McMenamin et al., 2018).
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Obr. 4: Signalni draha Toll. Draha je spuSténa rozpoznanim tzv. PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) nachazejicich se v bunécné sténé patogenti. Poté je proteolyticky aktivovan
Spétzle protein, ktery zplsobi dimerizaci Toll, coz ovlivni kaskddu proteind vedouci
k fosforylaci komplexu Cactus/Dorsal. Cactus je tak degradovan a volny Dorsal translokovan
do jadra, kde indukuje napf. syntézu AmP (piekresleno a upraveno dle Medzhitov, 2001;
McMenamin et al., 2018)



2.2.2 IMD signalni draha

IMD neboli imunodeficientni draha je obdobna s Toll signalizaci diky pfitomnosti NF-
kB zvaného v tomto piipadé Relish. Spoustéc¢i této drahy jsou vSak Gram-negativni
bakterie a viry, v mensi mife i houbova onemocnéni. Protein Relish zptisobuje expresi
vétsiny AmP u octomilky a je tedy nezbytnou soucasti normalni imunity. U v¢el jsou
exprimovany geny predev§im pro hymenoptaecin a abaecin (Silverman et al., 2003;
Evans et al., 2006; McMenamin et al., 2018). Pocateénim aktivatorem piitomnym u
Gram-negativnich bakterii je molekula PGN obsahujici na 3. pozici polypeptidového
fetézce diaminopimelovou kyselinu namisto obvyklého lysinu (Kaneko a Silverman,
2005). Receptory interagujici s PGN jsou transmembranového typu a nesou oznaceni
PGRP-LCa (rozpoznani monomerniho PGN neboli trachealniho cytotoxinu - TCT),
PGRP-LCx (rozpoznani polymerniho PGN) nebo PGRP-LE, jehoz kratkd forma je
sekretovana a vaze PGN z hemolymfy. V plné délce PGRP-LE se nachazeji v cytosolu a
predpoklada se, ze vychytavaji TCT (Neyen et al., 2012; Myllymaki et al., 2014). Draha
(Obr. 5) se sestava opét z kaskady nékolika bilkovin v¢etné FADD, Dredd, kinasy
TAK1 a tzv. signalosomu IKK, které se vzajemné ovliviwuji, az dojde k fosforylaci a
tedy rozpadu komplexu Cactus(inhibitor) / Relish (nuklearni faktor), kdy je opét NF-xB
translokovan do jadra (Kleino a Silverman, 2014). Kromé aktivace Relish proteinu vede
IMD signalizace ptes TAKI1 kinasu také k dalsi signalni draze JNK (Boutros et al.,
2002). Negativnim regulatorem IMD drahy je Pirk zpuisobujici zpétnovazebnou inhibici
této signalizace. Jeho hladina nartistd jiz do hodiny od infekéniho napadeni organismu
Gram-negativnimi bakteriemi. Pirk interaguje s intracelularni doménou PGRP-LC a
PGRP-LE, ale i se samotnym IMD. Brani tak nadmérné expresi AmP (Kleino et al.,
2008; Kleino a Silverman, 2014).

2.2.3 JNK

Orthologni geny pro JNK (c-Jun NH; — termindlni kinasa) signalizaci byly opét
identifikovany jak u octomilky, tak u A. mellifera (Evans et al., 2006). Jedna se o
podskupinu mitogen-aktivnich proteini (MAP), které indukuji procesy jako apoptdza,
melanizace, hojeni ran nebo reguluji expresi AmP (Evans et al., 2006; Weston a Davis,
2007). Spoustécem signalizace JNK jsou lipopolysacharidy nachézejici se v bunéénych
sténach MO, ¢imZ se nastartuje kaskada reakci a protein TAK1, vyskytujici se v IMD
signalizaci (viz Obr. 5), aktivuje pies dalsi proteiny JNK (Silverman et al., 2003;

Kaneko a Silverman, 2005).
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Obr 5: Imunodeficientni signalni draha, ktera je aktivovana predev§sim Gram-negativnimi
bakteriemi, konkrétné molekulou PGN pfitomnou v jejich bunétné sténé. Ta je rozpoznana
specifickymi receptory v cytoplazmatické membrané. Dale je spusSténa signalni kaskada
proteind vedouci k fosforylaci komplexu Cactus / Relish, kdy se Relish uvolni, je translokovan
do jadra bunky a vede k aktivaci transkripce genti pro AmP. Takl protein (kinasa) IMD drahy
vede také ke spusténi JNK signalizace, jejiz Glohou je spusténi apoptdzy bunky, nebo hojeni ran
(ptekresleno a upraveno dle McMenamin et al., 2018).

2.24 JAK/STAT

Janus Kinase (JAK) signal transducer and activator of transcription (STAT) je vedle
IMD a Toll tfeti dilezitou signalni drahou vyskytujici se U octomilek i vcel, kterd je
spusténa vlivem virovych ¢astic a mize vést k fagocytarni aktivité hemocyt (Evans et
al., 2006; Goto et al., 2018). Aktivace je zahajena vazbou extracelularniho neparového
ligandu Udp, ktery obsahuje signalni sekvenci a nékolik potencialnich N-
glykosyla¢nich mist na transmembranovy receptor (cytokinovy receptor typu 1)
Domeless (Dome). Po vazbé ligandu se tento receptor obsahujici tyrosin kinasu JAK
(Hopscotch/Hop) dimerizuje. Piiblizenim domén se vzajemné Hop fosforyluji, coz vede
k fosforylaci samotného Dome receptoru, na kterém se timto vytvoii dokovaci mista
pro cytoplazmatické STATs (Stat92E). STATs nakonec vytvoti dimer (homo- nebo
hetero-) a v této form¢ putuje do jadra, kde vyvola transkripci cilovych gent (Obr. 6).
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U A. mellifera i D. melanogaster STAT tedy transkripéné reguluji antimikrobidlni
efektor TEP (konkrétné¢ TEP7; thioester-containing protein), pouze u octomilky
JAK/STAT reguluje také expresi geni Turandot (Tot), které jsou pravdépodobné
odpovédné za kontrolu infekce a také za kodovani humoralnich faktorti vyvolanych

silnym stresem (Dorstert et al., 2005; Evans et al., 2006; McMenamin et al., 2018).
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Obr. 6: JAK/STAT signalizace, ktera slouZi organismu ke spusténi imunitni reakce vic¢i virim.
Ligandy podobné cytokinim (Udp) jsou detekovany receptory (Dome), coz zpusobi jejich
dimerizaci a naslednou transfosforylaci Janus Kinas Hopscotch. Nasledné jsou fosforylovany
Dome, na kterych se vytvoii dokovaci mista pro Stat92Es, které jsou poté dimerizovany a
translokovany do jadra. Jejich transkripce reguluje antimikrobialni efektory a inhibitory SOCS a
PIAS (ptekresleno a upraveno dle McMenamin et al., 2018).
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V piipad¢ aktivace signalni drdhy u octomilky jsou znamy tfi ligandy podobné
cytokintim, které se vazi na Dome. Jsou jimi Oustretches (Os, také nazyvany Unpaired,
Upd), Upd2 a Upd3 (Yang et al., 2015). V genomu v¢ely orthology pro Udp ovSem
nalezeny nebyly (Evans et al., 2006; McMenamin et al., 2018). U D. melanogaster, A.
mellifera i komara Aedes aegypti byly zjistény dva negativni regulatory, PIAS (protein
inhibitor of activated STAT) a SOCS (suppressor of cytokine signaling), schopné
potlacit JAK/STAT drahu (Souza-Neto et al., 2009; McMenamin et al., 2018).

Kromé jiz zminénych konzervovanych drah jsou u vcel, ¢melaka i octomilky
pfitomny mechanismy antivirové ochrany, které zahrnuji interferujici RNA (RNA1),

endocytozu, melanizaci, enkapsulaci a autofagovou aktivitu (Brutscher et al., 2015).

2.3Socialni imunita vcel

Spolecenstva hmyzu, kterd Ziji v hnizdé¢ nebo ulu, mohou byt povazovana za tzv.
superorganismus (Cremer et al., 2007). Do této skupiny fadime piedevsim vcely, vosy,
mravence a termity, u kterych lze nahlizet na imunitni systém dvojim zptsobem
(Meunier, 2015). Jednak je imunita vyvinuta u kazdého jedince, ale na druhou stranu

existuje imunitni systém na trovni kolonie (Simone et al., 2009).

V¢ely navic jako spolecensky (eusocialni) hmyz disponuji tzv. socialni imunitou, na
které zavisi rezistence ulu/hnizda. Indikatorem pro tento druh imunity na arovni kolonii
je vyuzivan enzym glukosaoxidasa (GOX; EC 1.1.3.4) exprimovan piedev§im v
hypofaryngenalnich zlazach. GOX katalyzuje oxidaci p-D-glukosy na Kkyselinu
glukonovou a peroxid vodiku, ktery ma antiseptické vlastnosti (Eichenseer et al., 1999;
Alaux et al., 2010). Antiseptické produkty jsou vyluéovany do larvalnich pokrmi
(mateii kaSicky) a medu, coz mé vliv na antimikrobidlni ochranu a navic na prevenci

Sifeni nakaz na urovni kolonii (Alaux et al., 2010).

Pro eusocialni jedince je snadnéjsi starat se o potomky, shanéni potravy a ochrana
vuci predatorum (Simone et al., 2009). Mezi ochranna chovani socidlni imunity patii
napf. sbér pryskyfic s antimikrobialni aktivitou, grooming, hygienické chovani, ¢i praveé
produkce GOX (Cremer et al., 2007; Reeves et al., 2018). Diky hygienickému chovani
jsou jednotlivé dospélé véely schopny rozpoznat a odstranit kukly napadené parazity
nebo nemocné larvy diive, nez dosdhnou infek¢nich stavli (Evans a Spivak, 2010). Toto
odstranéni mladych jedincl spoleéné s patogeny je typické pro socidlni imunitu.
Nakazeni jedinci nejsou zachranéni, ale zcela odstranéni, aby nedoslo k ohrozeni celé
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kolonie (Simone-Finstrom, 2017). Dal§i ochranné chovani, tzv. grooming, je
povazovano za vibec prvni fazi ochrany vic¢i napadeni patogeny (Zhukovskaya et al.,
2013). Veely vykonavaji jak auto-grooming (Cisti samy sebe), tak allo-grooming (péce o
dalsi veely v ulu). Grooming se tyka hlavné obrany proti ektoparazitim jakym je napf.
Acarapis woodi, trachealni rozto¢. V tomto pfipad¢ eliminuji roztoce jednotlivei pomoci

auto-groomingu a ve vysledku tak chrani zdravi celé kolonie (Simone-Finstrom, 2017).

Studium Baracchi et al. (2011) ukézalo, ze vceli kutikula je pokryta jedem
obsahujicim peptidy, ktery sdm o sobé¢ ma antimikrobialni ucinky. Jeho Sifeni na
kutikulach tak mize mit pfimy Gc¢inek proti invazi patogent. Navic bylo zjiSténo, Ze se
tyto slouéeniny vyskytuji ulozené v plastech, coz nasvéd¢uje vyuziti socialni imunity.
Dospéli tedy k nazoru, ze jed neni véelami pouzivan jen jako obrana viéi predatorim,

ale ma i ochrannou funkci (Baracchi et al., 2011).

2.40slabeni imunitniho systému vcel

V posledni dob¢€ jsou zaznamenavany vyssi ztraty veelstev v riznych zemich svéta (van
Engelsdorp et al., 2009; Brodschneider et al., 2016; Brodschneider et al., 2018). Tyto
ztraty vznikaji v disledku fady faktort, jejichz zakladem muzZe byt fakt, ze diky vnéjSim
stresorim  (tlak parazitd, vystaveni pesticidim, Spatna vyZiva) je sniZena
imunokompetence a zaroven vyssi nachylnost vii¢i patogenim (Obr. 7) (Goulson et al.,
2015; Reeves et al., 2018). V oblastech mirného pasu dochazi k nejvyssim ztratam
predev§im v zimnim obdobi a pravé ndkazy zpusobené patogeny jsou povazovany za
klicové (Dainat et al., 2012). Za jedno z nejvétSich ohroZeni je pokladan invasivni
ektoparaziticky rozto¢ Varroa destructor (Rosenkranz et al.,, 2010). Ten muze
piedstavovat vektor pro vneseni vird do hstitele napt. virus deformovanych ktidel -
deformed wing virus (DWV) a virus akutni paralyzy - acute bee paralysis virus
(ABPV), nebo se u hostitele po jeho invazi zacnou replikovat viry, které az do této doby
pretrvavaly v latentnim stavu (Wegener et al., 2016). Viry se spolecné S roztocem mezi
v¢elami (v¢elim plodem i dospélci) §ifi predevsim pritomnosti v potravé (Rosenkranz et
al., 2010). Dle van Dooremalen et al. (2013) je u vcel, na kterych parazituje V.
destructor, narusena rovnovaha mezi imunitou a vyzivou. U napadenych délnic byly
pozorovany niz§i hladiny bilkovin nez u klinicky zdravych jedincii. Koncentrace
proteinit nebyly navySeny ani u infikovanych jedincti dodate¢né¢ krmenych pylem

v podobé¢ plastového pylu neboli pergy (Dooremalen et al., 2013).
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Dalsi hrozbu, ktera se podili na ztratach vcelstev, predstavuje houba — hmyzomorka
(Nosema ceranae a Nosema apis). Jedna se o intracelularniho parazita vcel
medonosnych, ktery vystieluje polové vldkno, aby mohl infikovat epitelidlni bunky
traviciho traktu. Vcely trpi zazivacimi potizemi, coz jim zkracuje Zivot, nakaza se
vyskytuje zejména po zimnim obdobi (Higes et al., 2008; Chen et al., 2008). Velmi
diskutovanou chorobou je také mor vceliho plodu, ktery zapfiCinuje Gram-pozitivni
bakterie Paenibacillus larvae (Genersch, 2010). Po vniknuti patogena do organismu
dochazi k napadeni traviciho traktu larev, kde P. larvae produkuje proteasy S$tépici
proteiny. U traviciho traktu se bakterie mohou dostat skrz ochrannou peritrofickou
membranu az do hemocoelu. Bakterie ve form¢ velice odolnych spor piezivaji v Glech
az nékolik desitek let (Genersch, 2010).

Pokud vylou¢ime zminénd onemocnéni, vyznamny vliv na imunokompetenci vcel
ma také prostfedi, v némz ziji. Tito jedinci jsou Casto vystavovani pisobeni celosvétove
pouzivanym chemickym latkam, pesticidim (Wu et al., 2011). V¢ely disponuji asi
polovinou genti kodujicich detoxifikaéni enzymy, neZ jiny, vice odolny hmyz (napf.
moucha — D. melanogaster nebo komar — An. gambiae), coz zvysuje jejich citlivost
K témto latkam a také nachylnost k bakterialnim, ¢i viralnim chorobam (Claudianos et
al., 2006). Sanchez-Bayo a Goka (2014) provedli studii, v niz uvadéji, ze za velmi
ohrozujici jsou V poslednich letech povazovany insekticidy neonikotinoidy (thiacloprid,
imidacloprid a clothianidin) a také organofosfaty (fosmet a chlorpyrifos). Brandt et al.
(2016) se zabywvali subletalnimi u¢inky vSech ti zastupcti neonikotinoidni skupiny latek
a jejich vlivem na imunokompetenci vcel, tedy na celkovy pocet hemocytl, schopnost
enkapsulace a antimikrobialni aktivitu hemolymfy. U thiaclopridu i imidaclopridu byl
prokdazan ucinek na snizeni vSech testovanych aspektih imunokompetence vcel
v koncentracich odpovidajicich realnym koncentracim v prostfedi. Clothianidin plisobi
na imunitni parametry pouze ve zvySenych koncentracich, nez je bézné v zemé&délstvi

pouzivan.
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Obr. 7: Schéma souvislosti mezi vyzivou, imunitou, odolnosti vi¢i virim a vliv na rozvoj
véelstev po napadeni rozto¢em Varroa destructor (pievzato a upraveno dle DeGrandi-Hoffman
a Chen, 2015).

2.5Délka zivota a imunitni odpovéd’ v¢el v rizném vyvojovém stadiu

Véely ziji v koloniich, kde je pfitomna vzdy jedna vceli matka (kralovna), asi 20 — 40
tisic vcelich délnic a nékolik set trubcii. Jejich pfitomnost zavisi na ro¢nim obdobi,
jelikoz na podzim a v zimé se trubci ve véelstvu nevyskytuji vitbec (Page a Peng, 2001).
Mezi jednotlivymi kastami jsou vyznamné rozdily v délce Zivota. Zatimco se matky
dozivaji 1- 5 let, u délnic je délka zivota vyrazné snizena pramérné na 6 tydni béhem
léta a v zimnim obdobi se délka Zivota pohybuje kolem 200 dni. Trubci se béhem 1éta
dozivaji az 8 tydnt (Remolina a Hughes, 2008). Dé&lnice podléhaji charakteristickému
vyvoji v plnéni ukolti v ulu / hnizd¢€. Béhem prvnich dvou tydni dospélého zivota se
véely staraji o potomky (oSetfovatelky / kojicky), také o pofadek v hnizdé a pozdéji se
z nich stavaji létavky, jejichz ukolem je sbér nektaru a pylu z okoli (Fluri et al., 1982;
Guidugli et al., 2005). Pfeména osetfovatelek na 1étavky byva doprovazena zvySenou
koncentraci juvenilniho hormonu (JH) a snizovanim koncentrace 200kDA
glykolipoproteinu vitellogeninu (Vg) (Amdam et al., 2004). JH je hlavnim hormonem
hmyzu ovlivilujici metamorfoézu a reprodukci (Coronoa et al., 2007). U délnic je gen
pro Vg nejvice exprimovan kolem 12. dne zivota, tedy ve stadiu oSetiovatelek, kdy je
produkovan hypofaryngealnimi zlazami a slouzi jako zdroj potravy pro potomky (Fluri
et al., 1982; Seehuus et al., 2006). Studiem Corona et al. (2007) bylo prokazano, Ze u

délnic je v porovnani s matkami produkce Vg velmi nizka. Z tohoto divodu disponuji

vvvvv
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organismus vi¢i negativnimu pisobeni oxida¢niho stresu (Amdam et al., 2004; Corona

et al., 2007).

Schmid et al. (2008) testovali aktivitu enzymu PO a zaroven pocet hemocyti u
dospélych véel i plodu, a také mezi d€lnicemi, trubci a matkami. U vSech tii kast byl
pozorovan spolecny trend, kdy se s pfibyvajicim vékem snizoval pocet hemocyti.
Aktivita PO takovyto trend nevykazovala, ale v rdmci kast se liSila. U délnic hladina
enzymu dosahla nejvyssi aktivity po prvnim tydnu dosp€lého zivota, u matek se aktivita
kontinualn¢ zvysovala a jiz v prvnich dnech byla 2X vyss§i nez u délnic. U trubct se

naopak aktivita PO neustale mirné snizovala (Schmid et al., 2008).

Obdobnou studii provedli difive Wilson-Rich et al. (2008). Tito védci se zabyvali
testovanim zakladnich parametrti imunokompetence (celkovy pocet hemocytul, aktivita
PO, schopnost enkapsulace a kvantifikaci tukového téliska) délnic od larev, ptes kukly,
kojicky az po létavky. Plod (larvy a kukly) mély vyssi pocet hemocytid nez dospélci,
nejvyssi pocet byl zaznamenan u kukel. S imuosenescenci se naopak zvySovala aktivita
enzymu PO. Schopnost enkapsulace parazitii se mezi stddii vyrazné neliSila. Tukové
télisko bylo kvantifikovano pouze v ramci dospélct, pfi¢emZ vySs§i hodnoty byly

méfeny u kojicek (Wilson-Rich et al., 2008).

JelikoZ je mnoho studii zaloZenych na zkoumani dé€lnic, rozhodli se Gétschenberger
et al. (2012) zaméfit svlij vyzkum na larvy a dospélce trubct, ktefi byli chovani in vitro
a u kterych byla uméle vyvolana bakterialni infekce (bakterii Escherichia coli). U larev
I mladych dospélcti byla vyvolana silnd imunitni reakce v odpovédi na infikaci, jelikoz
byla zvySena exprese malych AmP (hymenoptaecinu i defensinu-1) vyskytujicich se
v hemolymf€. U dospélct navic vedla infikace ke zvyseni exprese genti pro PGRP-S2 a
lysozym. U neinfikovanych dospélych trubcti byla pomoci elektroforézy s naslednym
Western blottingem i ovéfenim pomoci MS/MS zjisténa konstantni hladina zymogenu
ProPO béhem celé¢ délky Zivota. U dospélych neinfikovanych trubcii byl pomoci
elektroforézy a blottingu na PVDF membranu detekovdn Vg a to pouze mezi 3. a 14.

dnem Zivota (Gétschenberger et al., 2012).

Laughton et al. (2011) provedli méteni aktivity PO a AmP délnic a trubcti v riznych
vyvojovych stadiich. Ob¢ kasty vykazovaly mensi miru exprese PO enzymu v larvalnim
stadiu i ve stadiu kukly. Délnice vykazovaly s pfibyvajicim vékem vyssi aktivitu AmP.

U trubcti byly hladiny aktivity AmP velmi nizké. Ob¢ kasty byly pro dal§i méieni
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osetfeny LPS, jako slozkou bunécné stény Gram-negativnich bakterii. Poté se u obou
skupin snizila aktivita PO, ale naopak nékolika nasobné narostla aktivita AmP, pfi¢emz
u mladych jedincti 3X vice nez u dospélct. Aktivita AmP byla stanovena pomoci

diftzniho testu vici bakterii Arthrobacter globiformis (Laughton et al., 2011).

2.6 Purifikace peptidi a proteini z komplexnich matric

Jiz prvotni proces ptipravy vzorkl ma vliv na vSechny pozdégjsi testovaci kroky, je to
tedy kriticky krok pro vyslednou identifikaci, potvrzeni a kvantifikaci analytd. Pfiprava,
ktera zahrnuje izolaci, a také piipadné zakoncentrovani analytu z riznych matric, zabira
asi 80 % casu celkové analyzy. Pro piipravu vzorkl jsou Casto vyuzivany pomérné
zdlouhavé metody extrakce z kapaliny do kapaliny, nebo extrakce na pevné fazi
(Novakova a Vickova, 2009). Pocatecnim krokem purifikace, je tedy izolace
pozadovaného analytu zZ vychoziho materidlu. Naro¢nost této faze zavisi na tom, zda se
jedna o protein intracelularni nebo extracelularni. Pokud se pozadovany protein nachazi
v intracelularni formé&, musi dojit k naruseni zdrojovych bundk ¢&i tkani. Zivodisné
bunky na rozdil od rostlinnych postradaji bunécnou sténu a tkan je tak relativné snadno
naruSena s vyuzitim homogenizatoru piipadné osmotickym Sokem (Walsh, 2014).
Extrakéni krok ptipravy proteini miZe mit fadu nevyhod, jelikoZ se Casto vyuziva
pritomnosti detergentli, které solubilizuji membrany. Hlavni nevyhodou souvisejici
s vyuzitim detergentli je jejich schopnost denaturace a srazeni proteinti. Také dalsi
chemikalie jako rozpoustédla nesou sebou tyto nevyhody a pritomnost dalSich latek tak
muze nepfiznivé ovlivnit nasledny purifikaéni krok (Walsh, 2014). Pfestoze mohou
proteiny pochazet z riznych zdroji, jsou obvykle purifikovany obdobnymi pfistupy i
metodami, nejcastéji se jedna o chromatografické metody (Tab. 2), které jsou vhodné

pro analyzu organickych molekul (Novakova a Vickova, 2009; Walsh, 2014).

Ziskani proteinovych profildi je =zakladem pro hodnoceni mnoha aspektil
biologickych procesii. Proteinové slozeni hemolymfy, téla nebo extrakti specifickych
tkani mohou poskytovat informace napt. o vyvojovych fazich, procesu starnuti, nebo
zdravotnim stavu organismu (Hartfelder et al., 2013). Mezi pocate¢ni kroky v analyze
téchto molekul patii stanoveni celkového obsahu proteini v daném vzorku. Jednou
z moznych metod je stanoveni koncentrace proteinli dle Bradforda (Bradford, 1976).
Tato metoda je zaloZena na interakci barviva Coomassie Brilliant Blue s proteinem
prostiednictvim iontovych interakci mezi skupinami sulfonovych kyselin a pozitivnimi
aminovymi skupinami (Bradford, 1976). Dalsi metodou je bicinchoninovd metoda
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(BCA), kterda nabyla vyznamu pifi stanoveni proteinli ve vzorcich obsahujicich

detergenty (Smith et al., 1985).

Na rozdil od stanoveni celkového obsahu proteinil 1ze provést analyzu proteinového
slozeni mnoha metodami a jejich pfisluSnymi variantami. NejbéznéjSimi piistupy
laboratoii pro detekci specifickych proteini v komplexni smési jsou elektroforeticka
separace proteinii podle jejich molekulové hmotnosti zaloZzena na piivodni metodé dle
Laemmliho (1970) a dvé imunologické metody - Western blotting (Wb) a raketova
imunoelektroforéza. Obé metody jsou vyuzivany pii studiu proteina vcel (Pinto et al.,
2000; Hartfelder et al., 2013). Mezi pokrodilejsi metody patii napt. 2D elektroforéza
nebo vysoce vykonné proteomické analyzy (Gygi et al., 2000). Pomoci 2D
elektroforézy jsou proteiny déleny nejprve Vprvnim sméru na zdkladé svych
izoelektrickych bodd v gradientu pH, jako pii metodé izoelektrické fokusace. Ve
druhém sméru dochdzi k déleni ve stejnosmérném elektrickém poli za denaturac¢nich
podminek v polyakrylamidovém gelu. Gely vyuzivané v této metodé¢ zajist'uji mnohem
vy$$i rozliSeni, nez gely uzivané klasickou jednorozmérnou elektroforézou. Bandy
ziskané v gelech mohou byt vyuzity pro sekvencovani aminokyselin pomoci analyzy
Matrix-assisted laser desorption / ionization (MALDI) time of flight (TOF) (Gygi et al.,
2000). Poté mlzZe nasledovat porovnavani aminokyselinovych sekvenci s databazemi.
2D elektroforéza byla vyuzita pro studium proteomu hemolymfy véel Bogaertsem et al.
(2009).

Tab. 2: Nejcastéji vyuzivané chromatografické techniky pro purifikaci proteinti (pfevzato a
upraveno dle Walsh, 2014).

Technika Princip separace

Gelova permeac¢ni chromatografie Rozdily v hmotnosti / tvaru molekul

Iontoméni¢ova chromatografie Rozdily v naboji proteinu pfi daném pH

Afinitni chromatografie Zalozena na specifické interakci proteinu
S vhodnym ligandem

Chromatografie s hydrofobni interakci Rozdily v hydrofobicité povrchu proteini

Chromatofokusace Separace proteini na zakladé rozdilnych
izoelektrickych bodu
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2.6.1 Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) za pfitomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS) je v dnesni dobé hojné¢ vyuzivanou separa¢ni metodu uzivanou piedevsim pro
analyzu a purifikaci velkych molekul (Kurien a Scofield, 2006; Mahmood a Yang,
2012). Principem stanoveni molekulové hmotnosti (MW) pomoci SDS-PAGE je
alespon C¢asteCné rozvinuti molekul proteint, jejich denaturace a obaleni SDS
na hydrofobnich mistech. Toto chemické cCinidlo udava polypeptidickym fetézctim
stejnou hustotu povrchového naboje, tudiz dochazi k déleni pouze na zakladé MW
Vv poli stejnosmérného elektrického proudu (Schiagger a von Jaggow, 1987; Rath et al.,
2009). Reynolds a Tanford (1970) ve své studii uvedli, ze optimalni hmotnostni pomér

je 1,4 g SDS na 1 g proteinu.

Elektroforéza existuje v n¢kolika modifikacich, pficemz nejbeznéji pouzivanymi jsou
Glycinova-SDS-PAGE (dle Laemmliho, 1970) a Tricinova-SDS-PAGE (dle Schiger a
von Jagow, 1987), ktera je zalozena na glycin-tris a Tricin-tris pufrovacim systému
(Schagger, 2006). Pro charakteristiku akrylamidovych geld se vyuziva procentualni
koncentrace (%T) obou monomert, tedy akrylamidu a cross-linkeru bisakrylamidu a
koncentrace (%C) cross-linkeru vici celkové koncentraci (Schiagger, 2006). Samotny
proces zahrnuje pfipravu zaostiovaciho a separa¢niho gelu, Kjejichz ztuhnuti a
polymerizaci se vyuziva persiran amonny (APS) a TEMED. Poté jsou gely umistény do
elektroforetické komurky a zality elektrodovymi pufry. Pied spusSténim elektroforézy
jsou do jamek na gelu pipetou naneseny vzorky ve smési se vzorkovacim pufrem a
pfisluSny standard molekulovych hmotnosti. Jako redukéniho cinidla se vyuziva
dithiothreitolu, nebo 2-merkaptoethanolu (MeSH). Proces je ukonéen doputovanim
vzorku ke spodnimu okraji gelu. Pomoci detek¢nich metod (napt. barveni Coomassie
Brilliant Blue, detekce stiibrem) mize byt vzorek vizualizovan pfimo na gelu, nebo
preblotovanim detekovan na membrané (Schiagger a von Jagow, 1987; Schagger, 2006;

Mahmood a Yang, 2012).

2.6.2 Imunochemicka detekce proteinii pomoci Western blottingu

Western bblotting (Wb), protein blotting nebo imunoblotting je dalezita metoda slouzici
k detekci konkrétniho proteinu (antigenu) ve smésném vzorku s dalS§imi proteiny
pomoci polyklonalnich nebo monoklonalnich protilatek. Wb zahrnuje tii hlavni faze a

to jiz zminénou SDS-PAGE, samotny proces blotovani (transfer) a vizualizaci
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prenesenych proteini imobilizovanych na dané membrané (Kurien a Scofield, 2006;
Mahmood a Yang, 2012).

Pfenos je mozné provést prostiednictvim prosté difuze, proudem rozpoustédla
ve vakuu, nebo silou elektrického pole. Elektrobloting neboli elektrotransfer je
nejpouzivanéjSim zplisobem pienosu, kdy zaporné nabité proteiny z gelu putuji smérem
k anod¢ a v tomto sméru jsou zachyceny na membranu. Vyhodou je jeho rychlost a
komplexnost transferu oproti napt. difuznimu typu (Kurien a Scofield, 2006). Pivodni
popis transferu proteini z gelu na membranu uvedli ve svém ¢lanku Towbin et al.
(1979). Podle plivodni metody muze byt ptenosu dosazeno bud ,,mokrym / wet*
pfenosem, uplnym ponofenim tzv. sendvice (Obr. 8) do blotovaciho pufru neboli
blottingem v tankovém uspotfadani, nebo ,polosuchym / semi-dry*“ pfenosem,
nasdknutim sendvice v blotovacim pufru a jeho umisténim do suché komory. Po SDS-
PAGE jsou tedy rozseparované podjednotky proteini transferovany (pteblotovany)
na membranu, Casto nitrocelulosovou (NC) nebo polyvinyliden fluoridovou (PVDF).
Pravé PVDF membrana je diky zvySené hydrofobicité vhodné&jsi k detekci malych
peptidt a také peptidii v malém zastoupeni. Tato membrana disponuje dobrou retenéni
kapacitou a soucasné¢ mechanickou pevnosti v extrémnich podminkach (napf.
v organickych rozpoustédlech, kyselych nebo zasaditych podminkach). Aby byla
membrana kompatibilni pro ponofeni do vodnych roztokt, je nutné ji ponechat
po nékolik minut v methanolu. NC membrany jsou vsak levnéjsi a lepsi k obecnéjsim

uceltim, ale mechanicky slabé (Wu et al., 2007; Cho et al., 2012).
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Obr. 8: Znazornéni sloZeni sendvicée pro elektrotransfer proteind z gelu na membranu (ptevzato
a upraveno podle Lee, 2007).
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Aby doslo k potladeni nespecifické adsorpce latek (proteind, protilatek), jsou
po pfenosu nespecifickd vazebnd mista na membran¢ blokovana jeji inkubaci
V blokovacim roztoku proteinti napf. v roztoku BSA (hovézi sérovy albumin) v TBS
pufru (Tris-Buffered saline), nebo v roztoku suSeného mléka v TBS pufru. Namisto
TBS lze pouzit také PBS (phosphate-buffered saline). Poté imobilizované (cilené)
proteiny reaguji se specifickou primarni protilatkou, coz vede Kk tvorbé komplexu
antigen-protilatka, naktery se vaze sekundarni protilatka casto konjugovana
s reportérovym enzymem. B&Zzné pouzivanymi jsou napi. alkalicka fosfatasa (AP),
kfenova peroxidasa (HRP) (Kurien a Scofield, 2006; Mahmood a Yang, 2012;
Hartfelder et al., 2013). Dalsi zptisoby imunodetekce jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3).

K zabranéni dal$ich nespecifickych adsorpci latek je vhodné membrany po blokovani
a také mezi jednotlivymi kroky inkubaci s protilatkami promyvat napi. roztokem TBS.
Ke snizeni pozadi, tedy zabranéni nespecifickym hydrofobnim vazbdm proteini na
membranu, je do téchto roztoku Casto piidavan detergent jako Tween-20, SDS nebo
Triton X-100 (Wu et al., 2007).

Tab. 3: Shrnuti nejcastéji vyuzivanych metod a reagencii pro detekci proteinti na membrané po
blottingu (Kurien a Scofield, 2006; Wu et al., 2007).

Metoda detekce / znaCeni Priklady reagencii

Radioaktivni Jodovany (**°1) stafylokokovy protein A, nebo
streptokokovy protein G

Chemiluminiscenéni HRP se substratem luminolem / AP se
substratem adamantyl-1-2-dioxetan fosfatem

Detekce se zlatem Protein A vazany na Castice zlata

Kolorimetrické (reagencie vazané na enzym)  Protilatka vazana s AP nebo HRP se
substratem BCIP / NBT

Fluorescencni Fluorescencéni znaCeni proteind pomoci 2-
methoxy-2,4-diphenyl-3(2H)-furanonu
(MDPF)
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2.6.3 Metody analyzy peptidu vcel

Peptidy s antimikrobialni aktivitou (abaecin, apidaecin a hymenoptaecin) vyskytujici se
vV hemolymf€ vcel byly postupné detekovany Casteelsem et al. (1989), Casteelsem et al.
(1990), Casteelsem et al. (1993). Pro jejich detekci a nasledné kvantifikaci byla véelam,
které byly pro vyvolani imunitni odpovédi infikovany bakterii E. coli, odebrana
po 24 hodinach hemolymfa. Hemolymfa byla 5 minut zahtivana na 100 °C, hemocyty a
srazeniny byly odstranény centrifugaci. Ziskany supernatant byl poté zifedén ptfidanim
stejného objemu 0,1% kyseliny trifluoroctové (TFA) ve vodé. Po purifikaénich krocich
byla smés odd€lena separacni metodou vysokou¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC) na reverzni fazi (RP) s kolonou C,4, pro dal$i analyzu chromatografickou
separaci jedné ze ziskanych frakci byla vyuzita kolona Cyg. Casteels-Josson et al., 1994
poté identifikovali v hemolymf& jednu z isoforem defensinu-1. Druhou isoformu
(royalisin) detekovali jiz diive Fujiwara et al. (1990) v mateti kaSicce také pomoci RP-
HPLC s UV detekei pifi 214 nm, které ptfedchézelo nékolik purifikacnich kroka napft.
extrakce kyselinou a gelova filtrace. Krom¢ mateti kasi¢ky detekovali Bachanova et al.
(2002) royalisin jako AmP uc¢inny vici bakterii P. larvae také ve vcelich hrudnicich a
hlavickach. T¢€lni Casti byly homogenizovany na prasek, poté byla provedena extrakce
sukcinatovym pufrem o pH 4. Proteiny a peptidy v ziskanych extraktech byly
separovany optimalizovanou diskontinudlni nativni PAGE v kyselych podminkach a
poté blotovany na membranu. Peptidové bandy byly vizualizovany CBB R-250,

Vyfiznuty a sekvencovany pomoci automatizované N-koncové Edmanovy degradace.

Danihlik et al. (2014) optimalizovali metodu pro vysoce citlivou studii kvantifikace
isoforem apidaecinu-1 v hemolymf¢€ i ¢astech tél jednotlivych vcel. Piestoze pocatecni
extrakce vychazi z protokolu podle Casteelse et al. (1989) jsou v této studii provedeny
nové purifikaéni kroky napf. obohaceni apidaecinu-1 ve vzorcich slabou
kationtoméni¢ovou chromatografii na RP. Po odsoleni na koloné¢ Cg byly obohacené
fragmenty pro identifikaci a kvantifikaci dale analyzovany separaci na RP pomoci
nanokapilarni ~ kapalinové  chromatografie (nLC) na kolon¢ Cs son-line

vysokorozliSovaci MS detekci (Q-TOF).

V mateii kasi¢ce byl Bilikovou et al. (2002) purifikovan a charakterizovan peptid
apisimin, ktery vSak nevykazuje antibakterialni aktivitu. N-koncovou Edmanovou
degradaci byla urcena AMK sekvence, hmotnostni spektrum peptidu bylo zjisténo
metodou MALDI-TOF, které predchazela jeho purifikace iontoméni¢ovou
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chromatografii tzv. fast protein liquid chromatography (FPLC), izoelektricky bod byl
stanoven Vv rozmezi hodnot 3,55 — 4,55 izoelektrickou fokusaci, sekundarni struktura

byla prozkouméana méfenim spekter cirkularniho dichroismu (CD spektrometr).

K proteomickému profilovani sekrece hypofaryngealnich zlaz vcel vyuzili Santos et
al. (2005) kombinaci 2D-PAGE s naslednym ur¢enim aminokyselinové sekvence
peptidit pomoci MALDI-PSD/MS.

Zastoupenim mellitinu a apaminu, tedy hlavnimi komponentami vceliho jedu, se
zabyvali ve své studii Zhou et al. (2010). Pro stanoveni téchto dvou proteinti v surovém
lyofilizovaném prasku ze vceliho jedu (zkr. CBVLP) byla optimalizovana metoda
HPLC-DAD MS / MS. Peptidy mellitin a apamin byly z CBVLP extrahovany ¢istou
vodou a poté byla provedena jiz zminéna analyza. Jiz diive bylo proteomickymi
metodami (2D-elektroforézou a MALDI-TOF / TOF MS) zjisténo zastoupeni proteini
v¢eliho jedu (Peiren et al., 2005).

Pro studium infekce zplsobené houbou N. ceranae, zalozeném na profilovani
metabolitt hemolymfy vcel, uvedli Aliferis et al. (2012) metodu plynové

chromatografie (GC) s hmotnostni spektrometrii (MS).

2.7Kvantifikace genové exprese metodou RT-PCR

Kvantitativni PCR (gQPCR) vredlném case umoznuje citlivou, specifickou a
reprodukovatelnou analyzu exprese mRNA (transkriptomu) z riznych matric (Bustin a
Nolan, 2004; Arya et al., 2005). Hladina transkriptomu je na rozdil od genomu (analyza
DNA) zavisla na fyziologii, patologii nebo vyvoji (Bustin a Nolan, 2004). Pied
samotnym provedenim metody je nejdiive nutno extrahovat ribonukleovou kyselinu
(RNA) ze vzorku piimo ve vhodnych pufrech, aby doslo k inaktivaci pfitomnych
RNAas. Tyto enzymy disponuji znaénym mnoZzstvim disulfidovych vazeb, k jejichz
deaktivaci jsou vyuzivany napt. detergenty (SDS), proteinasy, chaotropni soli (guanidin
isothiokyanat), reduk¢ni Cinidla (B-merkaptoethanol) a slouceniny chranici NK (pf.
cetyl trimethylammonium bromid). Vhodnym denaturaénim pufrem pro izolaci RNA ve
vzorcich vcel je guanidin isothiokyanatovy pufr (GITC) (Evans et al., 2013). Evans et
al. (2013) vreview, jez se tyka standardnich metod molekularniho vyzkumu A.

mellifera, uvadéji jako komer¢ni kit vhodny pro izolaci RNA Qiagene.
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Dalsi fazi je ptepis neboli reverzni transkripce ziskané RNA do cDNA. Tento krok je
velmi dulezity, jelikoz izolovana RNA je dlouhodobé nestabilni. K syntéze cDNA jsou
pouzivany nahodné primery, oligo-dT, specifické primery nebo kombinace oligo-dT a
nahodnych primert, pficemz nejvice vyuzivanymi jsou oligo-dT primery. Bez ohledu
na vybér primerd pro reverzni transkripci, samotna PCR reakce vyzaduje aplikovani

primert specifickych pro sledované geny (Bustin et al., 2005).

Metoda gPCR je tedy pouzivanym nastrojem pro kvantifikaci genové exprese
(Schmittgen a Livak, 2008). Pro porovnani exprese specifickych genti v daném
organismu, je nutna pfitomnost tzv. provoznich neboli housekeeping gentt (HKG), které
slouzi k normalizaci hladin RNA. Jedna se o geny dulezité pro pieZiti organismu a jsou
kontinualn¢ exprimovany bez ohledu na jeho fyziologicky stav (Pfaffl, 2001; Dheda et
al., 2004). Pro kazdy organismus se vSak HKG mohou lisit (Lourengo et al., 2008).
Vybérem HKG pro vcely (A. mellifera) se zabyva studie Lourenco et al. (2008).

K detekci vzniklych PCR produktl se vyuZiva n€kolika fluorescencnich barviv nebo
sond. Pro svou jednoduchost se velmi oblibenym stalo fluorescen¢ni barvivo SYBR
Green I, cozZ je interkalacni barvivo véazici se do malého zlabku dsDNA (Pfaffl, 2001;
Zipper et al., 2004). Pikladem sondy neboli proby je fluorogenni TagMan®, ktera ma
na svém 5” konci pfitomné fluorescencni barvivo a na 3" konci tzv. zhase€. Proba se
dokéze specificky navézat na cilovou sekvenci ve smési nespecifickych amlifika¢nich
produkti a je zavisla na 5'— 3’ exonukleasové aktivité Taq polymerasy (Freeman et al.,
1999; Arya et al., 2005). Hodnota Cr je definovana jako cyklus PCR, kdy fluorescenéni
signal reportérového barviva prekro¢i prahovou hodnotu (tzv. threshold) (Schmittgen a
Livak, 2008). Teoreticky i jedna kopie specifické sekvence muze byt amplifikovana a
detekovana pomoci PCR (Obr. 9) (Arya et al., 2005). Ciselna hodnota Cr je nepiimo
umérna mnozstvi amplikonu v reakci, tedy ¢im je vyssi hodnota Cr, tim méné bylo

templatu ve vzorku (Schmittgen a Livak, 2008).
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Obr. 9: Popis standardni amplifikacni kfivky sigmoidniho tvaru uvadéjici nomenklaturu
uzivanou pii praci s metodou gPCR. Hodnota ARn — emise fluorescenéniho zareni v kazdém
¢asovém useku; hodnota Ct— prahovy cyklus (pievzato a upraveno podle Arya et al., 2005).

Chen et al. (2005) pomoci qPCR v realném c¢ase kvantifikovali miru nakazy vcel
virusem DWV v riznych vyvojovych stadiich v¢el. S pouzitim qPCR byl DWV virus
detekovan v jednotlivych vcelach a také u roztoce V. destructor. U véel, které byly
infikovany roztocem V. destructor a u kterych jiz propukla nakaza DWV byla viralni
RNA detekovéana ve vSech télnich castech (hlava, hrud’, zadecek), u vcel které byly
pouze infikovany roztocem, ale byly bez symptomi DWYV byla virdlni RNA pouze
v zadeccich a hrudnicich. RNA viru byla také detekovana v larvalni potravé, coz

Znamena, ze se virus $ifi nejen prostiednictvim roztoCe (Yue a Genersch, 2005).
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3 Experimentalni ¢ast
3.1Material

3.1.1 Chemikalie

Akrylamid (Sigma, USA), Agarosa (Serva, Némecko), APS (Sigma, Némecko), BCIP
(Sigma, USA), Bisakrylamid (MP Biomedicals, USA), Coomassie Brilliant Blue G-250
(Bio-Rad, USA), Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma, Né&émecko), Dusi¢nan
stiibrny (Fluka, Némecko), Formaldehyd (Lachema, CR), GelRed (Biotium, USA),
Glycerol bezvody (Lach-Ner, CR), Hovézi sérovy albumin (Carl Roth, Némecko),
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lachner, USA), Kyselina fosfore¢na 85% (Sigma-
Aldrich, Svycarsko), Kyselina octova (Lach-Ner, CR), Kyselina trifluoroctova (Fluka,
Svycarsko), Merkaptoetanol (Sigma, USA), Methanol (Lach-Ner, CR), Mocovina
(Sigma, Némecko), n-Butanol (Sigma, USA), NBT (Sigma, USA), Pierce ECL Western
Blotting Substrate (Thermo Scientific, USA), SDS (Applichem, Némecko), Siran hlinity
(Lach-ner, Ceska republika), TAE pufr (Sigma, USA), TEMED (Fluka, Svycarsko),
Thiosiran sodny (Acros Organics, Belgie), Tricin (Sigma, USA), Tris (MP Biomedicals,
Francie), Tween-20 (Sigma, USA), Uhli¢itan sodny (Lach-Ner, CR)

3.1.2 Biologicky material
Veskery biologicky materidl pro tuto diplomovou praci byl poskytnut vedoucim této

prace Mgr. Jifim Danihlikem, Ph.D.
Hemolymfa:

Vzorky hemolymfy byly odebrany véelam (A. mellifera carnica) v srpnu 2016 na
v¢elnici na Kyvalce. Smésny vzorek se sestaval z hemolymfy deseti véel. Celkem 20 ul
hemolymfy bylo smichéno s 5 pl 1 mg-ml™ fenylthiomogoviny v PBS pufru (pH 7,0).
Vzorky byly zmrazeny a uchovany pii teploté -80 °C.

Vceli larvy:

Veeli larvy (A. mellifera carnica) byly odebrany v ¢ervnu roku 2012 ze véelnice Dr.
desticky, kde byly po dobu 4 dni krmeny mateti kasickou s cukry (Aupinel et al.,
2005). Ta navic, kromé¢ kontrolni skupiny, obsahovala 15, 150 a 1800 spor bakterie

P. larvae, dle téchto poctt byly vzorky rozdéleny do experimentalnich skupin, pficemz
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kazda skupina obsahovala 72 takto oSetfenych larev. Po 4 dnech byly larvy v deskach
umistény do mrazdku pii teplot¢ -80 °C. Metodika slozeni krmiva byla pouzita

dle Gregorc a Ellis (2011).
Dospélé vcely:

Dospélé 10 denni véely (A. mellifera carnica) byly odebrany v ¢ervnu 2018
Z experimentalnich vcelstev na Kyvalce. Experiment se sestaval z imunizace téchto
vcel. Prvni den byly pro vylihnuti mladusek zaizolovany ramky. Ve tietim dni doSlo
k vylihnuti mladusek, které byly na hrudi oznaceny bilou barvou (Obr. 10) a navraceny
zpét do uli. Po 10 dnech Zivota za béznych podminek byly odebrany a rozdéleny
do experimentalnich skupin. Prvni skupina (ozn. CO,) se sestavala ze v¢el kratkodobé
narkotizovanych pomoci CO,, druha skupina vcel (ozn. PBS) byla taktéz uspéana timto
plynem, ale navic ji byl pod kutikulu vpichnut sterilni roztok PBS (0,1 mol-I"}; pH 7)
vobjemu 5 pl. Tteti skupina (ozn. PBS + Bakterie) byla opét narkotizovana, ale
oSetfena vpichem roztoku PBS, ktery obsahoval bakterialni suspenzi bakterie
Paenibacillus larvae a Escherichia coli v koncentraci 1 x 10° bun&k/ml suspenze.
Véely byly po dobu 24 hodin drZeny v inkubatoru pfi teplot¢ 35 °C v plastovych
klickach. Po této dob¢ byly vcely usmrceny mrazem a uchovany pfi teploté -80 °C.

Ctvrta skupina kontrolni (ozn. nic) byla pouze zmraZena bez jakéhokoli o3etient.

Obr. 10: Vybrané vcely, které byly oznaceny bilou barvou, byly po 10 dnech normalniho
bézného zZivota v lu odebrany a imunizovany bakteridlni suspenzi (fotografie pouzita se
svolenim Mgr. Jifiho Danihlika Ph.D.).
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3.1.3 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko), Automatické pipety (Eppendorf, Némecko),
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio Rad, USA), Chlazena
centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko), Desticka Take3™ Multi — Volume Plate
(Bio-Tek, USA), Digitalni pH metr InoLab pH levell (InoLab, Némecko),
Elektroforeticky systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA),
Elektromagneticka michacka (Biosan, Litva), Gel Doc EZ Imager System (Bio-Rad,
USA), Chlazena centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko), Kulovy mlynek FastPrep
FP120 (Thermo Savant, USA), Lyofilizator (Lyovac GT-2, Leybold-Heraeaus,
Némecko), Minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceska republika), Multifunké&ni reader
Synergy H1 (Bio-Tek, USA), PCR termocykler (Eppendorf, Némecko), Pfedvazky
(KERN, Némecko), PVDF membrana (Bio-Rad, Némecko), Scanner pro
chemiluminiscenéni detekci na membranach (Li-Cor, USA), Semi-Dry Trans blot (Bio-
Rad, USA), Tiepacka Bio Shaker 30 (Biosan, Litva), Tfepacka vortex V-1 Plus (Biosan
Litva), Ultrazvukova lazen (Kraintek, CR), Vortex mixer (Stuart, UK), Zdroj napéti pro
SDS-PAGE celektroforézu (Bio-Rad, USA), Zdroj pro agarosovou elektroforézu (Major
Science, USA)

3.1.4 Pouzité komercni kity a standardy
Agencourt RNAclean XP (Beckman Coulter)

Go Taq® polymerase Green Master Mix (Promega)
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

Sybr™ Select Master Mix (ThermoFisher Scientific)
Transcriptor High Fidelity kit (Roche)

Turbo™ DNase (2 U/ul) (ThermoFisher Scientific)

Standard pro malé proteiny na SDS-PAGE (BioRad): obsahuje krali¢i triosafosfat
iIsomerasu (26,625 Da); konsky myoglobin (16,950 Da); tufi a-lactalbumin (14,437 Da);
tufi aprotinin (6,512 Da); tuii insulin, b fetézec, oxidovany (3,496 Da); bacitracin (1,423
Da)
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Unstained protein Standard, Broad-Range na SDS-PAGE: z 12 rekombinantnich vysoce
purifikovanych proteini 10 — 200 kDa pro 10-20% Tris-glycin SDS-PAGE
(NewEngland BioLabs)

Standard pro agarosovou elektroforézu: HyperLadder ™ 50bp (Bioline)

Koktejl ihibitort proteas (Sigma): obsahuje AEBSF (inhibice serinovych proteas), 1,10-
Fenantrolin (inhibice metalloproteas), Pepstatin (inhibice kyselych proteas), Leupeptin
(inhibice serinovych a cysteinovych proteas), Bestatin (inhibice aminopeptidas), E-64

(inhibice cysteinovych proteas)

3.1.5 Pouzité primery

Pomoci qPCR byla sledovana exprese tzv. housekeeping genti (HKG) neboli
provoznich genti elongaéniho faktoru-1-a (EF-1-a) a aktinu (Aktin related protein, zkr.
ARP) a také gend (tzv. gene of interest — GOI), které koduji peptidy vyskytujici se
vV hemolymf€ a také tukovém télese véely medonosné (A. mellifera), abaecinu (Aba),
apidaecinu (Api), hymenoptaecinu (Hymn) a defensinu-1 (Def-1). Primery byly dodany
firmou Sigma-Aldrich. V Tab. 4 jsou shrnuty nazvy pouzitych primert, jejich vlastnosti
I sekvence jak kodujiciho (tzv. forward, zkr. F), tak antikodujiciho (tzv. reverse, zkr. R).
Primery byly dodany ve vialkach o koncentraci 100 mmol-1*, pro pouziti byly dale
nafedény PCR vodou na hodnotu 10 mmol-1* a 3,3 mmol-1™.

Tab. 4: Pouzité primery pro sledovani exprese gent (Evans, 2006; Lourenco et al., 2008;
Simone et al., 2009).

Peptid/ Typ  Nazev genu Velikost Primer 5'—3’
protein  genu amplikonu
(*bp)
Aba GOl LOC406144 72 F: CAGCATTCGCATACGTACCA
R: GACCAGGAAACGTTGGAAAC
ARP HKG Arpl 155 F: TGCCAACACTGTCCTTTCTG
R: AGAATTGACCCACCAATCCA
Api GOl  Apidl 80 F: TTTTGCCTTAGCAATTCTTGTTG
R: GTAGGTCGAGTAGGCGGATCT
Def-1 GOl  defl 119 F: TGCGCTGCTAACTGTCTCAG
R: AATGGCACTTAACCGAAACG
EF-1-o. HKG EFla-F2 153 F: GGAGATGCTGCCATCGTTAT
R: CAGCAGCGTCCTTGAAAGTT
Hymn GOl  hymenoptaecin 200 F: CTCTTCTGTGCCGTTGCATA

R: GCGTCTCCTGTCATTCCATT

*zkratka bp — base pair, udava velikost amplikonu
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3.1.6 Synteticky pripravené protilatky

Primarni (krali¢i) protilatky proti abaecinu, defensinu-1 a hymenoptaecinu byly
vyrobeny na zakazku firmou Clonestar, Brno. K protilatkam proti abaecinu a defensinu-
1 byly dodany standardy k ovéteni funkénosti primarnich protilatek — antigen navazany
na BSA a samotny purifikovany peptid, ktery byl navrzen jako vhodny epitop pro vazbu
protilatky.

Sekundarni kozi anti-krali¢i IgG protilatky, jedna byla znac¢ena alkalickou fosfatasou
(AP) a druha peroxidasou (HRP) (Sigma-Aldrich, USA).

3.1.7 Pouzité roztoky
AA/BIS: 73 g akrylamidu; 2 g N,N’-methylen-bisakrylamidu; objem doplnén
do celkového objemu 250 ml dH,0O

AB-3 (zaostiovaci gel monomer): 96 g akrylamidu; 3,0 g N,N’-methylen-
bisakrylamidu; rozpustéo ve 200 ml dH,O

AB-6 (separaéni gel monomer): 93,0 g akrylamidu; 6,0 g N,N’-methylen-

bisakrylamidu; rozpusténo ve 200 ml dH,O

Anodovy pufr (0,1 mol-1™* Tris, pH 8,9) 10x: 60,57 g Tris-base; pH upraveno 1 mol-1*
HCI na hodnotu 8,9; objem doplnén do celkového objemu 500 ml

Barvici roztok CBB-G250: 0,02% CBB-G250; 5% siran hlinity; 10% methanol; 8%

kyselina fosfore¢na

Blotovaci pufr: 3,025 g Trisu; 14,41 g glycinu; 20% (v/v) methanol; pH upraveno na
hodnotu 8,3 a roztok byl doplnén dH,0 do celkového objemu 1 litr

Bradfordovo ¢inidlo: 50 mg CBB G-250; 25 ml methanolu; 50 ml 85% kyseliny

fosfore¢né; do celkového objemu 100 ml doplnéno dH,O
Elektrodovy puft: 0,025 mol-1* Tris-HCI; 0,192 mol 1 glycin; 0,1% SDS; pH 8,3
Fixacni roztok pro fixaci proteinil v gelu: 50% MeOH; 3% kyselina octova

Gelovy pufr (3 mol'I* Tris; 0,3% SDS; pH 8,45) 3x: 181,65 g Tris-base; 1,5 g SDS;
pH upraveno konc. HCI na hodnotu 8,45; objem doplnén do celkového objemu 500 ml
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GITC pufr: 5,25 mol-I" Guanidin isothiokyanat; 50 mmol-1* Tris-HCI (pH 6,4); 20
mmol-1* EDTA; 1,3% Triton X-100; 1% 2.merkaptoetanol; do celkového objemu 200
ml doplnéno dH,O

Katodovy pufr (0,1 mol-1" Tris; 0,1 mol-I" Tricin; 0,1% SDS; pH 8,25) 10x: 60,55 g
Tris-base; 89,6 g Tricinu; 5 g SDS; objem doplnén do celkového objemu 500 ml

K-fosfatovy pufr (0,1 mol-1*, pH 7): 61,5 ml 1 mol-I* K,HPO,; 38,5 ml 1 mol-1*
KH2POy; objem doplnén do celkového objemu 1 litr dH,0

Odbarvovaci roztok po barveni CBB-G250: 10% methanol; 2% kyselina fosfore¢na

Pufr do déliciho gelu (glycinova elektroforéza): 36,33 g Tris do 150 ml dH,O; pH

upraveno na hodnotu 8,8 HCI; objem doplnén na 200 ml

Pufr do zaostiovaciho gelu (glycinova elektroforéza): 3,03 g Tris do 40 ml dH,O; pH

upraveno na hodnotu 6,8 HCI; objem doplnén na 50 ml

RIPA pufr (lyzaéni, dodan z LRR UP): 20 mmol-1"* Tris (pH 7,4); 100 mmol-1™* NaCl; 5
mmol- I EDTA; 2 mmol-1* EGTA; 0,2% Nonidet; objem doplnén dH,0 do 50 ml

Roztok pro kolorimetrické stanoveni — AP (alkalicka fosfatasa) pufr: 100 mmol-1?* Tris;
100 mmol-1* chlorid sodny; 5 mmol-1?* chlorid hote¢naty; pH upraveno na hodnotu

9,5
TBS pufr: 20 mmol I Tris; 500 mmol-1™ chlorid sodny; pH upraveno na hodnotu 7,5

Vzorkovaci pufr (pro nanaSeni standardu): 4 ml dH,O; 2 ml 0,5mol-1* Tris-HCI (pH
6,8); 2,4 ml glycerolu; 1 ml 10% SDS; 0,2 ml 2-merkaptoethanolu (MeSH); 0,4 ml
0,5% CBB-G250; pro pouziti byl takto pfipraveny pufr smichan se standardem

v poméru 20:1

Vzorkovaci pufr (Tricin-sample buffer, pro nanaSeni vzorki): 950 pl Tris-sample

buffer; 20 ul 2-merkaptoethanol

Vzorkovaci pufr (2X Laemmli, pro nanaseni vzorkl): 950 ul 2x Laemmli buffer; 50 pl

2-merkaptoethanol
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3.2Metody

3.2.1 Stanoveni koncentrace proteinii metodou dle Bradforda

Pro stanoveni koncentrace proteint v danych vzorcich byla vyuzita metoda dle
Bradforda (1976). Pomoci BSA jako standardu byla ptichystana koncentra¢ni fada (200;
400; 600; 800; 1000; 1200 pg-ml'l). Meéieni bylo provadéno v 96-jamkové mikrotitracni
desti¢ce, kdy do jednotlivych jamek bylo pipetovano vzdy 45 ul dH,O; 5 ul vzorku
nebo vody (v pfipad¢ blanku) a 200 ul Bradfordova ¢inidla. Pomoci readeru Synergy
HI byla po 10 sekundovém protfepani métena absorbance vzorkd pii vinové délce 595
a 450 nm (Ernst a Zor, 2010). Vzorky byly pipetovany vzdy ve tiech technickych
replikatech.

3.2.2 Priprava vzorki pro SDS-PAGE
Hemolymfa vcel:

Vzorky hemolymfy byly pouzity jednak neupravované ale také vysrazeny smichanim
s methanolem (MeOH) vychlazenym na -80 °C v poméru 1:4. Pfes noc byly vzorky
ponechany v mrazaku pii teplot€¢ -80 °C a dalSiho dne byly centrifugovény po dobu
15 minut pii 15000 Xg. Supernatant byl poté¢ odpipetovan a zbyly precipitat ponechan
ve vakuové rotacni odparce k vysuseni po dobu 30 minut. Pro pouziti byly vysusené
precipitaty rozpustény ve 20 pl 0,1 mol-1"* Trisu-HCI (pH 6,8) a ve 20 pl vzorkovaciho
Tricin-sample buffer (Bio-Rad), ale také pouze ve 30 ul vzorkovaciho Tricin-sample
buffer (Bio-Rad).

Extrakty zadecku véel (A):

Pro extrakci byly pouzity infikované véely i klinicky zdravé. Z celého téla byla
odnata hlava, pomoci pinzety bylo ze zadeCku vytazeno travici ustroji, které by kvuli
zna¢nému mnozstvi pylu a dalSich latek, které obsahuje, mohlo zkreslovat vysledky.
Nakonec byl od zadecku odstfizen také hrudnik. Zadecek obsahujici tukové téleso byl
vlozen do 2ml mikrozkumavky, k nému byly pfidany sklenéné kulicky, 250 ul 0,1%
trifluoroctové kyseliny (TFA) a vzorek byl pomoci kulového mlynku zhomogenizovan.
Po dalsim pridani 250 pl 0,1% TFA byl vzorek opét homogenizovan. Nasledovala
centrifugace pii 15000 Xg po dobu 10 minut. Supernatant byl odpipetovan do nové
mikrozkumavky a umistén do termobloku, kde byl po dobu 10 minut zahiivan

na 100 °C. Po centrifugaci ve vychlazené centrifuze na 5 °C po dobu 10 minut
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pii otackach 15000 xg byl opét supernatant pirepipetovan do novych mirkozkumavek.
Extrakty byly ulozeny v mrazaku pii teploté -80 °C a ponechany po dobu 1,5 hodiny.
Poté byly vzorky ptes noc lyofilizovany. Pro pouziti byly vzorky rozpustény v 60 ul
0,1 mol-I"* K-fosfatového pufru (pH 7).

Extrakty zadeck vcel (B):

Ze zadeckl imunizovanych véel (skupina CO,, PBS a PBS + Bakterie) bylo pinzetou
opatrn€ vytazeno travici ustroji (stieva plna pylu). Po jednom byly zadecky vlozeny
do 2ml mikrozkumavek, k nim bylo pfidano 250 ul RIPA pufru, sklenéné kulicky a
vzorek byl homogenizovan v kulovém mlynku. Poté byl pfidan stejny objem pufru a
nasledovala dalsi homogenizace. Vzorky byly centrifugovany ve vychlazené centrifuze
na 4 °C po dobu 30 minut pii 14000 Xg. Supernatant byl ptepipetovan do nové
mikrozkumavky. Tento samy proces byl proveden misto RIPA pufru také s 0,1 mol-I*

K-fosfatovym pufrem (pH 7).

3.2.3 SDS-PAGE

Separace proteinti ve vzorcich z riznych matric byla provedena metodou SDS-PAGE.
Pro optimalizaci byly pouZity dvé modifikace této analyzy. Jednalo se o Glycinovou
SDS-PAGE (dle Laemmliho, 1970) a Tricinovu SDS-PAGE, ktera je vhodngjsi
pro analyzu malych peptidi (dle Schiger a von Jagow, 1987). Pro barveni geli
po probéhnuti elektroforézy byl vyuzit roztok koloidniho CBB-G20 a také barveni
stiibrem (Schagger, 2006). V ptipadé koloidniho CBB-G250 byly gely nejprve
promyvany fixa¢nim roztokem po dobu 30 minut, poté barveny v roztoku 1,5 hodiny a
nakonec po 15 minutdch 3X promyty odbarvovacim roztokem. Barveni stiibrem

zahrnovalo nékolik krokd, které jsou shrnuty v Tab. 5 véetné pouzitych roztoka.

Glycinova SDS-PAGE: Byl vyuzit 15% separac¢ni gel o pH 8,8 a 4% zaostfovaci gel
o pH 6,8. SloZeni gelu je uvedeno v Tab. 6. Po vloZeni gelti do elektroforetické komory
byl ptidan elektrodovy pufr a separace proteini probihala pii pocatecnim napéti 120 V,
které bylo po zaostfeni vzorku v gelu zvySeno na 200 V. Vzorky byly pfed nanesenim
na gel smichany v poméru 1:1 s2x Laemmliho vzorkovacim pufem. Smés byla
promichana a inkubovana vtermobloku pfi teplot¢ 95 °C po dobu 5 minut.
Po vychladnuti byl vzorek nanesen na gel v objemu 10 pl. Vtomto objemu byly

nanaseny také ptislusné standardy.
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Tricinovd SDS-PAGE: Tento typ elektroforézy zahrnuje dva typy gelii a to 16%
délici gel obsahujici glycerol a 16% délici gel s pfidavkem mocoviny. Separacni gel byl
opét 4%. Po vlozeni gelil do elektroforetické komory byly pftility katodovy (mezi gely)
a anodovy (vn¢) pufr. Pocatecni napéti pro elektroforézu bylo nastaveno na 50 V a po
zaostfeni vzorkll v gelu bylo pro prichod délicim gelem zvySeno na hodnotu 120 V.
Vzorky byly smichany v poméru 1:1 s Tricin-sample buffer (Bio-Rad) vzorkovacim
pufrem a v tomto piipadé nebyly zahfivany. Na gel byly jak vzorky, tak standardy

nanaseny v objemu 10 nebo 12 pl.

Slozeni 16% gelu: 10 ml AB-6; 10 ml gelového pufru (3%); 3 g glycerolu; roztok
doplnén na celkovy objem 30 ml dH,0O; polymerizace zahajena 100 pl 10% APS a 10 pl
TEMEDu

Slozeni 16% gelu s 6 mol-I™* mocovinou: 10 ml AB-6; 10 ml gelového pufru (3x);

10,8 g mocoviny; roztok doplnén na celkovy objem 30 ml dH,0O; polymerizace zahajena

100 pl 10% APS a 10 ul TEMEDu

Slozeni 4% zaostfovaciho gelu: 1 ml AB-3; 3 ml gelového pufru (3x); roztok
doplnén na celkovy objem 12 ml dH,0; polymerizace zahajena 90 ul 10% APS a 9 pl
TEMEDu

Tab. 5: Prubéh a slozeni roztokt pro barveni stéibrem.

Krok Cas Slozeni roztokt

Fixace 2x15min  50% MeOH, 12% k. octova; 0,05% formaldehyd

Promyti 3%x10 min 50% EtOH

Senzitizér 1 min 0,2 g-1™ thiosiran sodny

Promyti kratce Destil. voda

Barveni 20 min 2 g-1" dusic¢nan stiibrny; 0,075% formaldehyd

Promyti kratce Destil. voda

Vyvojka 1-2 min 60 g-1™* uhligitan sodny, 5 mg-1™ thiosiran sodny;
0,05% formaldehyd

Zastaveni zbarveni 10 min 50% MeOH, 12 % k. octova

Skladovaci roztok 20 min 20% EtOH, 2% glycerin

Tab. 6: Slozeni gelt uzivanych glycinovou SDS-PAGE. Objemy jednotlivych slozek jsou
uvedeny v ml, odpovidaji 2 geltim o tloust'ce 0,75 mm.

Typ gelu dH,O  Akrylamid/ 1,5M 0,5M 10% 10% TEMED
Bis Tris-HCI,  Tris-HCI,  (w/v)  (w/v)
pH 8,8 pH 6,8 SDS APS
Zaostiovaci 4% 6,1 1,3 - 2,5 0,1 0,1 0,01
Délici 15% 3,4 4 2,5 - 0,1 0,1 0,01
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3.2.4 Western blotting

Proteiny separovany metodou SDS-PAGE byly transferovany (pieblotovany) pomoci
Semi-dry blottingu na PVDF membranu. Pfed timto procesem byla PVDF membrana
po dobu 5 minut namo¢ena v MeOH. Poté byla spolecné s filtranimi papiry i gely
ponoiena do blotovaciho pufru po dobu 15 — 20 minut. Komponenty byly v podobé¢ tzv.
sendvice, ktery byl sestavén v poradi filtratni papir, membrana, gel, filtratni papir a
vlozeny do elektroforetické transferové komory pfistroje Trans-Blot Semi Dry.
Samotny proces blotovani probihal 2 hodiny, nastaveni proudu bylo vzdy spocitano
na zakladé velikosti membrany a po&tu membran (0,8 mA-cm?). Nasledovalo tzv.
blokovani membrany. V tomto kroku byla membrana inkubovana po dobu 2 hodin nebo
ptes noc v roztoku 5% BSA v TBS pufru v lednici pii teploté¢ 4 °C. Dale probihalo
promyvani membrany 3X po 10 minutach vroztoku TBS pufru, ktery byl navic
obohacen o0 0,1% Tween-20. Po dobu minimalné dvou hodin pii teploté¢ 4 °C byla
membrana umisténa do roztoku primarnich protilatek, které byly s TBS pufrem s 5%
BSA tedény v poméru 1:500. Po ukonceni inkubace byla membrana po 10 minutach 3x
promyta roztokem 0,1% Tweenu-20 v TBS pufru. Posledni inkubace byla se sekundarni
protilatkou, ktera byla fedéna v poméru 1:5000, 1:10000 v roztoku 0,1% Tweenu-20
v TBS pufru po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Po promyvéani 3X po 10 minutach
0,1% roztokem Tweenu-20 v TBS pufru byla provedena detekce na membrang.
V ptipadé€ kolorimetrické detekce pro dv€ membrany bylo smichdno 10 ml AP pufru
S barvicim substratem obsahujicim 33 ul NBT a 33 pl BCIP. Pro chemiluminiscen¢ni
detekci byl pouzit kit Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific)
obsahujici dva reak¢ni roztoky peroxide solution a luminol enhancer solution, které
byly pro pouziti smichany vpoméru 1:1 a pipetou naneseny na membranu.
Chemiluminiscencni signdl na membrané byl detekovan scannerem Li-Cor a

vizualizovan pomoci PC programu Image Studio Software.

3.2.5 Exprese antimikrobialnich peptidi metodou gPCR

Sledovani zmén exprese antimikrobidlnich peptida vcel (A. mellifera) bylo provedeno
metodou qPCR vV realném case. Tato metoda zahrnuje reverzni transkripci izolované
RNA do cDNA, ktera slouzi jako templat pro fetézovou reakci. Detekce bylo docileno
pomoci fluorescen¢niho barviva SYBR Green. Exprese danych genl byla sledovana
jednak u larev, které byly infikovany sporami bakterie P. larvae, ale také u dospélych

imunizovanych vcel.
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3.2.5.1 Priprava vzorku

Z mrazaku byly vybrany larvy z 96-jamkovych mikrotitra¢nich desticek a po dvou
jedincich pinzetou umistény do mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavky byly
pfidany sklenéné kulicky a 150 pl GITC pufru. Nasledovala homogenizace
v kulickovém mlynku (6,5 m's™), po které bylo pridano dalsich 150 pl GITC pufru a
homogenizace se zopakovala. Mikrozkumavky byly centrifugovany po dobu 5 minut,
16000 xg.

3.25.2 lzolace a precisténi izolované RNA z larev

Izolace RNA byla provedena pomoci RNA plant mini easy kitu Qiagen. Po centrifugaci
v kroku 3.2.5.1 bylo odebrano 100 ul supernatantu ze vzorku a smichano s 350 ul RLT
pufru (tento roztok byl pfipraven smichanim MeSH a RLT komeréniho pufru z Kitu
v poméru 1:100), cely objem byl po promichani nanesen na fialovou kolonku a
nasledovalo sto¢eni v centrifuze (16000 xg, 2 minuty). K supernatantu (objem cca
425 ul), ktery byl piepipetovan do cCisté mikrozkumavky, bylo pfidano 225 ul 96%
ethanolu. Po promichani byla smés nanesena na rizovou kolonku a centrifugovana
po dobu 2 minut, 8000 xg. Nasledovalo promyvani kolonky, nejprve bylo napipetovano
700 ul RW1 pufru, dale byla kolonka 2X promyta 500 ul RPE pufru, po kazdém
promyti byly kolonky umisténé v mikrozkumavkach centrifugovany (8000 Xg,
30 sekund). Pro dokonalé odstranéni pufru z vnitinich hran byla kolonka pfenesena
do 2ml tzv. collection tube a 2X sto¢ena po dobu 2 minut na 16000 xg. Poslednim
krokem byla eluce RNA z kolonky do 95 ul H0. Pro lepsi eluci byla voda na kolonku
nanesena a ponechana po dobu 10 minut. Nakonec nasledovalo stoceni na centrifuze
pii otackach 8000 xg, 30 sekund. Dale byla pomoci spektrofotometru (Synergy H1
microplate reader, BioTek) zmétena koncentrace a kvalita ziskané RNA ze vzorku
pfi vlnové délce 260 a 280 nm, kdy byly na desticku Take3™ Multi — Volume Plate
(BioTek) naneseny 2 ul vzorku nebo RNAse free vody jako blanku. Pro posouzeni
kvality/Cistoty RNA Ize usuzovat dle podilu spektrofotometricky ziskanych hodnot
Azso/Azgo = 1,7.

3.2.5.3 Precisténi vzorku DNAsou
K veskeré izolované RNA (asi 90 ul) bylo ptidano 10 ul Turbo DNAsového pufru a
1 ul enzymu DNAsa (ThermoFisher Scientific). Smés byla inkubovana po dobu

38



30 minut pti 37 °C. Poté byl znovu piidan 1 pl enzymu a nasledovala totozné inkubace,

po které byly vzorky umistény na led.

3.2.5.4 Purifikace RNA

K piecisténému vzorku bylo piidano 50 pl magnetickych kulicek a 40 pl isopropanolu.
Po diikkladném promichani byla smés inkubovana po dobu 10 minut pii laboratorni
teploté. Kvuli kapacité kuli¢ek byla pred timto krokem RNA nafedéna na maximalni
povolenou koncentraci 260 ng-ul™, tato koncentrace byla zjisténa v kroku 3.2.5.2.
Samotné precisténi probihalo v magnetickém stojanku, kdy byl vzorek 3X promyvan
200 pl RNAse free 70% ethanolem. Po promyvani byl ethanol odpipetovan a
mikrozkumavky byly umistény pro vysuseni do flow boxu (10 minut). Pro eluci RNA
z kuli¢ek bylo pouzito 32 ul RNAse free vody. Po promichani vody s kulickami byla
smés inkubovana po dobu 10 minut a po usazeni kuli¢ek byl supernatant odpipetovan

do nové ¢isté sterilni 0,5ml mikrozkumavky a opét byla zmétena koncentrace a kvalita

RNA (viz krok 3.2.5.2).

3.25.5 Kontrola integrity RNA

Integrita ziskané RNA byla ovéfena separaci ziskanych produktl pomoci agarosové
elektroforézy. Pro tuto kontrolu byl pfipraven 1,1% w/v agarosovy gel, na jehoz
ptipravu byl pouzit 1X TAE pufr a pro vizualizaci byl pouzit GelRed (2,5 pl barviva
v 50 ml pufru). Izolovana a ptecisténa RNA byla v objemu 6 ul smichana s 1 ul loading
dye. Poté bylo 6 ul této smési naneseno na ztuhly gel. Pro kontrolu byly na gel naneseny
3 ul standardu (HyperLadder™ 50bp; Bioline). Délka elektroforézy byla 60 minut
pfi napéti 80 V.

3.25.6 Reverzni transkripce izolované a precisténé RNA do cDNA

Pro tento krok kvantitativni PCR byl pouzit kit Transcriptor High Fidelity (Roche),
pro jehoz vyuziti bylo nutné, aby koncentrace purifikované RNA byla maximalné
390 ng-ul™, coZ je horni hranice pouzité transkriptasy. Proto vzorky pievysujici tuto
kapacitu byly nafedény na danou koncentraci RNAse free vodou. Proces transkripce se
nasledné skladal ze dvou fazi. Prvni faze zahrnovala napipetovani (smichani) 1 pl oligo
dT primerti a 10,4 ul RNA do tzv. stripti, po stoeni na piiru¢ni centrifuze byla smés
Vv termocykleru inkubovédna po dobu 10 minut pfi teplot€¢ 65 °C. Pro druhou fazi byly
ke smési pripipetovany reagencie shrnuty v Tab. 7. | vtéto fazi byly stripy stoceny

na ptirucni centrifuze a umistény do termocykleru, kde byly nastaveny optimalni
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podminky pro reakci, tedy zahtfivani smési na 55 °C po dobu 30 minut, kterému
nasledovalo po dobu 5 minut inaktivovani pii teplot¢ 86 °C. Poté mohla byt ziskana
cDNA zamrazena na teplotu -20 °C. Po dokonceni pfepisu, jehoZz celkovy reakéni
objem byl 20 pl, byla cDNA 5X fedéna PCR vodou na finalni objem 100 pl. V tomto
kroku byl ptipraven také kontrolni vzorek pro ptepis (tzv. no template control — NTC),
ktery misto cDNA obsahoval pouze RNAse free vodu.

3.2.5.7 Kontrola prepisu (tzv. endpoint) PCR reakce

Ove¢rteni piepisu RNA do ¢cDNA bylo provedeno pomoci Go Taq polymerase Green
Master Mixu. Pro tuto reakci byl pfipraven premix, obsahujici reagencie shrnuty
v Tab. 8. Pro kazdou reakci bylo piidano 0,5 ul 5x fedéné cDNA. Na termocykleru
byly nastaveny parametry, které jsou uvedeny v Tab. 9. Po ukonc¢eni cyklu byly vzorky
naneseny na agarosovou elektroforézu. V tomto ptipadé byl ptipraven 3% agarosovy
gel, ostatni podminky i chemikalie pro pifipravu a prubéh elektroforézy byly shodné
s podminkami v kroku 3.2.5.5.

Tab. 7: Reagencie a jejich pfislusené objemy vyuzité pro druhou fazi reverzni transkripce
ziskané RNA do cDNA.

Nazev reagencii Pouzity objem (ul)
Transcriptor High Fidelity RT Reaction Buffer, 5x 4
koncentrovany
(20V) Protector RNAse Inhibitor 0,5
Deoxyribonucleotide mix 2
DTT 1
Reverse Transcriptase 1,1

Tab. 8: Reagencie obsaZzeny v premixu, ktery je uZivan pro tzv. endpoint PCR reakce. Dané
hodnoty jsou uvedeny pro 1 reakci, pro vice reakei je tyto hodnoty nutno piepocitat.

Reagencie v premixu Objem pro 1 reakci (ul)
PCR H,0O 4,75
10mmol-1* F primer (HKG — EF1a-F2) 0,5
10mmol-1* R primer (HKG — EF1a-F2) 0,5
GoTaq polymerase premix 6,25

Tab. 9: Parametry pro nastaveni podminek v termocykleru béhem real-time PCR.

Teplota (°C) Cas Pocet cykli
95 2 min 1
95 40s 34
60 30s 34
72 1 min 34
72 5 min 1
4 0 0
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3.25.8 Sjednoceni koncentrace cDNA na stejnou hodnotu C+ = 20

pro provozni gen
V prvnim kroku méfeni exprese geni bylo provedeno qPCR cilené na zjisténi Cr
hodnoty provozniho genu EFla-F2. K tomuto provedeni byl pouzit premix, obsahujici
reagencie shrnuty v Tab. 10. Po smichani bylo na 96-jamkovou desticku napipetovano
pro kazdou reakci vzdy 1,6 ul cDNA a 3,4 pl premixu. Po stoceni byla desticka vlozena
do termocykleru, parametry jsou uvedeny v Tab. 11 (krok 3.2.5.10). Pro sjednoceni
koncentrace cDNA pipetované do qPCR u vSech méfenych vzorkli byla cDNA vzorka
nafedéna na hodnotu Ct = 20 pro HKG EFla-F2. cDNA, jejiz hodnoty byly niZsi

nez Ct = 20, byla nafedéna PCR vodou na objem 50 pl dle fedéni zjisténého ze vzorce:

2 20—namérena hodnota

3.2.5.9 U&innost pouZitych primeri

Pted kvantifikaci genové exprese bylo nutno zjistit t¢innost jednotlivych primerd. Proto
byla pfipravena smésna CDNA, zniz byla pfichystana kalibracni fada obsahujici
pro kazdy primer 11 kalibra¢nich bodi, kdy kazdy nasledujici bod (smés cDNA) byl
pomoci PCR vody fedén 2X. Po natedéni byl pfichystan premix obsahujici jednotlivé
slozky uvedeny v Tab. 10 (krok 3.2.5.10). Premix (3,4 ul pro jednu reakci) byl s 1,6 ul
cDNA na 1 reakci napipetovan na desti¢ku. Po jejim stoceni a vlozeni do termocykleru
byly na pfistroji nastaveny parametry uvedeny v Tab. 11 (krok 3.2.5.10). Méfeni bylo
provedeno Vv technickych duplikatech. Hodnoty ucunnosti PCR reakce s danym
primerem byly vyhodnoceny pfimo v softwaru pfistroje (CFX Maestro, Bio-Rad).

3.2.5.10 Kvantifikace relativni genové exprese antimikrobialnich

peptidu A. mellifera

Pro samotnou kvantifikaci genové exprese metodou qPCR byla jako templat pouzita
vobjemu 1,6 ul cDNA (upravena nafedénim viz krok 3.2.2.8), jako kontrola byla
pouzita smes jednotlivych nefedénych cDNA (tzv. kalibrator) a také jako kontrola NTC
slouzila PCR voda. Dale byly pro reakci pouzity primery jak pro HKG (Arpl, EFlo-
F2), tak pro GOl (LOC406144, Apidl, defl, hymenoptaecin). Celkovy objem jedné
reakce byl 5 pl, jednotlivé slozky jsou uvedeny v Tab. 10. Kazda reakce probihala
ve dvou technickych replikatech na 96-jamkovych destickach uréenych pro gPCR.
Na termocykleru, v némz reakce probihala, byly nastaveny parametry uvedeny v Tab.
11.
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Tab. 10: Slozky premixu pouzitého pro qPCR. Dané hodnoty jsou uvedeny pro 1 reakci, pro
vice reakci je tyto hodnoty nutno ptepocitat.

Reagencie v premixu Objem pro 1 reakci (ul)
Syber Select Master Mix 2,5
3,3mmol 1" F primer 0,45
3,3mmol 1" R primer 0,45

Tab. 11: Nastaveni parametril reakce pro zjisténi Ct hodnot, u¢innost danych primerd a
samotnou qPCR reakci.

Teplota (°C) Cas Pocet cykli
95 10 1
95 15 34
60 1 34
60-95,5 10
interval 0,5 10
4 0 0

3.2.6 Pouzité statistické metody a programy
Fotografie membran a gelti byly pofizeny pomoci zatizeni Gel Doc EZ Imager System

(Bio-Rad) a denzita bandii na membranach vyhodnocena programem Imagel.

Koncentrace proteinli a také nukleovych kyselin byly zjiStény pomoci multifunkéniho

readeru Synergy H1 a programu Gene 5 (3.03).

Data exprese genu ziskana qPCR, ktera byla vyhodnocena softwarem Bio-Rad CFX
Manager (z tohoto programu jsou vygenerovany také grafy ucinnosti primerti), byla déle
zpracovana pomoci Excelu (2010) a statisticky vyhodnocena programem TIBCO
Statistica' . Jelikoz bylo pomoci histogramu a naslednym Kolmogorov-Smirnov testem
a Shapiro-Wilk testem zjisténo nenormalni rozlozeni dat, bylo statistické hodnoceni
hypotéz na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 testovano neparametrickym Kruskal-

Wallisovym testem. Data byla poté vizualizovana krabicovymi grafy (Box-plot).

Pro mensi pocet dat byl k vizualizaci pouzit graf scatterplot, taktéz v programu TIBCO

Statistica™.
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4 Vysledky

4.1 Koncentrace proteint ve vzorcich imunizovanych véel (A. mellifera)

Pro stanoveni koncentrace proteind ve vzorcich byla pfipravena vzestupna kalibra¢ni
fada roztokti BSA vrozmezi 0 — 1200 pg-ul™, podle které byla v programu Excel
sestrojena kalibra¢ni piimka (Obr. 11). Metodou dle Bradforda (1976) byly zjistény
absorbance ve vzorcich. Méfeni bylo provadéno ve dvou vinovych délkach 595 nm a
450 nm, aby bylo pfi vyhodnoceni mozné provést tzv. linearizaci. To znamend, Ze
absorbance jak pro kalibraci, tak pro jednotlivé vzorky, byla pocitana z poméru
595/450, tedy hodnot absorbanci zjiSténych pii vinové délce 595 proti blanku a
absorbanci zjisténych pifi vlnové délce 450 (Ernst a Zor, 2010). Zrovnice ziskané
ptimky y = 0,0011x + 0,0447 bylo dosazenim zjisténé absorbance za y dale mozné
zjistit koncentraci v jednotlivych vzorcich. Pro kazdé méteni byly vzorky i blank

pipetovany V technickych triplikatech.

Vzorky pro zjisténi koncentraci byly homogenaty zadeckd imunizovanych vcel
(CO,, PBS, PBS + Bakterie), které byly piipraveny extrakci v 0,1% TFA a nakonec
lyofilizovany (viz krok 3.2.2, extrakce A). Koncentrace celkovych proteinti byly
stanovovany z duvodu optimalizace Western blottingu, tedy kvali nanaSeni vzdy
stejného mnozstvi (koncentrace) proteinti na jamku gelu pro elektroforézu. Jelikoz takto
pfipravenych vzorki bylo pro kazdou experimentalni skupinu zpracovano jen nékolik,

byl pro grafické vyhodnoceni celkovych proteint pouzit scatterplot (Obr. 12).

1,6
1,4 *
1,2 d

1 s
0,8
0,6 <
0,4 7
0,2 &

0¥

0 500 1000 1500
Koncentrace BSA (mg-ml?)

Absorbance pii 595/450 nm

Obr. 11: Graf kalibraéni linearizované piimky sestrojené z roztoku BSA o koncentracich 0 —
1,2 mg-ml™. Hodnota korelaéniho koeficientu R®* = 0,9909, rovnice kalibra¢ni ptimky
y = 0,0011x + 0,0447.
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Obr. 12: Koncentrace celkovych proteinti (mg-ml™) vhomogenatech v&el zjednotlivych
imunizovanych skupin.

Hodnoty koncentraci proteini ve vzorcich homogenati zadeckt vcel, u kterych byl
vyjmut travici trakt, nebyly napfi¢ experimentalnimi skupinami signifikantné odliSné
(Obr. 12). U véel pouze narkotizovanych CO; se hodnoty pohybovaly mezi 1,25 a 1,58
mg-ml'l. U vcel narkotizovanych CO; a imunizovanych roztokem PBS byly hodnoty
celkovyh proteini od 1,69 do 4,20 mg'ml™ a u v&el imunizovanych navic suspenzi
bakterii byly koncentrace v rozmezi hodnot 1,82 — 5,25 mg-ml™. Klinicky zdravé véely

disponovaly proteiny v rozmezi koncentraci 2,18 — 4,52 mg-ml™.

4.2 Kontrola integrity precisténé RNA

Izolovana RNA byla po izolaci nékolikrat pteCiSténa vyuzitim enzymu DNAsy a
nasledné magnetickych kuli¢ek ve smési s isopropanolem. V takto upravenych vzorcich
byly méteny pomoci mikroobjemového spektrofotometru koncentrace pii vinovych
délkach 260 a 280 nm. Z jejich poméru Agsopgo byla ovéfena Cistota, ktera se u vzorka
(n = 39) pohybovala v rozmezi hodnot 1,96 — 2,18. Poté byla zjisténa a u vétSiny vzorkl
(n = 36) potvrzena integrita jednotlivych izolovanych a precisténych RNA pomoci
agarosové¢ elektroforézy, kdy byl na gelu detekovan band odpovidajici 18S rRNA (Obr.
13). U né&kterych vzorku obsahujicich izolovanou RNA vSak k detekci produkti
nedoslo, integrita tak ovéfena nebyla a vzorek se dale nepouzival (pt. vzorek 3 viz Obr.
13).
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Obr. 13: Kontrola integrity izolované, ptecisténé RNA na 1,1% agarosovém gelu. Integrita byla
u vétsiny vzorku ovétena tvorbou bandu 18S rRNA. Pro posouzeni velikosti produkti byl
na gel nanesen marker o velikosti 50-2000 bp. Vzorky (kazdy ze dvou larev): 1 — 15 spor
(579,5 ng-pl™); 2 — 15 spor (529,0 ng-pl™); 3 — 15 spor (28,7 ng-ul™); 4 — 15 spor (50,0 ng-pl™);
5 — 15 spor (656,5 ng-ul™); 6 — 150 spor (629,0 ng-ul™); 7 — 150 spor (160,8 ng-ul™); 8 —
150 spor (476,9 ng-ul™).

4.3Kontrola prepisu z RNA do cDNA

Vzorky RNA s ovétenou integritou (viz Obr. 13) byly dale piepsany procesem reverzni
transkripce do cDNA. Uginnost prepisu byla ovéfena pomoci agarosové elektroforézy
Vv 3% gelu, kdy byla sledovana ptitomnost produktu odpovidajiciho primeru EF-1-a,
ktery byl pro tento krok pouzit (Obr. 14). Velikost amplikonu je 153 bp.

Marker vzorky piepsané do cDNA NTC vzorky pivodniizolované RNA
)
. ) [ |
—_ 2 4 5 6 7 8 1 2 4 5 6 7 8

300 bp —
00Dp— ot e -— -— - -
100 bp— —

Obr. 14: Kontrolni bod pfepisu (tzv. endpoint) pomoci PCR izolované RNA do cDNA
zapouziti primeru EF-1-o. Pro posouzeni velikosti produktd byl na gel nanesen marker
o velikosti 50-2000 bp. Vzorky soznafenim 1 — 8 : ¢cDNA, u niz vznikl PCR produkt
odpovidajici velikosti 153 bp. NTC — kontrola, ktera v reakéni smési neobsahovala izolovanou
RNA ani cDNA. Vzorky s oznacenim 1'- 8": vzorky puivodni izolované RNA pred prepisem
odpovidajici Cisly spravné prepsanym cDNA vzorkdm.
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4.4 Uéinnost pouZitych primeri

Spravna fukce pozitych primeru pro aktin, EF-1-a, abaecin, apidaecin, defensin-1 a
hymenoptaecin byla ovéiena pomoci smésného vzorku izolované CDNA. Srovnanim
ktivek tani (Obr. 15) vygenerovanych nastrojem Bio-Rad CFX Manager byla zjisténa
ucinnost primert (%), sklon danych kiivek a korela¢ni koeficient. Z hodnot sklonu byla
dale pocitana ucinnost kazdého primeru (Tab. 12), jejiz hodnota slouzila k vypoctu
kvantifikace relativni exprese danych gent. Dle ziskanych vysledki byly vSechny

testované primery uréeny pro dalsi vyuziti pfi préci.

Log Quassity

Log Quassity

Obr. 15: Kalibra¢ni kiivky pro vypocet G¢innosti pouzitych primert. A — kalibra¢ni kiivka
primeru apidaecinu; R? = 0,994; sklon = -3,189. B — kalibra¢ni kfivka primeru abaecinu;
R?=0,990; sklon = -3,205. C — kalibra¢ni k¥ivka primeru hymenoptaecinu,; R? = 0,972;
sklon =-3,352. D — kalibraéni kiivka primeru defensinu-1; R? = 0,975; sklon = -3,239. E —
kalibracni kfivka primeru aktinu; R? = 0,985; sklon = -3,248. F — kalibra¢ni kiivka primeru EF-
1-a; R?=0,920; sklon = -3,103.

Tab. 12: Utinnost primerd vygenerovana softwarem (%) a vypoditand uéinnost pii pouziti
primert pro dané geny.

Primer Ucinnost (%) Ucinnost pro vypocet
relativni exprese

Actin 103,2 2,0138
EF-1-a 110,0 2,1002
Abaecin 105,1 2,0512
Apidaecin 105,8 2,0586
Hymenoptaecin 98,7 1,9876
Defensin-1 103,6 2,0358
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4.5Relativni kvantifikace exprese gent pro antimikrobialni peptidy

u infikovanych larev vcel (A. mellifera)

Larvy krmeny sporami P. larvae, zamrazené od roku 2012 v mikrotitra¢nich destickach
(Obr. 16), byly po rozmrazeni roztfidény dle experimentalnich skupin (kontrola, larvy
krmené 15, 150 a 1800 sporami) na zivé a mrtvé (Tab. 13). Piepsana cDNA z izolované
RNA larev, kdy se kazdy vzorek sestaval ze dvou zivych, fadné€ vyvinutych a stejné
osetfenych jedinct, byla nejprve nafedéna na hodnotu Ct = 20 pro HKG EFla-F2.
Takto upravend cDNA slouzila pro sledovani zmén exprese gend kodujicich peptidy
Aba, Api, Hymn a Def-1. Ve vzorcich byla sledovana také exprese dvou provoznich
gend Arpl (actin related protein) a EF1a-F2 (elongacni faktor).

Ziskané hodnoty Ct provoznich gent Arpl a EFla-F2 u vSech 36 vzorka byly
porovnany a ovéfeny pomoci nastroje BestKeeper® (Pfaffl et al., 2004). Korelagni
koeficient Ct hodnot HKG Arpl byl velmi nizky R? = 0,488, a proto pro vyhodnoceni
relativni kvantifikace exprese genli pouzit nebyl. Jeho exprese nebyla u vcelich larev
stabilni, tudiZ jej u téchto jedinct nelze povazovat za provozni gen. Vysledky expresi
jednotlivych GOI byly z téchto divodl vztaZzeny pouze na hodnotu HKG EFla-F2.
To znamena, Ze pro kazdy gen zajmu kodujici peptidy (Aba, Api, Hymn a Def-1)
v kazdém vzorku (n = 36) byl spocitan podil u¢innosti HKG umocnéné na piislusné Cr

vzorku a ucinnosti GOI umocnéné na piislusné Cr stejného vzorku (vzorec:

Gginnost (HKG)Ct)
a¢innost (GOINCt/”

Obr. 16: V¢eli larvy v jamkach mikrotitra¢ni desticky krmené mateti kaSickou. Zelené jsou
oznaceny piiklady dobie vyvinutych larev, které byly pro experiment pouzity a ze kterych byla
izolovana RNA pro sledovani exprese genti pro dané peptidy. Cervené jsou oznadeny mrtvé,
¢i nevyvinuté larvy (fotografie pouzita se svolenim Mgr. Jitiho Danihlika Ph.D).
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Tab. 13: Celkovy pocet zivych a mrtvych larev rozdélenych dle experimentalnich podminek
ruzné krmenych larev.

Oznaceni experimentalni skupiny Zivé Mrtvé
Kontrola 25 47
15 spor P. larvae 18 54
150 spor P. larvae 20 52
1800 spor P. larvae 24 48

Vysledky relativni kvantifikace genové exprese genii antimikrobialnich peptidi
abaecinu, apidaecinu, hymenoptaecinu a defensinu-1 byly vizualizovany s vyuzitim
krabicovych grafi, dle pomért HKG/GOI jednotlivych genti vztazenych
k experimentalnim skupinam (Obr. 17 — 20). Jelikoz data nebyla normalné
distribuovdna (Shapiro-Wilk test, p < 0,001), byla porovnana neparametrickym

Kruskal-Wallisovym testem.

Na zaklad¢ zjisténé hladiny vyznamnosti nebyl Vexpresi peptidu abaecinu
mezi infikovanymi skupinami prokazan statisticky vyznamny rozdil (Kruskal-Wallis,

p= 0,725). Nejvétsi exprese byla pozorovana u larev krmenych matefi kaSickou

v v

bakterie P. larvae (Obr. 17).

Mezi mediany relativni genové exprese peptidu apidaecinu (Obr. 18) v ramci
experimentalnich skupin larev nebyly po statistickém porovnani pozorovany vyznamné
rozdily (Kruskal-Wallis, p = 0,455). Stejn¢ jako v piipadé relativni exprese abaecinu
(Obr. 17) dosahovala exprese genu pro peptid apidaecin nejvyssich hodnot v ptipadé
larev krmenych matefi kaSi¢ku obsahujici 15 spor a nejniZsi hladina byla pozorovana u

larev krmenych kasickou obsahujici 1800 spor.
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Obr. 17: Relativni genova exprese peptidu abaecinu u infikovanych larev vcel (A. mellifera)
sporami bakterie P. larvae. Mezi skupinami nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily

(Kruskal-Wallis, p = 0,7252).
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Obr. 18: Relativni genova exprese peptidu apidaecinu u infikovanych larev véel (A. mellifera)
sporami bakterie P. larvae. Mezi skupinami nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily
(Kruskal-Wallis, p = 0,4550).

Mezi mediany relativni exprese genu kodujiciho peptid hymenoptaecin (Obr. 19)
nebyly napii¢ porovnavanymi experimentadlnimi skupinami pozorovany vyznamné
rozdily (Kruskal-Wallis, p = 0,4550). | v tomto piipadé byl pozorovan obdobny trend
jako u predchozich dvou peptidi, nejvyssi hladiny exprese byly ve skupiné larev
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infikovanych 15 sporami P. larvae a nejniz§i naopak u larev kontaminovanych
nejvyssim pocétem spor. Ve srovnani s relativni expresi genti pro abaecin (Obr. 17) a

apidaecin (Obr. 18) byla exprese hymenoptaecinu 2X nizsi.

Vibec nejnizsi troven (témeéte nulova) relativni genové exprese byla pozorovana u
defensinu-1 (Obr. 20). Ani vtomto pfipadé nebyly mezi mediany porovnavanych
skupin pozorovany statisticky vyznamné rozdily (Kruskal-Wallis, p = 0,5016). Nejvyssi

expresi gent pro defensin-1 vykazovaly larvy krmeny kaSickou obsahujici 15 spor.
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Obr. 19: Relativni genova exprese peptidu hymenoptaecinu u infikovanych larev vcel (A.
mellifera) sporami bakterie P. larvae. Mezi skupinami nebyly pozorovany zadné signifikantni
rozdily (Kruskal-Wallis, p = 0,7259).
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Obr. 20: Relativni genova exprese peptidu defensinu-1 u infikovanych larev véel (A. mellifera)
sporami bakterie P. larvae. Mezi skupinami nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily
(Kruskal-Wallis, p = 0,5016).

4.6 Relativni kvantifikace exprese genti pro antimikrobialni peptidy u

imunizovanych dospélych véel (A. mellifera)
Relativni kvantifikace exprese genli pro AmP, konkrétné¢ pro abaecin, apidaecin,
hymenoptaecin a defensin-1, byla stanovena u dospélych jedinct vcel (A. mellifera)
v zadeCkové tkani, kde se nachazi hlavni biosynteticky organ tukové téleso. V 10. dni
zivota byly véely posbirany, imunizovany a rozdéleny do 4 experimentalnich skupin
(CO,, PBS, PBS + Bakterie, kontrola; viz biologicky material). Vzorky, kdy se kazdy
sestaval z 10 zadeckl vcel, byly dodany vedoucim Dr. Danihlikem jiZ zpracovany
(izolace, precisténi RNA, pfepis do cDNA) a nafedény na hodnotu Ct =20 pro HKG
EFla-F2. Ve vzorcich byly dale metodou qPCR métfeny hodnoty Ct pro provozni geny
Arpl a také EFla-F2. U vsech 39 vzorkl byly hodnoty pro tyto dva HKG porovnany a
ovéfeny aplikaci BestKeeper® (Pfaffl et al., 2004). Pro vyhodnoceni relativni
kvantifikace exprese byl kazdy gen (GOI), tedy jeho G¢innost umocnéna na hodnotu Cy

vztaZena na oba zjisténé HKG. Pro vyneseni vysledkd do krabicovych grafii byl tedy

Gtinnost (HKG)St _ tinnost (HKG)S*
a¢innost (GOI)Ct aginnost (GOI)Ct *

vypocitan geometricky pramér relativni exprese dle vzorce: 2\/

Pro vyhodnoceni byla porovnavana relativni kvantifikace exprese daného genu mezi
4 testovanymi experimentalnimi skupinami (Obr. 21 — 24). V nékterych piipadech se

mediany srovnavanych skupin statisticky 1isi, a proto jsou v grafech uvedeny zjisténé
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hodnoty p, které byly porovnavany na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 (Kruskal-Wallis).
Jelikoz se ani v jednom piipad€ od sebe statisticky vyznamné neliSily Grovné exprese
GOl (p > 0,05) mezi skupinou CO; a kontrolni skupinou, nejsou pro jejich porovnani

hodnoty p v grafech uvedeny (Obr. 21 — 24).

Mediany relativni exprese genu pro peptid abaecin (Obr. 21) byly pii celkovém
porovnani statisticky vyznamné (Kruskal-Wallis, p < 0,05). Vyrazné odli$nosti nebyly
s vyjimkou CO; a kontrolni skupiny pozorovany také mezi véelami, do kterych bylo
injektovano PBS a skupinou, u které bylo PBS obohaceno o suspenzi bakterii. U téchto
dvou skupin byla také oproti skupiné¢ kontrolni a CO, exprese peptidu abaecinu

vyznamné vys$i.
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Obr. 21: Relativni genova exprese peptidu abaecinu u imunizovanych dospélych vcel (A.
mellifera). Mezi experimentalnimi skupinami byly pozorovany signifikantni rozdily (Kruskal-
Wallis, p < 0,0001).
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Obr. 22: Relativni genova exprese peptidu apidaecinu u imunizovanych dospélych véel (A.
mellifera). Mezi experimentalnimi skupinami byly pozorovany signifikantni rozdily (Kruskal-
Wallis, p < 0,0001).

V relativni expresi apidaecinu byly taktéz prokazéany statisticky vyznamné rozdily
(Kruskal-Wallis, p < 0,05) mezi porovnavanymi imunizovanymi skupinami v¢el (Obr.
22). Na zaklad¢é vicenasobného porovnani lze tvrdit, ze nejvyznamnéjsi rozdil v expresi
apidaecinu byl mezi skupinou v¢el imunizovanych PBS se suspenzi bakterii oproti

kontrolni skupiné a také oproti skupin¢ pouze narkotizované CO».

Vibec nejvyssich hodnot relativni exprese oproti ostatnim GOI (Obr. 21, 22, 24)
bylo dosazeno v piipadé genu pro hymenoptaecin, konkrétné u experimentalni skupiny
véel imunizovanych roztokem PBS s pfidavkem suspenze bakterii (Obr. 23). Zde byla
relativni exprese genu az priblizné 120X vyssi oproti HKG, ke kterym byl GOI vztazen.
Na zékladé¢ vyzmanosti dle Kruskal-Wallisova testu (p < 0,05) byly prokazany
statisticky vyznamné rozdily u imunizovanych skupin vcel. Dle vicendsobného
porovnani bylo nejvyznamnéjSich rozdili dosazeno mezi skupinou imunizovanou PBS

s bakteriemi 1 bez bakterii a skupinou v¢el, které byly pouze narkotizovany plynem CO,
(Obr. 23).

vwvr

pro defensin-1 (Obr. 24). Zde byla exprese u véel imunizovanych PBS se suspenzi
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bakterii pouze pfiblizné 3X vyssi oproti HKG, na které byl tento GOI vztazen. Také

Vv tomto piipad¢ byly napfti¢ skupinami vyznamné odlisnosti (Kruskal-Wallis, p < 0,05)

a byl zachovan trend (jako u ostatnich GOI viz Obr. 21 — 23), Ze se relativni exprese

S naro¢nosti imunizace zvySovala. Statisticky nejvyznamnéjsi rozdil po vicenasobném

porovnani byl sledovan mezi skupinou narkotizovanou CO; a skupinou imunizovanou
PBS se suspenzi (Obr. 24).
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Obr. 23: Relativni genova exprese peptidu hymenoptaecinu u imunizovanych dospélych vcel (A.
mellifera). Mezi experimentalnimi skupinami byly pozorovany signifikantni rozdily (Kruskal-
Wallis, p < 0,0001).
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Obr. 24: Relativni genova exprese peptidu defensinu-1 u imunizovanych dospélych vcel (A.
mellifera). Mezi experimentalnimi skupinami byly pozorovany signifikantni rozdily (Kruskal-
Wallis, p < 0,0001).

4.7 Detekce petidi metodou SDS-PAGE s naslednym Western
blottingem

K detekci antimikrobialnich peptidi vcely medonosné (A. mellifera) defensinu-1,
abaecinu a hymenoptaecinu byla pouzita fada postupt zahrnujicich nejen riizné piistupy
homogenizace dvou hlavnich biologickych matric (abdomenu a hemolymfy), ale také
optimalizace jednotlivych krokti metody SDS-PAGE, pii které dochazi k déleni
proteint v gelu dle jejich molekulovych hmotnosti a Western blottingu, cilem kterého je
detekce konkrétniho peptidu/proteinu na membrané. K vyladéni detekce slouzily
purifikované peptidy defensin-1 a abaecin, proti kterym byly pfipraveny primarni
protilatky a antigeny peptidi defensinu-1 (CRK), abaeciu (CFN) a hymenoptaecinu
(CTK) vazané na BSA (vyrobeno firmou Clonestar).

4.7.1 Optimalizace jednotlivych kroku Western blottingu

Nejprve bylo nutno optimalizovat pocate¢ni krok celého procesu detekce, kterym je
SDS-PAGE. Jelikoz bylo cilem detekovat pomérné malé peptidy (Abaecin — 3,9 kDa,
Defensin-1 — 5,5 kDa, Hymenoptaecin — 10,2 kDa), byla pro pouziti pfednostné zvolena

Tricinova modifikace elektroforézy (Schiagger, 2006). Pro separaci a naslednou detekci
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byly s vyuzitim peptidi kaplovanych na BSA testovany vice zesiténé gely, konkrétné
16% gel obsahujici glycerol (Obr. 25) a 16% gel obsahujici mocovinu (Obr. 26).
Ostiejsi bandy byly po transferu na PVDF membranu pozorovany z 16% gelu
obsahujiciho glycerol. Funkénost protilatek byla ovéfena také prostiednictvim sekvenci
aminokyselin, které byly navrzeny jako vhodné epitopy pro vazbu protilatky
na molekulu peptidu (Obr. 27).

Jako blokaéni roztok byl pouzivan 5% BSA v TBS pufru. Pro fedéni sekundarni
protilatky se jako optimalni a dostacujici ukazal pomér 1:10000 s roztokem TBS
obsahujici detergent 0,1% Tween-20, inkubace probihala hodinu pfi laboratorni teploté.
Pfi nizsich fedéni byly na membranach po kolorimetrické detekci alkalickou fosfatasou
pozorovany nespecifické interakce, kdy dochéazelo napf. k vizualizaci bandu standardu
pro elektroforézu (Obr. 28). TaktéZ bylo optimalizovano fedéni sekundarni protilatky
pro chemiluminiscen¢ni detekci, kdy se jako vhodny opét jevil pomér 1:10000 (Obr.
29). Pii fedéni 1:5000 byla pozorovana pfilisna intenzita bandl. Pro vSechny primarni

protilatky bylo optimalni fedéni 1:500.

Obr. 25: Detekce abaecinu kaplovaného na BSA (ozn. CFN) po transferu z 16% Tricinového
gelu obsahujiciho glycerol na PVDF membrané. Vzorek 1 — 0,75 ug; 2 — 0,375 pg; 3 — 0,1 ug; 4
—0,05 pg.

Obr. 26: Detekce defensinu-1 kaplovaného na BSA (ozn. CRK) po transferu z 16% Tricinového
gelu obsahujiciho mo¢ovinu na PVDF membrané. Vzorek 1 — 0,75 pg; 2 — 0,375 pg; 3 — 0,1 pg;
40,05 pg.
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Obr. 27: Detekce purifikovanych peptida 1 — defensinu-1 (1,5 pg), 2 — abaecinu (1,5 pg), které
byly navrzeny jako epitopy pro vazbu protilatky.

8}

1 2 3

AR

Obr. 28: Optimalizace fedéni sekundarni anti-krali¢i protilatky pro kolorimetrickou detekci
alkalickou fosfatasou. Redéni protilatky 1 — 1:2500; 2 — 1:7500; 3 — 1:10000. Jako vzorek je
na membranach zobrazen standard molekulovych hmotnosti pro elektroforézu, na ktery by se
protilatka vazat neméla.

A B
1 2 1 2
- - --

Obr. 29: Optimalizace fedéni sekundarni anti-krali¢i protilatky pro chemiluminiscenéni detekci
alkalickou fosfatasou. Redéni protilitky A — 1:5000; B — 1:10000. Jako vzorek je
na membranach zobrazen 1 — hymenoptaecin kaplovany na BSA (2 ng); 2 — hymenoptaecin
kaplovany na BSA (1 ng).

4.7.2 Optimalizace detekce proteini z biologického materialu

Pro detekci antimikrobialnich peptidii abaecinu, hymenoptaecinu a defensinu-1 byl
zvolen jako vychozi material hemolymfa a abdomeny, tedy matrice s ocekavanym
vyskytem téchto analyt. Ob& matrice byly zpracovany rtiznymi postupy (Obr. 30,
postupy jsou detailnéji popsany V podkapitole 3.2.2) a nanaseny na gely. Abdomeny
byly ptfed kazdou homogenizaci zbaveny traviciho traktu obsahujici pozieny pyl, tudiz
zbyla v dutinach pfedevsim po sténach pfilnuta tukova téliska. Po prob&éhnuti SDS-
PAGE bylo pro vizualizaci piimo v gelech pouzito barveni stfibrem i koloidni barvivo
CBB-G250. Ob¢ barviva vykazovala optimalni vizualizaci, v obou piipadech bylo

nezbytné vyuziti fixaéniho roztoku.
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Homogenity abdomeni 5 Hemolymfa
le Extrakce v RIPA pufru + inhibitory proteas ‘

Extrakce v 0,1 mol-I* K-Pi (pH 7.0) + Srazeni s MeOH
inhibitory proteas

Extrakce v 0,1 % TFA — Iyofilizace Rozp. ve 20 pl 0,1mol-I* Rozp. ve 30 pl
Tris-HC! +20 pl vzorkovaci vzorkovaciho Tricin-
Tricin-sample buffer sample buffer

Obr. 30: Schéma postupu optimalizace zpracovani biologickych matric S oéekavanou
pritomnosti AmP.

Po optimalizaci separace peptidi a malych proteint v gelu byly proteiny blotovany
na PVDF membréanu a detekovany inkubaci s primarnimi a sekundarnimi protilatkami
znaCenymi AP pro kolorimetrickou detekci, ale také prostiednictvim HRP, coz vede

k detekci chemiluminiscenéni, ktera by méla poskytovat citlivéjsi vyhodnoceni.

Nejprve byly provedeny pokusy pro ziskani signalu danych AmP z hemolymfy
klinicky zdravych v€el. Hemolymfa byla pro optimalizaci nanaSena na gel bez Upravy,
pouze fedéna vodou a smichana s danym vzorkovacim pufrem (Tricin-sample buffer,
Bio-Rad) pro Tricinovou elektroforézu na 16% gel obsahujici glycerol (Obr. 31).
Jelikoz byly v hemolymf€ evidentni bandy proteini zachycenych u c¢ela gelu, byl
pro lepsi deleni pouzit glycinovy 15% gel a z toho divodu byla hemolymfa smichdna
s 2x Laemmliho vzorkovacim pufrem (Obr. 32). Pfestoze bylo v gelech evidentni
déleni proteind a peptidl i pfi docela nizkych molekulovych hmotnostech (cca 14 kDa),
po pieblotovani z geli nebyly z hemolymfy cilové AmP detekovany. Proto bylo
testovano srazeni hemolymfy pomoci vychlazeného MeOH na teplotu - 80°C v poméru
1:4, srazeniny pak byly rozpustény dvéma riznymi zplsoby, viz Obr. 30. Zpracovana
hemolymfa byla nanesena na 16% Tricinovy gel s glycerolem (Obr. 33), ovsem ani

z této nebyly na PVDF po blottingu detekovany bandy odpovidajici velikosti.
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Obr. 31: Hemolymfa v¢el separovana v 16% Tricinovém gelu obsahujicim glycerol. Vzorek 1 —
nefedéna hemolymfa; 2 — hemolymfa fedéna 10x; 3 — hemolymfa fedéna 50x. Standard
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._ '
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pro malé proeiny (BioRad). Vizualizace stfibrem.
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14.437

6.512

Obr. 32: Hemolymfa vcel separovand v 15% glycinovém gelu. Vzorek 1 — nefedéna
hemolymfa; 2 — hemolymfa fedéna 10X; 3 — hemolymfa fedéna 50x. Standard pro malé

Standard

proteiny (BioRad). Vizualizace stiibrem.
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Obr. 33: Hemolymfa véel vysrazena v MeOH separovana v 16% Tricinovém gelu. Vzorek 1-3
precipitaty hemlymfy rozpustény ve 20 pl 0,1 mol-I* Tris-HCI (pH 6,8) a 20 pl Tricin-sample
buffer (BioRad); 4 — precipitat hemolymfy rozpustén ve 30 pl Tricin-sample buffer. Standard
pro siroké spektrum proteini (NewEngland BioLab).

Pfi dal$i optimalizaci zpracovani vzorku byly pouzity homogenaty zadecki vcel,
z nichz byly vypreparovany travici trakty obsahujici pyl. Extrakce byla provedena tiemi
riznymi zpiasoby, viz Obr. 30, vzorky byly naneseny na gel (Obr. 34, Obr. 35) a dale
blotovany. Z homogenatil extrahovanych v 0,1 mol-I"* K-Pi (pH 7,0) i v lyzatnim RIPA
pufru (Obr. 34) nebyl po pieblotovani z 16% Tricinového gelu na PVDF membranu
detekovan zadny pozitivni band. Z vysledkd na gelu po detekci barvivem CBB-G250 je
evidentni pfilisnd hustota splyvajicich bandd pti MW pod 16 kDa (Obr. 34).
Pro extrakci byl také optimalizovan postup vychazejici z extrakce dle Danihlik et al.
(2014), kdy byly homogenaty zadeckii homogenizovany v prostiedi 0,1% TFA,

povareny po dobu 10 minut a ptes noc lyofilizovany. Ackoli se tento postup zdal jako

24

v

jako nejefektivnéjsi, jelikoz jako jediny vedl po separaci na gelu (Obr. 35) Kk Gispésné

detekci AmP defensinu-1 na PVDF membran¢ (Obr. 36).
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Obr. 34: Homogenaty abdomenti v 16% Tricinovém gelu. Vzorek 1 — homogenizace abdomenu
véel (imunizovanych PBS se suspenzi bakterii) v 0,1 molel-1 K-Pi (pH 7,0); 2 — homogenizace
abdomenu (imunizovanych PBS se suspenzi bakterii) v RIPA pufru. Standard pro malé proteiny
(BioRad). Barveno koloidnim roztokem CBB-G250.
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Obr. 35: Homogenaty abdoment v 16% Tricinovém gelu. Vzorek 1 — homogenat fedény 10x; 2
— homogenat fedény 5X; 3 — homogenat fedény 2X; 4 — homogenat nefedény. Standard pro
malé proteiny (BioRad). Barveno koloidnim roztokem CBB-G250.

1 2 3 4

Obr. 36: Kolorimetricka detekce defensinu-1 z homogenati abdomentt na PVDF membrané po
Western blottingu. Vzorek 1 — homogenat fedény 10X; 2 — homogenat fedény 5x; 3 —
homogenat fedény 2X; 4 — homogenat nefedény.
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4.7.3 Semikvantitativni vyhodnoceni detekce defensinu-1

Z cilenych antimikrobidlnich peptidi byl pfislusSnymi protilitkami detekovan
Z homogenati abdoment obsahujicich tukové téleso extrahovanych v 0,1% TFA pouze
defensin-1. Tento peptid byl detekovan v 50 % homogenati véel klinicky zdravych
(n=4; Obr. 37), v83 % homogenatii narkotizovanych véel CO; (n = 6), ve vSech
homogenatech vcel narkotizovanych a imunizovanych roztokem PBS (n = 6) a také vcel
imunizovanych PBS se suspenzi bakterii P. larvae a E. coli (n = 6). Vysledky z blotii na
PVDF membran¢ jsou pro ptiklad ze tfi imunizovanych skupin znadzornény na Obr. 38
A-F. Pro vyhodnoceni byly denzity bandi na membrané imunizovanych vcel vztazeny a
srovnany se zprimérovanymi denzitami bandti z homogenatt klinicky zdravych vcel
(vysledné denzité byla udélena hodnota 1) pomoci softwaru ImagelJ, vysledky srovnani

jsou uvedeny pod obrazky Obr. 38 A-F a pro shrnuti v grafu viz Obr. 39.

Obr. 37: Kolorimetricka detekce defensinu-1 na PVDF membrané z homogenati dvou vzorki
(n=2) klinicky zdravych v¢el. Pro naneseni byla pouzita koncentrace proteinti 3 pg.

A 1 2 3 B 1 2 3
, I : : T
- Sl - ——
C 1 2 3 D 1 2 3
E 1 2 3

Obr. 38: Kolorimetricka detekce defensinu-1 na PVDF membrané zhomogenata
imunizovanych véel. Obr. A — F.: Homogenaty zadecki imunizovanych vcel rozdéleny
pro blotovani do 6 skupin. Vzorky s ozn. 1 — imunizace PBS + suspenzi bakterii; 2 — imunizace
PBS; 3 — narkotizace CO,. Pro naneseni byla pouzita koncentrace proteint 3 pg.
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Obr. 39: Shrnuti semikvantitativniho vyhodnoceni denzity bandi detekce AmP defensinu-1
v homogenatech imunizovanych véel vii¢i kontrole.
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5 Diskuze

Humoralni imunitni systém vcel (A. mellifera) mimo jiné zahrnuje tvorbu a produkci
antimikrobidlnich peptidt, které se staly hlavnim zajmem studie experimentalni Casti

této prace.

5.1Sledovani zmén exprese genu antimikrobialnich peptidii v riizném
vyvojovém stadiu

Metodou QgPCR byla sledovana a kvantifikovana relativni exprese gend
antimikrobialnich peptidd hymenoptaecinu, defensinu-1, abaecinu a apidaecinu u vcel
napti¢ vyvojovymi stadii, tedy u plodu — larev (4 dennich) a mladych dospélych
10 dennich v¢el (kapitola 4.5 — 4.6). Z vysledkt vizualizovanych do grafii jsou
mezi imunokompetenci larev a dospélych véel na dané podnéty evidentni rozdily. Larvy
byly pfimo krmeny sporami bakterie P. larvae, coz byva bézna cesta tohoto patogena
do téla. Avsak i pii nejvyssich koncentracich spor v mateii kaSi¢ce (koncentrace
90 spor-ul™ mateii kasicky), ktera jim byla podéana jako krmny roztok, byly hodnoty
relativni kvantifikace exprese danych gend velmi nizké (Obr. 17 - 20). Larvy jsou
nejvice senzitivni k propuknuti nakazy zpiisobené sporami bakterie v raném stadiu, tedy
12 — 36 hodin po vylihnuti (Genersch, 2010). Vice nez 70 % larev podrobenych tomuto
krmicimu experimentu 4 denni vystaveni sporam neptezilo. Ztraty vSak byly
pozorovany také u kontrolni skupiny, tudiz se na imrtnosti krom¢ vlivu patogena mohl
podepsat také stres ze zmény prostiedi, ¢i dalsi abiotické faktory. Evans (2004) ve své
praci testoval odpoveéd exprese gent kodujicich antimikrobialni peptidy abaecin a
defensin-1 taktéz na pfitomnost spor bakterie P. larvae, které byly o koncentraci
100 spor-pul™ piidany do potravy larev. Z vysledkii je patrné, 7e k mirné expresi obou
gent pro dané peptidy dochazi jiz do 24 hodin od inokulace, pficemz lepSim okamzitym
indikatorem v zavislosti na stafi larev se jevi abaecin (Evans, 2004). Taktéz v mé studii
vykazoval gen kodujici abaecin, v porovnani s ostatnimi tfemi sledovanymi geny,

nejabudantnéjsi expresi a to v ptipadé koncentrace 0,75 spor- ul'l.

Dospélé 10 denni vcely, jiz ve stadiu koji¢ek, naproti tomu vykazovaly celkoveé vyssi
relativni kvantifikaci exprese gent kodujicich peptidy abaecin, apidaecin, defensin-1
I hymenoptaecin (Obr. 21 — 24). Tyto vysledky koreluji s vysledky porovnani
imunokompetence v riznych vyvojovych stadiich véel, ktera provedli Wilson-Rich et

al. (2008). Tito autofi vychazeli z hypotézy, ze by u larev a vSeobecné plodu méla byt
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posilena pravé humordlni a bunécéna slozka imunitni odpovédi. V piipadé zminénych
autort byla porovnavana jako slozka humoralni imunity aktivita fenoloxidasy, ktera se
dle vysledka s pribyvajcim vékem postupné zvySovala. SpiSe se tedy jedna o postupny
vyvoj vrozené¢ho imunitniho systému u jedincl, kdy konkrétné u 4 dennich larev
pozorujeme, ze humoralni slozka, resp. exprese gent pro dané peptidy, neni jesté zcela
vyvinutd a schopna zareagovat ve vét§$i mife na piitomnost patogena. Naproti tomu
humoralni imunita u dospélych vcel kojicek vykazuje, Ze i pomérné malé naruseni
integrity systému v podob¢ vpichnuti fyziologického roztoku PBS pod kutikulu,
aktivuje expresi genti antimikrobialnich peptidt (Obr. 21 — 24).

5.20ptimalizace detekce antimikrobialnich peptidii metodou Western
blotting

Jelikoz jsou cilovymi analyty pomérmné malé peptidy (< 10 kDa) bylo prednostné

z protokolu dle Schiaggera (2006) zvoleno Tricinové provedeni SDS-PAGE a

z protokolu dle Wu et al. (2007) pro detekci po bottingu PVDF membrana o porozité

0,2 um. Jako blokacni roztok se osvédcil 5% BSA v TBS pufru. Jednotlivé kroky

detekce byly optimalizovany pomoci synteticky pfipravenych peptidii a byla zjiSténa

optimalni fedéni primarnich (1:500) 1 sekundarnich (1:10000) protilatek.

Hlavnim mistem syntézy antimikrobidlnich peptidi je tukové téleso nachazejici se
v abdomenu v¢el, kde obklopuje vnitini ¢ast dutiny. Zde se vlivem okolniho prostiedi
(patogent, pesticidll), pomoci signalnich drah (kap. 2.2), formuji AmP a jsou déle
vyplavovany do hemolymfy a rozvadény do cilovych mist. Dle Otvos (2000) se
koncentrace antimikrobidlnich peptidé v hemolymfé pohybuje pod 15 umol-1* a
v aktivni formé&, do niz se peptid musi dostat, mize byt koncentrace daleko niZsi.
Danihlik et al. (2014) se pomoci chromatografickych metod a hmotnostni spektrometrie
zabyvali detekci AmP apidaecinu-1 a jeho obsahem v tkanich i hemolymf€, kde bylo
uvdel létavek detekovana priméma koncentrace 13 ng-ult. Pro  detekci
hymenoptaecinu, abaecinu a defensinu-1 imunochemickou detekci metodou Western
blotting byly tedy zvoleny pravé abdomeny obsahujici hlavni biosynteticky organ a

hemolymfa jako vychozi biologické matrice.

Nejprve byla pro detekci abaecinu, hymenoptaecinu a defensinu-1 zpracovana
hemolymfa, tedy smésny vzorek z 10 v¢el. OvSem ani jeden z antimikrobialnich peptidi

V této matrici detekovan nebyl. Je vSak mozné, Zze detekce nebyla GspéSna z divodu
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vybéru vzorku — véely byly zdravé a koncentrace antimikrobidlnich peptidu
sekretovanych do hemolymfy byla pfili§ nizka. Randolt et al. (2008) se zabyvali detekci
peptidi a proteinti obsazenych v hemolymf¢ vcel po septickéma antiseptickém
poranéni. V 15% gelu barveném kolidnim barvivem CBB-G250 detekovali u jedinct
dospélych i v larvalnim stadiu imunizovanych PBS se suspenzi bakterii E. coli
(koncentrace 10* bungk bakterie v 1 pl PBS) antimirkobiélni peptidy hymenoptaecin,
defensin i abaecin. U neinfikovanych dospélych jedinct tyto peptidy pfitomny nebyly.

Dalsi matrici byly extrakty abdoment, z nichz byl pfed homogenizaci vypreparovan
travici trakt obsahujici velké mnozstvi pozieného pylu, coz by pro tuto studii mohlo
vykazovat falesné a zkreslené vysledky. Homogenaty byly extrahovay ve tfech riznych
podminkach, pfiCemz sSe jako nejucinnéjsi ukdzala extrakce v 0,1% TFA
s naslednou lyofilizaci (Danihlik et al., 2014). V téchto vzorcich byl po SDS-PAGE
V Tricinovém 16% gelu a nasledném Western blottingu na PVDF membranu
kolorimetricky detekovan peptid o molekulové hmotnosti cca 5,5 kDa defensin-1. Tento
peptid byl detekovan u klinicky zdravych vcel ve dvou ze Ctyf vzorkll a ve vétSiné
homogenatii z abdomenti imunizovanych véel. Z vysledkd, kdy bylo porovnano
6 skupin infikovanych vcel, lze fici, Zze u imunizovanych jedinci byla produkce
defensinu-1 vyssi nez u klinicky zdravych véel. Tomuto vysledku pomérné koreluji data
ziskand qPCR metodou, kdy také exprese byla u imunizovanych jedinct vyssi
nez U klinicky zdravych. Pfi semikvantitativnim vyhodnoceni na membrané tomu tak
konkrétné bylo ve vzorku homogenatu ze véely osetiené PBS se suspenzi bakterii, jejiz

hodnota byla az 3x vyssi nez u véely klinicky zdravé.

Randolt et al. (2008) i Gatschenberger et al. (2012) ve svych studiich uvadgji, ze
nejvice abundantnim AmP je hymenoptaecin, vramci této prace vsak k detekci
Z homogenati abdomenti, ani pomci vice citlivé chemiluminiscen¢ni detekce na PVDF
membran€, nedoslo. Tento negativni vysledek tak mohl byt zplisoben naptiklad Spatnou
vazbou ptipravené protilatky na antigen, ¢i nizkym zastoupenim peptidu ve vzorku. Pfi
zpracovani byly homogenaty vystaveny teploté 100 °C, coz mohlo vést az k denaturaci
jak hymenoptaecinu, tak abaecinu. Defensin-1 ve své molekule obsahuje 6 cysteint,
kdy se vSechny ucastni tvorby disulfidovych mustkt, které by tak mohly mit
zanasledek vyssi stabilitu peptidu (Bulaj, 2005). Detekovan nebyl tedy ani AmP
abaecin, coz je velmi maly peptid a mohl z gelu pfipadné membran unikat nebo byt

béhem celého procesu z membrany vymyt.
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V ramci dalSich optimalizaci detekce antimikrobidlnich peptidii metodou Western
blotting je tfeba pro hymenoptaecin a abaecin vyvinout jiny postup zpracovani vzork.
Jako vhodny krok by se jevilo zakoncentrovani vzorku nebo mozné pouziti vysSich
koncentraci inhibitord proteas. Dale by se metodika dala zdokonalit purifikaci vzorku
vyuzitim chromatografickych metod (napt. RP-HPLC) (Casteels et al., 1989; Danihlik
et al., 2014). Vhodnym krokem by také bylo pokusit se o odebrani hemolymfy vcéelam,
kter by byly chovany in vitro, pficemz by byly vystaveny infek¢nimu prostiedi
patogenu, napf. bakteriim P. larvae nebo E. coli, poptipad¢ insekticidim. Z takto
osetfenych vcel by poté mohla byt v ¢asovych intervalech odebirdna hemolymfa a

na gelu ptipadné¢ membrané sledovano jeji slozeni.
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6 Zavér

V praci byl studovan humoralni imunitni systém véely medonosné (Apis mellifera)

v riznych vyvojovych stadiich se zaméfenim na antimikrobidlni peptidy.

1.

4.

Byla zpracovana literarni reserSe popisujici srovnani imunitni odpovédi hmyzu
se zamétenim na vcely (Apoidea).
Byly sepsany a zpracovany poznatky o postupu zpracovani, izolaci a purifikaci
peptida z biologickych matric s jejich naslednou imunochemickou detekei.
Caste¢né byl optimalizovan postup detekce antimikrobidlnich peptidti abaecinu
a defensinu-1:
Jednotlivé kroky byly optimalizovany se synteticky pfipravenymi peptidy,
diky kterym se podatilo optimalizovat pouziti geli (16% Tricinovy), PVDF
membrany v kombinaci s bloka¢nim roztokem, kterym bylo 5% BSA v TBS
pufru.
Oprimalni fedéni sekundarni protilatky bylo pro kolorimetrickou
i pro chemiluminiscenéni detekci 1:10000 a fedéni primarni protilatky 1:500.
Jako vhdny material pro detekci AmP se ukazaly homogenaty abdoment vcel,
u kterych byl vypreparovan travici trakt. Z homogenatli extrahovanych
v500 ul 0,1% TFA, povafenych a nakonec lyofilizovanych se tspésné
podafilo detekovat antimikrobidlni peptid defensin-1 u klinicky zdravych
| imunizovanych véel.
Metodou gPCR byly sledovany zmény v humoralnim imunitnim systému véel
(A. mellifera carnica). Byly pozorovany relativni kvantifikace genové exprese
genti kodujicich antimikrobidlni peptidy abaecin, apidaecin, defensin-1 a
hymenoptaecin:
U larev véel krmenych sporami bakterie P. larvae nebyly
mezi experimentalnimi skupinami pozorovany statisticky vyznamné rozdily.
Dospélé 10 denni vcely narkotizovany CO; a imunizovany fyziologickym
roztokem PBS, ktery byl dale obohacen o suspenzi Gram-negativnich bakterii
E. coli a Gram-pozitivnich bakterii P. larvae vykazovaly pro kazdy
exprimovany gen mezi skupinami statisticky vyznamné rozdily.
Nejvyssi relativni kvantifikace genové exprese byla pozorovdna u vcel
narkotizovanych a imunizovanych roztokem PBS s vySe zminénou bakterialni

suspenzi.
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8 Seznam pouZzitych zkratek

Aba - abaecinu

ABPV — acute bee paralysis virus

AMK - aminokyselina

AMP — antimikrobiélni peptidy

Api — apidaecin

APS — persiran amonny

Arp — actin related protein

BCA — bicinchoninova metoda

BCIP - 5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat

bp — base pair

BSA — hovézi sérovy albumin

CD - cirkularni dichroismus

CBVLP — surovy lyofilizovany prasek ze véeliho jedu
Cr — prahovy cyklus, threshold cyklus

Cys — cystein

DAD - diode array detector

Def-1 — defensin-1

Dif — Dorsal immunity factor

DWYV - deformed wings virus

EF-1-0 — elongacni faktor-1-a

FPLC — fast protein liquid chromatography
GITC - guanidin isothiokyanat

GOl — gene of interest

Gly - glycin

GOX — glukosaoxidasa

HPLC — vysokotcinna kapalinova chromatografie
HKG — housekeeping gen

Hymn — hymenoptaecin

IMD — imunodeficientni

JAK/STAT - Janus kinase / signal transducer and activator of transcription
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JH —juvenilni hormon

JNK - c-Jun N-terminal kinase

K-Pi — K-fosfatovy pufr

LPS — lipopolysacharidy

MALDI — Matrix-assisted laser disorption / ionization
MAP — mitogen aktivni proteiny

MeOH — methanol

MeSH — merkaptoethanol

MO — mikroorganismy

MW — molekulova hmotnost

NBT — nitrotetrazoliiova modf

NF-kB - nuclear factor

NC — nitrocelulosa

NTC — no template control

PAGE — polyakrylamidova gelova elektroforéza
PAMPs — pathogen-associated molecular patterns
PBS — phosphate-buffered saline

PCR — polymerazova fetézova reakce

PGN — peptidoglykan

PGRP - peptidoglycan recognition protein

PO — fenoloxidasa

Pro - prolin

ProPO — profenoloxidasa

ProPO-AS — profenoloxidasovy aktivacni systém
PSD — post source decay

PVDF — polyvinyliden fluorid

gPCR — kvantitativni PCR

RNA - ribonukleova kyselina

RP — reverzni faze

RT — real-time

SDS — dodecylsiran sodny
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TBS — Tris-buffered saline
TCT — trachealni cytotoxin
TFA — trifluoroctova kyselina
TLRs — toll-like receptory
TOF — time of flight

Vg — vitellogeninovy protein

Wb — Western botting
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