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Abstrakt

Pro uspésné vypotadani se s patogeny vyuziva hmyz imunitni reakce na bunécné
a molekuldrni Grovni. Imunitni systém hmyzu se skladd z vrozené imunity, do které
spadaji fyzikalni bariéry, bunéna a humorélni imunita. Mezi jednotlivymi Grovnémi
imunity vSak nelze vymezit pfesné hranice. Pro imunitu vcel je také vyznamné socialni
chovani. Fyzikdlni bariéry ptedstavuje kutikula a peritrofickd membrédna, imunitu
bunéénou charakterizuji buniky hemocyty, které jsou schopny napt. fagocytozy
(pohlceni patogenu). Humoralni imunita stoji pfevazné na produkci antimikrobialnich
peptida. Jedna se povétSinou o kationické ¢i amfipatické peptidy schopné interagovat
se zaporn€ nabitymi membranami patogenti. K produkci peptidi dochézi diky signalnim
draham, které jsou spustény po rozpoznani patogennich ¢astic ptisluSnymi receptory.
Jednim z antimikrobidlnich peptidil je apidaecin, maly peptid bohaty na prolin. Ten je
schopen prochazet bakterialni membranou a vazat se na GroEL-GroES komplex, tedy
komplex zodpovédny za spravné skladani bakterialnich proteint.

Pro stanoveni apidaecinu byla pouzita vysokoudinna kapalinova chromatografie
nareverzni fazi spojena s hmotnostni spektrometrii, pti které byla pouZita ionizace
elektrosprejem a analyza  kvadrupdlem s analyzatorem  doby  letu
(UHPLC-ESI-Q-TOF). Apidaecin byl stanovovan v hemolymf€ ulovych vcel
odebranych piimo ze vcelstev. Dale byla hladina apidaecinu stanovena
V jednotlivych télnich ¢astech ulovych vcel. Hlavy a zadecky pochdzely od vcel, které
byly imunizovany vpichem PBS, hrud¢ poté ze vcel, které byly siln€ napadeny roztoc¢em
klestikem vcelim.

Byl prométen standard apidaecinu 1B, bylo popsano jeho chromatografické chovani
a hmotnostni spektra. Byla stanovena koncentrace apidaecinu ve vceli hemolymfg.
Stanovena koncentrace apidaecinu v jednotlivych mésicich nevykazovala mezi vcelstvy
statisticky vyznamné rozdily. Zaroven bylo stanoveno mnozstvi apidaecinu v télnich
tkanich, ¢imz byl prokazan vliv imunizace ¢i napadeni rozto¢em na imunitni systém.
Me¢éteni prokdzala moznost kvantifikovat apidaecin z hemolymfy i télnich tkani.

Klicova slova V¢ela medonosnd, antimikrobidlni peptidy, humoralni
imunita, apidaecin
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Abstract

The insect uses immune responses on cellular and molecular levels to successfully deal
with pathogens. Insects’ immune system consists of innate immunity, which is
composed of physical barriers, and cellular and molecular immunity. However, it is
impossible to precisely define boundaries between the various immunity levels. Social
behavior is essential for bees” immunity. Physical barriers are represented by cuticle and
peritrophic membrane, cellular immunity consists of cells called hemocytes, which are
capable of e. g. phagocytosis (ingestion and elimination of pathogen). A significant part
of humoral immunity is the production of antimicrobial peptides. Antimicrobial
peptides are mostly cationic or amphipathic peptides capable of interacting with
negatively charged membranes of pathogens. These peptides are produced due to
signalling triggered after recognising of pathogen particles by receptors. One
antimicrobial peptide is apidaecin, a small prolin rich peptide which binds to
GroEL-GroES bacterial complex, a complex important for the correct folding of
bacterial proteins.

Reverse-phase high-performance liquid chromatography coupled with mass
spectrometry using electrospray ionisation and quadrupole analysis with a time-of-flight
detector (UHPLC-ESI-Q-TOF) was used for apidaecin quantification. Apidaecin was
quantified in the hemolymph of hive bees and collected directly from hives. Apidaecin
was also quantified in hive bees’ tissues. Head and abdomens came from bees
immunised with a PBS injection, thoraxes from bees infested with Varroa mite.

The apidaecin 1B standard was analysed, its chromatographic behaviour and mass
spectra were described. The concentration of apidaecin in bees' hemolymph was
quantified. The concentration of apidaecin in individual months did not show
statistically significant differences between hives. At the same time, the amount of
apidaecin in body tissues was quantified, which proved the effect of immunisation and
bee mite infestation on the immune system. Analysis showed the possibility of
quantifying apidaecin from both hemolymph and body parts.
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1 Uvod

Hmyz je vystaven mnoha biotickym i abiotickym stresorim. Pro Gspé$né vypotadani
Sriziky vyuzivd bunééné a molekuldrni obranné mechanismy, imunitu. Imunita
bezobratlych je imunitou vrozenou, jedna se o nespecifické mechanismy slozené
Z fyzikalnich bariér, bunécné imunity a humoralni imunity. Oproti obratlovcim postrada
hmyz adaptivni imunitni systém.

peptidl. Produkce téchto peptidl je mozna diky signalnim draham, které jsou aktivovany
ptislusnymi receptory, které rozpoznavaji patogenni ¢astice. Antimikrobidlni peptidy
jsou povétsinou kationické ¢i amfipatické biomolekuly, které reaguji se zaporné nabitymi
lipidovymi membrdnami, ¢imz dochazi k tvorbé kanall, kterymi z bunky unikaji
cytosolarni molekuly a organely. Jiny princip antimikrobialni aktivity spo¢iva ve vazbé
na komplex zodpovédny za spravné skladani proteinti. Tento mechanismus byl popsan
u apidaecini plsobicich na bakteridlni bunky. Jednd se o peptidy skladajici se z 18
aminokyselin bohaté na prolin.

Imunitni systém dospélych vcel a vceliho plodu (larvy, kukly) se zna¢né lisi. Plod
investuje energii spise do ristu a vyvoje, ma nizkou schopnost imunitni odpovédi.
Imunita plodu je tvofena pfevazné bunéénou imunitou — hemocyty. Oproti dospélctim je
aktivita fenoloxidasy, jednoho z kli¢ovych enzymt humoralni imunity, minimalni.
Rozdil v imunitnim systému je také mezi Glovymi vcelami (délnice mladSi 21 dni
vykonavajici praci v ule) alétavkami (starSi délnice vykonévajici praci mimo ul).
Se starnutim v¢ely dochazi Kk ubytku hemocytd z divodu nutnosti minimalizace
energetického vydeje. Létavky maji také schopnost vys$si produkce antimikrobialnich
peptida. Sledovani véeliho zdravi je diilezité pro udrzeni veelstev ve spravné kondici, aby
tak byly vcely schopné vykonavat své opylovaci povinnosti a mj. tak udrZovat
biodiverzitu.

Veéely, jakoZto organismy zijici ve velké skupiné, jsou nachylné k Sifeni patogent.
Vétsina patogenti napada bud’ vceli plod, nebo dospélce. Plod je citlivy na bakteridlni,

houbov¢ a virové infekce. Dospélé veely jsou citlivé na infekci houbami, roztoci a viry.



2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Imunita hmyzu

Hmyz je téméf vSudypiitomny, je proto vystaven riznym, potencialné nebezpecnym
organismam. Piesto je schopen tspésného vyporadani s témito riziky pomoci bunéénych
a molekularnich obrannych mechanismi, znamych jako imunita (Rosales, 2017).

Na infekci reaguji okamzité nespecifické mechanismy, které oznacujeme jako vrozeny
imunitni systém. Ten se sklada z fyzikalnich bariér, humoralni imunity a imunity
bunééné (Rosales, 2017). Humoralni imunita stoji mimo jiné na produkci
antimikrobidlnich peptid, imunitni odpovéd’ na bunééné urovni je zprostfedkovana
hemocyty, coz jsou bunky cirkulujici v hemolymfg€. Nelze pfesné vymezit hranice mezi
humorélni a bunéénou imunitou, nékteré humoralni faktory ovliviiuji funkci hemocyti,
které jsou zaroven zdrojem antimikrobialnich peptidd. Oproti obratlovelim postradd hmyz
adaptivni imunitni systém, neni tedy schopen rozpozndvat patogen specificky

(Neubauerova et al., 2009).

2.1.1 Fyzikalni bariéry

Fyzikalni bariéry zahrnuji integument a peritrofickou membranu. Integument, vné;si
vrstva t€l hmyzu, je tvofen jednou vrstvou bun€k pokrytych mnohovrstevnou kutikulou
(Rosales, 2017). Kutikula je slozena z polysacharidu chitinu, proteinu sklerotinu a lipidu.
Podil zastoupeni chitinu a sklerotinu ur¢uje miru tvrdosti nebo pruznosti kutikuly

(Beckerova, 2017). Kutikula pokryva také rozmnozovaci cesty, pfedni a zadni stfevo

vvvvvv

1995).

Peritrofickd membréna je vrstva nerozpustného polysacharidu chitinu a glykoproteinu
pokryvajici stfedni ¢ast zazivaciho traktu. Funguje jako bariéra proti drsnym ¢asteckam
potravy a stfevnim patogentim. Membrana je vSak semipermeabilni, a proto neni uc¢inna
proti virim. Pfedstavuje priméarni ochranu hemocoelu. Jakmile patogeny vstoupi

do téchto bariér, dojde k aktivaci bunééné a humoralni imunitni odpovédi (Rosales,

2017).



2.1.2 Bunécna imunita

Bunécna imunita reaguje okamzit¢ po vniknuti patogenu do hemocoelu. Vzhledem
k existenci mnoha druhii hmyzu je mozna cela fada imunitnich odpovédi. Ve vétsing
hmyzu vSak bylo popsdno nékolik béznych typti odpovédi, jedna se o fagocytozu,
nodulaci, enkapsulaci, koagulaci hemolymfy a cytotoxicitu, ktera je zprostfedkovana
produkeci reaktivnich kyslikovych radikala. Tyto procesy jsou umoznény diky pfitomnosti

raznych typtt hemocyti v hemolymf¢ (Butolo et al., 2021; Rosales, 2017).

2.1.3 Hemocyty

V hmyzi fi8i existuje mnoho typt hemocytd, které lze tfidit dle rdznych kritérii.
Klasifikace na zékladé morfologie casto dostate¢né nekoreluje s funkci. Pomoci
prutokové cytometrie doslo k separaci tii hlavnich typt hemocytt — velkych granularnich
buné¢k, malych semigranularnich bunék a malych hyalinnich bunék (Rosales, 2017). Dalsi
tiidéni bylo provedeno za pouziti antigennich a molekularnich markerd (Strand, 2008).

Vsechny hmyzi hemocyty obsahuji jadro (Kodrik, 2004).

2.1.3.1 Hemocyty octomilky obecné
U octomilky obecné (Drosophila melanogaster) byly definovany tii typy hemocytd.
Jedna se o krystalové buriky, plasmocyty a lamelocyty (Strand, 2008).

Krystalové buniky jsou pomérné velké, neadhezivni bunky obsahujici krystalické
inkluze. Tvoti pfiblizné 5 % celkového obsahu hemocyti. Produkuji zymogen
profenoloxidasu (proPO), jez je aktivovan béhem melanizace. Zasoby melaninu jsou
dilezité pro hojeni ran a enkapsulaci (Rosales, 2017).

Plasmocyty tvofi ptiblizné 90-95 % celkového obsahu hemocytl. Jedna se o pomérné
malé bunky, které vSak oplyvaji vybézky. Buiika Zije po celou dobu Zivota octomilky
(40-50 dni). Hlavni funkci je fagocytoza a enkapsulace paraziti (Rosales, 2017; Kodrik,
2004). Jsou znatné adhezivni. Zralé plasmocyty produkuji peroxidasin (PXDN,
EC 1.11.1.7), jedna se o enzym nachazejici se v mezibunécné hmoté (Strand, 2008).

Lamelocyty jsou ploché buiiky vyskytujici se pouze v larvalnim stadiu octomilky.
Zodpovidaji za enkapsulaci (Rosales, 2017). Jsou detekovatelné pouze v ptipadé
napadeni larvy parazitem, kdy se diferencuji z prohemocytd. Prohemocyty jsou
prekurzorové buiky, které jsou ulozeny primarné v hematopoetickych organech (Strand,
2008).



2.1.3.2 Hemocyty v€ely medonosné

V¢ela medonosna (Apis mellifera) oplyva nékolika typy hemocytt. Jedna se napiiklad
0 prohemocyty, plasmocyty, granulocyty, oenocyty, koagulocyty a adipocyty (Beckerova
2017, Strand 2008).

Prohemocyty jsou nejmensi hemocyty zastoupené v hemolymf€. Maji kulovity tvar
ajedna se stejné jako v piipadé D. melanogaster o prekurzorové buriky. Neobsahuji
organely. Plasmocyty jsou tvarové zna¢né variabilni, obsahuji mnozstvi drsnych
endoplasmatickych retikul, Golgiho aparati a mohou také obsahovat granule. Jedna se
0 nejbézngjsi typ hemocytid v hemolymfe€ s cilem fagocytovat (Amaral et al., 2010;
Kodrik, 2004).

Granulocyty obsahuji znaéné mnozstvi vakuol (Amaral et al., 2010). Jsou
charakteristické mnozstvim membranoveé vazanych granuli. Hraji roli pii tvorbé nodult
a koagulaci hemolymfy (Kodrik, 2004). Na povrchy patogent se vazou velice silné
(Strand, 2008).

Oenocyty se fadi mezi vétsi hemocyty. Jsou neadhezivni a obsahuji komponenty
fenoloxidasové kaskady, ktera je velice dilezita pro v¢eli imunitu (Amaral et al., 2010;
Strand, 2008). Koagulocyty se uplatiiuji v procesu srazeni hemolymfy (Browne et al.,
2013). Adipocyty obsahuji tukové kapénky, maji malé jadro (Kodrik, 2004).

2.1.4 Mechanismy bunééné imunity
Imunitni odpovéd” hmyzu zac¢ind navdzanim granulocytu ¢i plasmocytu na neznamy
povrch nebo na jiné bunky. Tato adheze vede k fagocytoze a také k tvorbé noduli nebo

enkapsulaci (Rosales, 2017).

2.1.4.1 Fagocytdza

Jedna se o bunécnou odpoved’, kdy buiiky rozpoznaji, navazou se a pohlti relativné velkou
castici. Hemocyty mohou fagocytovat jak biotické, tak syntetické castice (Lavine
& Strand, 2002). Rozeznani piislusné castice muze byt piimé diky specifickym
receptorim na povrchu buriky, nebo nepiimé pomoci extracelularnich proteinti opsonind,
které pokryji ¢astici pro schopnost rozpoznani fagocytickymi receptory. Po rozpoznani
opsoninti dojde ke spusténi intracelularni kaskady, kterd konc¢i pohlcenim Céstice

(Rosales, 2017).



Proces fagocytozy je tizen lektiny, které se nachazi k hemolymf€ spolu s lysozymem
(EC 3.2.1.17). Pritomnost Gram-negativnich (G-) bakterii zpisobi navazani
N-acetylglukosamin-specifickych lektini na glykosylované ¢asti bunécné stény.
Nasledn¢ se lektiny navazou na plasmocyty a indukuji fagocytozu. Lysosym S$tépi
peptidoglykanové vrstvy, coz zptsobuje odkryti kyseliny teichoové a lipomannanu. To je
rozpoznano dal$im typem lektint (Browne et al., 2013). Vznika fagolysosom a prislusny

patogen je usmrcen ¢i degradovan efektorovymi molekulami (Lavine & Strand, 2002).

2.1.4.2 Nodulace

Tento mechanismus je aktivovan, pokud fagocyticka odpovéd’ neni dostatecné Gisp&sna.
Uplatiiuje se hlavné v piipadech, kdy se musi organismus vyporadat s velkym mnozZstvim
bakterii. Hemocyty nejprve obklopi bakterii a poté se ptipoji k ostatnim za tvorby malych
agregati. Tyto agregaty rostou pfipojovanim dalSich hemocyti az do vytvoreni velké
nodule. Nakonec je nodule pokryta vrstvami plochych hemocytii a melanizovéna
(viz kapitola 2.1.9). Pti tvorbé noduli se uplatiuji napt. eikosanoidy ¢i proPO (Rosales,
2017). Mikroorganismy pravdépodobné¢ hynou nasledkem fyziologického stresu, nékteré

v§ak mohou v nodulich preZivat po cely Zivot hostitele (Stastna, 2016).

2.1.4.3 Enkapsulace
Proces enkapsulace se uplatiiuje v pfipadé¢ napadeni vétSim patogenem. Hemocyty
cizorody objekt obklopi né&kolika vrstvami. Kapsule je poté melanizovana a patogen

usmrcen reaktivnimi cytotoxickymi produkty nebo nedostatkem kysliku (Rosales, 2017).

2.1.4.4 Melanizace
Melanizace spociva v tvorbé melaninu. Tvorba melaninu je aktivovana v procesu hojeni
ran a v ramci vytvaieni noduli ¢i kapsuli pfi obrané proti patogeniim. Kli¢ovym enzymem

je fenoloxidasa (PO, EC 1.14.18.1), viz kapitola 2.1.9 (Rosales, 2017).

2.1.5 Humoralni imunita
Jednim z prvnich identifikovanych mechanismi obrannych reakci hmyzu je produkce
antimikrobialnich peptidd (AmP). Produkce AmP je mozna diky nekolika signalnim

draham, které jsou spustény specifickymi receptory. Mezi dalsi obranné reakce hmyzu



patii fenoloxidasova kaskada, immune priming ¢i specifické odpovédi na virové infekce

(Rosales, 2017; Mikonranta et al., 2014).

2.1.6 Antimikrobialni peptidy A. mellifera

V hmyzi ti$i bylo popsano vice nez 200 AmP. Nékteré hmyzi genomy koduji velké
mnozstvi AmP, ale pouze 7 jich bylo nalezeno v hemolymfé véely medonosné. V matefi
kasicce byly detekovany dalsi isoformy urcitych AmP. Peptidy secernované
do hemolymfy se vzajemné dopliiuji a maji za cil zni¢it mikrobialni buniky. Aktivitu
vykazuji proti prvokim, bakteriim a houbam. Né&které peptidy vsak cili primarné na jeden
typ patogenu (Danihlik et al., 2016).

Jedna se o riznorodou skupinu latek s rozmanitou antimikrobidlni aktivitou. VétSinou
jde o kationické nebo amfipatické peptidy, které jsou tudiz schopny interagovat
se zaporné nabitymi lipidovymi membranami obsahujicimi lipopolysacharidovou vrstvu
(LPS). Interakci s membranovymi komponenty dochdzi k formovéani kanalt, kterymi
z bunky patogenu unikaji ionty, metabolity, pfipadné az proteiny, coz ma fatalni
nasledky. Nékteré AmP jsou schopny interagovat s proteiny uvnitf cizorodé buriky, DNA
¢i RNA. AmP cili na prokaryotické¢ bunky, které maji ve srovnani s builkami
eukaryotickymi niz§i membranovy potencial (Danihlik et al., 2016). V nasledujicich

podkapitolach jsou popsany AmP, které byly nalezeny u A. mellifera.

2.1.6.1 Apidaeciny

Jedna se o malé peptidy bohaté na prolin skladajici se z 18 aminokyselin. Zvysena
produkce apidaecinil je pozorovana brzy po propuknuti infekce. Nejvyssi koncentrace
V hemolymf€ je vSak dosazeno po 36 hodinach. Analyza vceli komplementarni DNA
(cDNA) ukazala pfitomnost téi isotypit mRNA, které koduji rizné apidaeciny (Danihlik
et al., 2016).

Apidaeciny vykazuji aktivitu vii¢i G— bakteriim. Prochézi lipidovou dvouvrstvou
bez lytického efektu a jsou schopny vazat se na GroEL-GroES komplex, ktery je
zodpovédny za skladani proteinli. Za sprdvné navazani na receptorovu molekulu

bakterialni membrany je odpovédny C— konec peptidu (Danihlik et al., 2016).



2.1.6.2 Abaecin

Abaecin je dalsim AmP s vysokym obsahem prolinu. Jeho prekursor obsahuje signalni
sekvenci o velikosti 19 aminokyselin, ktera je odstépena po aktivaci peptidu. Konecny
peptid obsahuje 33-34 aminokyselin. Inhibuje rist Gram-pozitivnich (G+) bakterii. Tento
peptid byl nalezen také v hemolymf¢ ¢melaki, zde je vSak O-glykosylovany. Studie
prokazaly mirnou dédi¢nost exprese abaecinu, hladiny abaecinu by proto mohly byt

dilezitym markerem pro selekci rezistenénich véelstev (Danihlik et al., 2016).

2.1.6.3 Defensiny

V genomu A. mellifera byly nalezeny dva rizné geny kodujici defensin. Prvni defensin
byl izolovan z matefi kaSicky a byl pojmenovan royalisin. Studie dale prokazaly
defensin jako hlavni antimikrobialni soucast medu. V obou ptipadech se jedna
o isoformy defensinu-1. Jedna se o peptidy obsahujici 51 aminokyselin bohaté na cystein
a tvorici tfi disulfidové mustky mezi Sesti cysteiny. Defensin-1 je produkovan
pti bakterialnich infekcich, zatimco defensin-2 reaguje na pfitomnost LPS. Defensin-1
nachazejici se v hemolymfé cili na G- , G+ bakterie i houby, royalisin pouze
na G+ bakterie (Danihlik et al., 2016).

2.1.6.4 Hymenoptaecin
Jedna se o linearni peptid skladajici se z 93 aminokyselin, obsahuje mnoho glycinu.

Inhibuje rist G— 1 G+ bakterii. Jeho exprese je masivné posilena pii napadeni dosp¢lé

v¢ely i plodu (Danihlik et al., 2016).

2.1.6.5 AmP materi kasicky a véeliho jedu

Mimo royalisin byly v matefi kaSi¢ce identifikovany 4 typy peptidd, oznaované jako
jelleiny. Produkuji je délnice a secernuji je do kaSicky. Jelleiny-1, 2 a 3 vykazuji
antimikrobidlni aktivitu vici kvasinkdm, G+ 1 G— bakteriim, jelleiny posledniho typu
vSak nevykazuji zadnou antimikrobidlni aktivitu. Toto je pravdépodobné zpiisobeno
chybéjicim leucinem na C— Konci jelleinti-4 (Danihlik et al., 2016).

Hlavnim peptidem vceliho jedu je melittin. Jedna se o amfipatickou molekulu s lytickou
aktivitou plisobici na G— a G+ bakterie. Dal§imi peptidy ve v¢elim jedu jsou apamin,
melectin, ¢i macropin, vyskytujici se u solitarné zijici véely Macropis fulvipes (Danihlik
etal., 2016).



2.1.7 Signalni drahy aktivujici geny kédujici AmP

Jakmile je mikroorganismus detekovan patogen rozpoznavajicimi receptory (PRR),
dochazi k aktivaci signalnich drah uvniti bunky zptsobujicich adekvatni odpoved.
Pfevazné dochazi k uvoliiovani AmP tukovym télesem. K tomuto slouzi signalni draha
Toll, draha imunitni nedostate¢nosti (Imd) a Janus kinasa (EC 2.7.10.2) — pievodnik
signalu a aktivator transkripce (JAK-STAT) draha. G+ bakterie a houby ptisobi pfevazné
na signalni drahu Toll, G— aktivuji Imd (Rosales, 2017).

2.1.7.1 Toll signalni draha

Toll je transmembranovy receptor jehoz aktivace vyzaduje proteolyticky stépenou formu
extracelularniho peptidu Spatzle (Obr. 1). Komponent bunéénych stén hub
B-1,3-glukan a peptidoglykan G+ bakterii jsou rozpoznany ptislusnymi receptory (glukan
a peptidoglykan rozpoznavajici proteiny — BGRP3 a PGRP). Tyto interakce iniciuji
proteasové kaskady sbihajici se na trovni serinovych proteas ModSP, které nasledné
aktivuji proteasu Grass. Tato proteasa aktivuje Spatzle processing enzym (Spe). Nekteré

mikrobialni proteasy miizou byt detekovany proteasou Persephone (Rosales, 2017).

G+ bakte
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Obr. 1: Proteasova kaskada nutna pro Toll aktivaci. Horizontalni modré Sipky representuji
proteolytickou preménu proenzymi (kolecka) na aktivni formy (hvézdy). Vertikalni ¢erné Sipky
zobrazuji misto aktivace proteas. Toll ligand Spétzle je aktivovan sérii proteas, k jejichz aktivaci
dochazi po rozpoznani patogent prislusnymi receptory (upraveno dle Rosales, 2017).
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Obr. 2: Toll signalni draha. Po rozpoznani Spatzle dochazi k dimerizaci Toll receptoru a navazani
adaptorovych proteind, Gstici ve fosforylaci a degradaci inhibitoru transkripénich faktora Cactus.
Transkrip¢ni faktory Dorsal nebo Dif se uvolni, translokuji do jadra, kde aktivuji transkripci AmP
(upraveno dle Rosales, 2017).

Navazanim Spitzle na Toll receptor dochdzi k dimerizaci intracytoplasmatickych
domén a navazani adaptorového proteinu MyD88 (Obr. 2). Tento protein vaze dalsi
adaptorovy protein, Tube, jeZ navéaze protein Pelle. Tim dochazi k transdukci signalu
na Cactus, inhibitor transkripénich faktori kappa B (NF-kB), vrcholici jeho
autofosforylaci a degradaci. Vysledem této signélni drahy je uvolnéni NF-kB, jejich
translokace do jadra a aktivace transkripce AmP (Rosales, 2017). Touto drahou je

regulovana exprese napf. defensinu-1 (Danihlik et al., 2016).

2.1.7.2 Imd signalni draha

K aktivaci této drahy dochdzi, jakmile peptidoglykan rozpoznévaci proteiny, konkrétné
PGRP-LC a PGRP-LE navazou meso-diaminopimelovou kyselinu (DAP), ktera je
soucasti peptidoglykanu vétSiny G— bakterii. Vysledkem je signalni draha, ktera usti

v aktivaci NF-kB transkripéniho faktoru Relish (Obr. 3) (Rosales, 2017).
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Obr. 3: Imd signaliza¢ni draha. Polymericky DAP-peptidoglykan (PGN) je rozpoznan PGRP-LC.
Imd se vaze na Fas-asociovany protein s doménami smrti (FADD), coz vyvola ptipojeni FADD-
death-related ced-3/Nedd2 proteinu (DREDD). DREDD §tépi Imd, ktery je aktivovan ubikvitinaci
(polyubikvitin znac¢i Zluta kole¢ka). Dochazi k napojeni TAK1-asociovaného vazaného proteinu
(TAB2) a aktivaci transformujiciho rustového faktoru beta (TGF-)-aktivacni kinasy 1 (TAK1).
TAK1 aktivuje komplex IKK, ktery fosforyluje Relish. Pro proces je nutny také DREDD.
Po uvolnéni se Relish translokuje do jadra, kde aktivuje transkripci AmP. Intracelularné mize byt
rozpoznam monomericky peptidoglykan receptorem PGRP-LE (upraveno dle Rosales, 2017).

2.1.7.3 JAK-STAT signalni draha

Tato drdha byla nejprve popsana jako draha zodpovédna za regulaci mnoha procest
V ramci humanni imunity, napf. aktivaci leukocyti. AZ posléze doslo ke zkoumani této
dradhy ve hmyzi ti§i. Oproti tomu vySe zminéné signdlni drahy byly popsany zprvu
u D. melanogaster (Rosales, 2017).

Oproti draham Toll a Imd, které reguluji produkci AmP, tato drdha reguluje produkci
dalsich latek, jako jsou cytokininy a stresové proteiny. Tyto latky jsou vSak také
produkovany tukovym télesem. Byla dok4zéana aktivita této drahy pfi napadeni organismu

virem (Rosales, 2017).

2.1.8 Imunitni reakce proti virovym infekcim
Existuji viry, které napadaji pouze hmyzi buiiky, stejné tak ale viry, které jsou pieneseny
na savce po kousnuti napadenym hmyzem. Porozuméni imunitni odpovédi hmyzu

na virovou ndkazu ma tedy zna¢nou medicinskou i hospodarskou dileZzitost (Rosales,

2017).
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Hlavnim mechanismem obrany je draha RNA interference (RNAi). Dochdzi
Kk rozpoznani virové dvouvlaknové RNA, coz vyvola produkci malych interferujicich
RNA (siRNA). Tyto siRNA cili na degradaci viralni RNA, ¢imz dochazi k pieruseni
replikace viru. Nékteré viry jsou vSak schopny produkovat RNAi supresorové proteiny,
které blokuji syntézu siRNA (Rosales, 2017).

Pro zvladnuti virové nakazy jsou dulezité i dalsi signalni drahy. JAK-STAT draha
funguje stejné¢ jako sav¢i systém interferonti. Builka napadena virem vysle signal
aktivujici tuto drahu v sousedni neinfikované bunce, coz vede k antivirové aktivité
(Rosales, 2017).

Dal$im z obrannych mechanismt je autofagie, kdy uvnitt bunky dochazi k tvorbé
autofagosomil. Tyto vacky jsou schopny pohltit Castice v cytoplasmé, napt. poSkozené
organely a proteiny. Autofagosom nasledné splyne s lysozomem a degraduje sviij obsah
(Rosales, 2017).

2.1.9 Fenoloxidasova kaskada
Pritomnost cizich objektl jako jsou parasité ¢i mikroorganismy a mechanické poskozeni
tkdn¢ usti v ukladani melaninu okolo patogenu ¢i tkané. Melanin proto obalenim
patogenu znemoZni ¢i zpomali jeho riist. Tvorba melaninu je kone¢nym krokem
fenoloxidasové kaskady (Obr. 4), béhem které vSak vznikd také mnozstvi vysoce
reaktivnich a toxickych chinonovych meziproduktii. Za tuto tvorbu zodpovida PO, k jejiz
aktivaci dochazi sérii proteolytickych reakci (Cerenius & Soderhéll, 2004).

Reakce ustici v aktivaci PO oznacujeme jako proPO — aktivacni systém. Sestava se
z proteinii schopnych navazat se na polysacharidy a dal§i molekuly, které jsou soucasti
mikroorganismil, proteas, které se aktivuji pfitomnosti vySe zminénych mikrobialnich
produkti a dalSich faktorti regulujicich cely systém, napt. inhibitori proteas — serpini
(Dostalkova, 2016). PO nasledné katalyzuje prvotni kroky tvorby melaninu, jedna se
0 oxygenaci monofenolti na o-difenoly a naslednou oxidaci o-difenolti na 0-chinony

(Cerenius & Soderhill, 2004).
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Obr. 4: Schéma fenoloxidasové kaskady. Cizorodé ¢astice jsou rozpoznany piislusnymi patogen
rozpoznavajicimi receptory (BGRP, LGRP, PGRP). Sérii serinovych proteas dochazi k rozstépeni
inaktivni formy profenoloxidasy (proPO) na aktivni fenoloxidasu (PO). PO nasledné katalyzuje
oxygenaci fenoli a oxidaci difenold. Kaskadu reguluji serpiny (upraveno dle Cerenius &
Soderhill, 2004).

2.1.10 Immune priming

Pokud jsou obratlovci napadeni patogenem, se kterym se jiz jejich organismus setkal,
maji na obrannou reakci pfipraveny protilatky produkované adaptivnim imunitnim
systémem. Bezobratli v§ak tento imunitni systém nemaji, ptesto jiz studie prokazaly, Ze
organismus, ktery byl jiz infekci jednou vystaven, ma lepSi schopnost vypofadani se
s opakovanou infekci. Tento fenomén byl nazvan immune priming. Objev naznacuje, ze
vrozeny a adaptivni imunitni systém si je funk¢né blize, nez bylo pfedpokladano. Presné
mechanismy, které by vysvétlovaly immune priming, vSak stidle nejsou zndmy. Jak
ukazuje studie Mikoranta et al. (2014), larvy Parasemia plantaginis vykazuji mnohem
mensi mortalitu pfi inokulaci Serratia marcescens, pokud jsou piedtim oraln¢ vystaveny

stejnému patogenu v neinfekéni davce.

2.1.11 Socialni imunita

Socidlni hmyz je vystaven vy$§imu riziku pfenosu nemoci, jelikoz Zije ve velkych
koloniich. Pro snizeni tohoto rizika jsou nutné individualni i skupinové obranné
mechanismy. Mechanismy, které obnaseji kolektivni akce pro piedejiti, potlaceni ¢i

vymyceni onemocnéni, se nazyvaji socidlni imunita. Modelovym organismem
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pro studium socialni imunity je A. mellifera. Tyto obranné mechanismy mohou byt
znacn€ konstitutivni (bézné provadéné, prvni linie obrany), nebo indukovatelné, které
jsou aktivnéjsi az jako odpovéd’ na vystaveni patogenu. Mezi konstitutivni socialni
obranné mechanismy patii allogrooming a Cistici pud, zatimco mezi indukovatelné patii
pfidéleni pracovnich ukold. V rdmci individualni imunity patii ke konstitutivnim
mechanismiim fenoloxidasova kaskada, produkce AmP nalezi k indukovatelnym
mechanismim (Lopez-Uribe, 2017).

Allogrooming spoc¢iva v odstranovani cizorodych ¢astic a necistot z t¢l dalsich jedincii
ve spoleéenstvu. Cisticim pudem rozumime schopnost véely rozpoznat a odstranit larvy
a kukly infikované patogenem. Vcely musi poskozeny plod odstranit dfive, nez v ném
patogen dosp¢je do infekéniho stadia. VEely odstraiuji z ulu mrtvé jedince, zaroven vSak
¢asto samy hynou mimo ul, aby snizily riziko napadeni tlu patogenem. Jsou také schopny
udrzovat v ulu stalou teplotu. Jakmile se do ulu dostane cizi jedinec, obklopi jej a dokazi
zvysit teplotu az na 45 °C, ¢imz jej usmrti (Evans & Spivak, 2010).

Antimikrobidlni latky mohou vcely produkovat, nebo sbirat. Sbiraji rostlinnou
pryskyfici, kterou vystylaji cely al. Sbér je konstitutivni, je vSak zvySen v ptipadé
napadeni patogenem. Antimikrobidlni latky vcely produkuji pro ochranu celé skupiny
ajsou piidavany do potravy. Mezi hlavni antimikrobialni latky produkované vcelami
patii glukosaoxidasa (GOX, EC 1.1.3.4), kter4 oxiduje glukosu na kyselinu glukonovou
za uvolnéni peroxidu vodiku. Ten ma antiseptické vlastnosti. Dalsi dileZitou latkou je
antimikrobidlni peptid defensin. Obé& latky tvofi sloZku konstitutivnich obrannych
mechanism, po infikovani v¢elstva patogenem totiz nedochazi k zvyseni jejich produkce

(Lopez-Uribe, 2017).

2.2 Vyvoj hmyzu s proménou dokonalou
Vice nez 80 % hmyzich druhti prochazi vyznamnym typem metamorfozy (promény), kdy
je mezi staddium larvy a dospélce vmezetreno stadium kukly. Télo hmyzu je béhem tohoto
stadia kompletné prestavéno. Tuto proménu nazyvame promeénou dokonalou, kterd se
mimo jiné vyznacuje tim, ze se té€lo larvy vyznamné 1isi od téla dospélce (Rolff et al.,
2019).

Véely patii mezi zZivocCichy, ktefi prochazi timto typem promény. V nasledujicich
podkapitolach jsou popsany jednotliva vyvojova stadia, stejné jako rozdéleni vcel dle kast

a funkce ve vcéelstvu.
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2.2.1 Kasty véeliho spolecenstvi

Vcely ziji v pocetnych spoleCenstvech, ve vcelstvech, kterd vznikla v ramci
ptizplisobovani se zivotnim podminkdm. Ta se skladaji z oplozené matky (kralovny),
trubct a délnic (Vesely, 2013). V ramci véelstva jsou bézné desitky tisic d€lnic, az tisic

trubci a jedna kralovna (Page & Peng, 2001).

2.2.1.1 Kralovna

Jedna se o nepostradatelnou ¢lenku vcelstva, o oplozenou samicku. Zajistuje obnovu
délnic a trubci, denné klade az 1500 vajicek. Vcelstva byvaji znacné monogynni
(jednomatecna), vyjimecné vSak mohou klast zaroven matka s dcerou. O kralovnu pecuji
ulové vcely, kter¢ ji krmi vyméskem hltanovych zlaz a Cisti ji (Vesely, 2013).

Kralovna méti 20-25 mm. Mimo kladeni vaji¢ek nevykonava dalsi prace, proto nema
pln€ vyvinuty voskotvorné ¢i hltanové Zlazy. Vyznacuje se napadné dlouhym zadeckem,
ten je vyplnén pohlavnimi organy, ptedev§im mohutnymi vaje¢niky. Kralovna je ovsem
dalezitad také z hlediska produkce mateti latky. Mateii latka je produktem kusadlové
zlazy, jedna se o feromon kolujici v potravé. Diky nému dochézi ke spojovani piislusnych
jedinci ve spolecenstvi. Potlacuje rojovou ndladu vcel a je zakladem dé€lby prace
ve vcelstvu. Mateti latka je pfedavana s regurgitovanou potravou tlovymi véelami, ty ji
ziskavaji olizovanim téla matky (Vesely, 2013).

Matka se pafi paty az osmy den po vylihnuti v rdmci snubnich letl. Paii se postupné
s 610 trubci, o oplozenou matku nasledné pecuji ulové véely. Po 5-17 dnech po spareni
zacne klast vajicka. Pokud je nedokonale osemenéna nebo neosemenéna, klade pouze
neoplozena vajicka, v takovém piipad¢ se jedna o trubcokladnou matku. Vykonna matka
klade vajicka souvisle a pravidelné, mezerovity plod znaci problém. Kralovny mohou Zzit

3-4 roky (Vesely, 2013).

2.2.1.2 Trubci

Jedné se o vceli samce. Rodi se partenogenezi z neoplozenych vajicek a ve véelstvu se
vyskytuji v letnich mésicich. Oproti ostatnim kastdm maji zavalitéjsi télo a nemayji
zihadlo. Ve vcelstvu se nepodileji na zadné pracovni ¢innosti, jedinym poslanim je
osemenéni matky. Jakmile nastane nedostatek nektaru ¢i medovice, délnice trubce z Glu

vyhazuji a matka jiz neklade vajicka do trubc¢ich plast. Vyhazuji vSak pouze staré trubce.
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Trubci nejsou vérni svému véelstvu a jejich prelétavani do cizich veelstev mtize podpofit

Sifeni onemocnéni (Vesely, 2013).

2.2.1.3 Délnice

Jedna se o nejpocetnéjsi kastu ve vcelstvu, uruje jeho raz. Délnice se lihnou
Z oplozenych vajicek stejné jako matky, kvalita potravy béhem larvalniho vyvoje vSak
predurci nedokonaly vyvin vaje¢nikli, nemohou proto byt nikdy osemenény. RozliSujeme
je na alové véely a létavky. Ulohy délnic ve véelstvu se méni se staiim véely, které se
projevuje také zménami v anatomii a fyziologii (Vesely, 2013).

Ulové véely vykonévaji praci v tilu. Po vylihnuti maji malé Zlazy s nizkou sekre¢ni
aktivitou. Okolo 3.-5. dne zivota zacina dochazet Kk produkci enzymu invertasy
(EC 3.2.1.26) hltanovymi zZlazami, ktery je potieba pro pfeménu nektaru na med. Tyto
zlazy jsou plné vyvinuty okolo 6.—11. dne zivota. Proto délnice tohoto v€ku krmi larvy
(krmic¢ka, kojicka) (Page & Peng, 2001). Plod také zahtivaji, krmi i matku a mladé trubce
(Vesely, 2013). Voskové Zlazy dosahuji pIného vyvinuti béhem 10.—15. dne Zivota, takto
staré vCely se podileji na stavitelskych pracich vualu (stavitelky). Vonné zlazy,
zodpovédné za produkci alarmujiciho feromonu, dosahuji maxima své aktivity béhem
2-3. tydne Zivota, ¢imZ indukuji defensivni chovani délnice, kterd je v této dobé
strazkyni (Page & Peng, 2001). V¢ely dle viing poznavaji své druzky, k cizim se vSak
chovaji agresivné, primarné k cizi kralovné (Vesely, 2013).
propolis. Staifi v€ely miiZzeme poznat dle opotiebeni téla. Létavky maji fidké brvy
na zadecku a roztfepena kiidla. Hltanova Zl4za a zlazy voskové jim zakrnuji, jiz je tolik

nepouzivaji (Vesely, 2013).

2.2.2 Vyvoj v€ely medonosné

Na zacatku vyvoje vcely je vajiCko, to se nasledné méni Vv larvu, ptedkuklu, kuklu
az dospélého jedince — imaga. Pojmem vceli plod oznacujeme vSechny faze vyvoje
od vajicka po kuklu. Plod se ve véelstvu vyskytuje od zacatku zimy do podzimu (Vesely,
2013). V zavislosti na kast¢ se lisi doba vyvoje. Kralovny se lihnout nejrychleji,
dospélcem se stavaji za 16 dni. Trubci potiebuji pro vylihnuti 24 dni, délnice 21 (Page &
Peng, 2001). Vyvoj je zna¢né ovlivnén teplotou a vyzivou. Nedostate¢na vyziva

¢i nevhodna teplota prostiedi rist zpomaluji (Vesely, 2013).
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2.2.2.1 Vajitko

Vajicko mé tvar protdhlého valce, jeho horni konec je tlust$i nez spodni. Hlavicka
zarodku vznikd v horni ¢asti. Hmotnost a velikost vajicek jsou nepfimo Umérné
nakladenému mnozstvi, pokud kralovna naklade v urc¢itém obdobi vice vajicek, budou
mensi. Povrch tvoii dvé blany, vnéjsi vajecna (chorion) a vnitini zloutkova (amnion).
Vnéjsi blana je sitovana bradavicnatymi vyristky, na hornim pélu vajicka se vSak sit’
rozplyva v kraterové prohlubni, mikropyli. V tomto misté dochéazi k priniku spermii
do vajicka, vceli vajicko je polyspermni. Vajicko ma bud’ 32 chromozom (vyvoj matky
¢i délnice), nebo poloviéni mnozstvi, 16, v tomto ptipadé dojde k vyvinu trubce (Vesely,

2013).

2.2.2.2 Embryo

Zietelné zmény nastavaji po 30 hodinach vyvoje, kdy dochdzi ke vzniku zarode¢nych
listli. Zarodek se pti¢nymi ryhami rozdéli na 21 krouzkd, prvnich 6 vytvaii hlavu véetné
zakladu oci, tykadel a Gstnich ustroji. Vyvoj embrya trva 70—76 hodin. Pted zakon¢enim
zarodecného vyvoje dochazi k vlnitému pohybu zarodku. Embryo se krouzivym
pohybem podkovovité ohne a polozi na bok na dno bunky, ze zarodku se tak stava larva
(Vesely, 2013).

S vyvojem embrya souvisi také odlisna exprese genti. Po celou dobu embryonalniho
vyvoje dochazi k expresi zakladniho proteomu, ktery je zodpovédny za syntézu proteint,
metabolickou energii, transport molekul a vyvoj jedince. Tyto d€je miizeme proto oznacit
za ustfedni déje embryogeneze (Fang et al., 2014).

U embryi mladsich 24 hodin dochazi k syntéze proteint ovliviiyjicich uschovu zivin
a metabolismus nukleovych kyselin, coz odpovida ristu bunék, ke kterému dochazi v této
fazi embryogeneze. Embrya stard 24-48 hodin vykazuji tvorbu proteint regulujicich
bunécny cyklus, transportujicich molekuly, tvoticich cytoskelet a proteini s antioxidacni
aktivitou. Tato exprese odpovidd zadkladni organogenezi. Mimo jiné¢ dochézi také
K biosyntéze aminoacyl-tRNA a metabolismu B-alaninu. Star$i embrya (48—72 hodin)
syntetizuji proteiny zapojené do metabolismu mastnych kyselin a morfogeneze, coz

predpovida vyvoj organti (Fang et al., 2014).
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2.2.2.3 Larva

Pfi pfeméné v larvu neni v buiice zadna potrava, kterou dodavaji krmicky. VSechny ¢asti
vajicka, v€etné blan, jsou zuzitkovany na formovani téla larvy. Az po zapoceti dychani
a pohybu tstniho Ustroji dochézi k ptichodu délnic a krmeni. Rust larvy je obdivuhodny,
Vv potravé piimo plave (Vesely, 2013).

Zcela zasadni soucasti larvalniho vyvoje je urceni, zda se bude dale vyvijet kralovna
¢1 dé€lnice. Za toto odliseni zodpovidd pfevazné slozeni potravy a dochazi k nému
nejpozdéji béhem tietiho dne larvalniho stddia. Staddium larvy trva 5—6 dni, odlisna vyziva
trvajici pouze 2-3 dny je tedy schopna ur¢it budouci kastu vcely. Larvy, které jsou
po celou dobu krmeny vymésky hltanovych zlaz, mateii kaSickou, rychleji rostou
apribyvaji na vaze. Z téchto larev se vyvinou kralovny. Larvy, které jsou krmeny
vymesky hltanovych zlaz, pylem a medem nerostou tak rychle, vazi méné a vyvinou se
Vv délnice (Page & Peng, 2001).

Larva se béhem vyvoje Ctyfikrat svliéka a na uplném konci poprvé kali. V té chvili je
jJiz v buiice vzpiimend a zac¢ina spradat zamotek, kokon. Ten tvoii z jemného ptrediva, jez
vznikd tuhnutim vyméskd snovaci zlazy. Piedivo je zpevnéno vykaly a vyméskem

pokozky. Na konci larvalniho stadia bunku zavic¢kuji tlové véely (Vesely, 2013).

2.2.2.4 Predkukla a kukla

V predkuklu se plod méni po vytvoteni kokonu. Jedna se o kratké, ale velmi intenzivni
stadium premény larvy v kuklu. Na konci ma jiz predkukla vzhled dospélé veely (Vesely,
2013).

Kukla je morfologicky tplné podobna dospélé vcele. T¢lo je ¢lenéno na hlavu, hrud’
a zadecek. Piestavba vSak probihd uvnitt téla jedince, vznikaji dilezité organy. Usuzovat
stupenl vyvoje muzeme dle zbarveni pokozky nebo sloZzenych oc¢i. O¢i nejprve zrazovéeji
a ztmavnou, pokoZzka nasledné¢ chitinizuje. Den pted vylihnutim dochazi k poslednimu
svlékani. Pti lihnuti véela kusadly odstrani vicko a dostane se ven z buiiky, ¢imZ se z ni
stava mladuska (Cerstvé vylihnuté vcela) (Vesely, 2013). Kralovna stravi ve stadiu kukly

mén¢ dni nez ostatni kasty, proto se vylihne diive (Page & Peng, 2001).
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2.2.3 Zmény imunitniho systému béhem vyvoje véely medonosné

Mezi plodem a dospé€lcem vcely je velky fyziologicky i behavioralni rozdil. To zplisobuje
riznou citlivost k riznym patogenim (Wilson-Rich et al., 2008). Spojeni vyvojového
stadia a rizika napadeni patogenem urcuje, kolik bude vcela investovat do své imunity

(Laughton et al., 2011).

2.2.3.1 Imunitni systém plodu
Plod je upoutan v plastvi, neni tedy schopen pohybu a utéku od paraziti. Plod obecné
vykazuje vétsi pocty hemocyti nez dospélec, kukly maji hemocytt nejvice. Schopnost
enkapsulace, kterou hmyz pouzivd pro usmrceni patogend, které nemohou byt
fagocytovany, se vSak béhem ristu ¢i starnuti véely neméni (Wilson-Rich et al., 2008).
Plod vykazuje nizkou PO aktivitu, ta se pfili§ neliS$i mezi larvami a kuklami.
PO aktivita je vSak oproti aktivité u dospélych vcel téméf minimalni (Wilson-Rich et al.,
2008). Larvy trubct navic v prvotnich dnech larvalniho vyvoje nevykazuji téméf Zadnou
PO aktivitu. Nizka schopnost imunitni odpovédi je vysvétlovana ristem V pomérné

hygienickych podminkach veelstva. O plod se staraji kojicky a krmicky, z tohoto divodu

investuje spiSe do ristu a vyvoje (Laughton et al., 2011).

2.2.3.2 Imunitni systém dospélych jedinci

Dospélé veely s vékem upoustéji od praci v tllu a zacinaji jej opoustét. Tento piechod je
spojen i se zménami ve schopnostech imunitni odpovédi (Cappa et al., 2020). Pfeména
ulové veely na létavku je spojena také se sniZzenim prekursoru vajeéného Zloutku
vitellogeninu, coz zapii¢ini bunéénou smrt hemocytti (Laughton et al., 2011). Snizeni
poctu hemocytii u dospélych vcel je zpiisobeno také nutnosti sniZzeni energetické
narocnosti, a tedy prechodem od bunééné k humoralni imunité, coZ potvrzuje 1 vyssi
hladina PO (Butolo et al., 2021).

Po vylihnuti prudce stoupa PO aktivita. Stars$i vcely (1étavky) vykazuji ze vSech
vyvojovych stadii nejvyssi PO aktivitu, S rostoucim vékem je vice exprimovan proPO gen
(Wilson-Rich et al., 2008). Trubci vykazuji nizsi aktivitu PO nez délnice (Laughton et al.,
2011). Ulové véely viak maji vétsi tukové télisko, coz jim umoziuje produkovat vice
AmP (Wilson-Rich et al., 2008). Trubci nemohou piili§ investovat do produkce AmP,

vV ramci imunitni odpovédi spoléhaji prevazné na PO (Laughton et al., 2011).
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Véely strazkyné stoji svou schopnosti imunitni odpovédi mezi 1étavkami a mladSimi
ulovymi véelami. Pfestoze hlidkuji u vstupu do tlu, kontroluji v¢ely a brani vstupu cizich
jedinctl, nevykazuji zvySenou aktivitu imunitniho systému. Toto miize byt vysvétleno
zvySenou hladinou juvenilniho hormonu, snizenim koncentrace vitellogeninu
a energetickou naroc¢nosti strazici ¢innosti. Strazkyné svou funkci vykondvaji pouze
1-3 dny, nésledn¢ se z nich stavaji létavky a do 0lu se jiz nevraceji, nejednd se tedy
o prilis velkou hrozbu z hlediska socidlni imunity, a proto nevyzaduji zvySeni

obranyschopnosti (Cappa et al., 2020).

2.3 Vieli patogeny

Organismy zijici ve velkych skupinach jsou nachylné k Sifeni patogenii. Vcelstvo
predstavuje optimalni podminky inkubatoru pro rist patogenti a jejich horizontalni
prenos. Zaroven je tento ,inkubator“ plny az desitek tisicti citlivych hostiteld.
U obrannych strategii je rozliSovana rezistence a tolerance. Rezistence oznacuje
schopnost potlacit rozSifeni patogentli, zatimco tolerance pfedstavuje sniZzeni Ujmy
zpisobené rozsifenim patogenu. Spolecenstvo tvofené rezistentnimi jedinci k uréitému
patogenu bude pravdépodobné rezistentni 1 na urovni celého spolecenstvi. Pokud vSak
nejsou vSichni jedinci rezistentni k patogenu, spolecenstvo bude pravdépodobné
tolerantni. Spolecenstvo sestavajici se z jedincii tolerujicich urcity patogen se miize stat
rezistentnim (Kurze et al., 2016).

Vétsina patogenti napada bud’ véeli plod, nebo dospélce, jen minimum napada veskera
vyvojova stadia. Valu se béZné¢ nachazi mnoho patologickych mikroorganismi
V tolerovatelnych mnoZstvich. V¢eli plod je citlivy na bakteridlni, houbové a virové
infekce. Dospélé vcely jsou citlivé na infekce houbami, které byly diive oznaCovany

za prvoky (napf. hmyzomorka v¢eli), roztoce a viry (Wilson-Rich et al., 2008).

2.3.1 Choroby vceliho plodu

2.3.1.1 Mor v¢eliho plodu

Mor véeliho plodu je zpisoben sporulujici G+ bakterii Paenibacillus larvae. Spory této
bakterie mohou ptezivat v potravé pro larvy i v pid€ po mnoho let, bakterie jsou také

rezistentni k vysokym teplotam (Hansen & Bredsgaard, 2015).

19



P. larvae napada larvy vSech kast ve v¢elstvu. Nejcitlivéjsi jsou larvy mladsi 24 hodin.
Spory z kontaminované potravy kli¢i v lumenu stfeva a prochazi peritrofickou
membranou. Bakterie se nasledné mnozi v hemocoelu. Nasledkem je uhyn larvy,
rozloZeni jejiho téla a opétovna sporulace bakterie. Ulové véely nasledné plastev uklizi,
¢imz se spory znovu dostavaji do obéhu. Dospélé véely jsou rezistentni, mohou vSak
do potravy larev. Pokud véela ,jukrade” med zinfikovaného vcelstva, mize dojit
k pfenosu mezi koloniemi (Hansen & Bredsgaard, 2015).

Pokud dojde k thynu plodu v pozdnim larvalnim stadiu, ¢i stadiu kukly, zistava mrtvy
jedinec v zavickované bunce. Vicko vSak byva propadlé a tmavé, Casto mize byt také
protrzené Cinnosti vcel, které se snazi plastev vycistit. Plod umirajiciho vcelstva je
mezerovity, v nezavickovanych plastvich jsou mrtvé larvy. Mrtvé larvy se rozkladaji
na hnédou, mazlavou, zapachajici hmotu, ktera se lepi na sirku (Hansen & Bredsgaard,
2015).

Pro vcelstvo je pii nakaze P. larvae velice dulezita socialni imunita, konkrétné ¢istici
pud. Larvy pfti infekei produkuji vice proPO, lysozymu a hymenoptaecinu. Aktivita PO
se zvySuje v larvach starSich 24 hodin, i1 proto je u starSich larev vyssi Sance, ze infekci

pteziji (Chan et al., 2009).

2.3.1.2 Hniloba v¢eliho plodu

Pivodcem tohoto onemocnéni je G+ anaerobni bakterie Melissococcus plutonius (Biova
et al., 2021). Nejcitlivgjsi jsou larvy v nezavickovanych bunikach staré 4-5 dni.
Infikovand larva se v bufice hybe a umird zkroucena podél stén nebo podélné natazena.
Barva larvy se méni z bilé na zlutou, nasledné hnédou az Sedocernou. Nékteré larvy
mohou uhynout po zavickovani, disledkem jsou propadld vicka jako u moru vceliho
plodu. Infekce vSak nemusi byt letalni, mize dojit k vylihnuti v¢ely, ¢asto se vsak jedna
o zakrnélé jedince (Forsgren, 2010).

Jakmile larva zkonzumuje kontaminovanou potravu, bakterie kolonizuje stfevo.
M. plutonius konkuruje larvé v piijmu zivin, pronika peritrofickou membranou a nici
tkané. Pokud plod umird ve stadiu kukly, bakterie je schopna pfezit ve vykalech
a infikovat dalsi larvy. Pokud plod hyne pfed kalenim, vétSina bakteridlnich bungk je

ze v¢elstva odstranéna, jakmile véely ¢isti bunku (Forsgren, 2010).
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2.3.1.3 Zvapenaténi véeliho plodu

Tuto chorobu zptsobuje houba Ascophaera apis. K nejvétsimu rozsifeni infekce dochazi
béhem jara, kdy jsou idedlni podminky pro rist houby. Do téla plodu se dostavaji
askospory ptes kutikulu nebo pii pozieni kontaminované potravy. Spory vSak nedokazi
vykli¢it na kutikule, pro rozvinuti infekce se proto musi dostat do téla travicim traktem.
Nejcitlivéjsi na nakazu jsou larvy mladsi 4 dni. Dospélé vcely nejsou citlivé, mohou vSak
pfenaset nakazu v ramci veelstva i mezi veelstvy (Aronstein & Murray, 2010).

Spory kli¢i v lumenu stfeva po aktivaci CO.. Infikované larvy prudce snizi piijem
potravy, a nakonec pifestanou potravu piijimat. Po proniknuti peritrofickou membranou
rostou mycelia v télesnych dutinach. Smrt nastava v disledku mechanického
a enzymatického poskozeni, naruseni cirkulace hemolymfy a toxik6ézy. Houba
vegetativné roste a pokryva celou larvu tlustou vrstvou bilého mycelia. Uhynulé larvy
nasledné schnou a vytvareji mumie (Aronstein & Murray, 2010).

Nenasycené mastné kyseliny a vosky kutikuly ptsobi antifungalné. Po prostoupeni
fyzikdlnimi bariérami jsou nejcastéjSimi obrannymi mechanismy bunécné imunity
fagocytéza a enkapsulace. Dochédzi také k aktivaci PO, produkci lysozymu
a antimikrobialnich peptidd. Z hlediska ochrany vcelstva je velice dulezity také Cistici

pud (Aronstein & Murray, 2010).

2.3.2 Choroby dospélych véel

2.3.2.1 Varroodza

Za timto onemocnénim stoji klestik vceli (Varroa destructor). Jedna se o téméf
celosvétove rozsiteného parazita, ktery pro vcelatstvi predstavuje obrovské riziko. Je to
ektoparazit, ktery nepieziva bez hostitele. Zivotni cyklus kletika lze rozdélit
na foretickou fazi, kdy je viditelny na dosp€lych véelach a fazi reprodukéni, ktera probiha
v zavickovanych bunkéch trubct a délnic. Samecci se vyskytuji pouze v zavickovanych
bunkach plod, na dospélych vcelach neptezivaji. Samicky jsou diky vceldm
transportovany do bunék nebo rozsifeny pracovni Cinnosti vcel. Parazit se dostava
do buniky kratce pied zavickovanim a po priniku se uchyti u larvalni potravy, kterou
konzumuje, zaroven vysava hemolymfu plodu. Samicka klade vajicka, prvni byva

neoplozené a lihne se z n¢j samecek, nasledujici vajicka jsou oplozend. Parazit bézné
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naklade 5 vajicek v bunice d€lni¢itho plodu a 6 vajicek v buiikkach plodu trubciho
(Rosenkranz et al., 2010).

Infikovany plod ztraci na hmotnosti, dospélé vcely, které byly infikovany béhem
larvalniho vyvoje, ziji po kratsi dobu. Dospélé infikované vcely maji zhorSenou
schopnost neasociativniho uceni a zhorSenou schopnost navigace. Klestik vceli je také
pfenase¢ mnoha virt. Pravé v dasledku pfidruzenych virovych infekci dochazi
k rapidnimu poklesu véel ve véelstvu i ztraté Cisticiho pudu (Rosenkranz et al., 2010).

V ramci obrannych reakci je dilezity grooming. Vcely Cisti samy sebe, ale 1 dalsi
jedince. Dokud neni vcelstvo pfili§ oslabené, projevuje se také cCistici pud. Vcely
odstranuji infikovany plod. Tento proces neznamena thyn parazita, narusi to vsak jeho
reprodukéni cyklus a prodlouzi foretickou fazi, béhem které muze byt ze vcelstva

odstranén v ramci groomingu (Rosenkranz et al., 2010).

2.3.2.2 Nosematoza

Nosematoza je zpusobena mikrosporidii hmyzomorkou véeli (Nosema apis), v Evropé je
také rozsitrena Nosema ceranae (Fries, 2010). Je to parazit napadajici travici trakt, jelikoz
vcela miize spolknout spory pii vyklizeni vykalll z infikované buiiky. Zkracuje délku
Zivota a stoji za zvySenim mortality v zimnim obdobi. Pfi napadeni krmicek dochazi
ke snizeni aktivity hltanovych zlaz (Webster et al., 2004).

Mechanismus infekce je zaloZen na uvolnéni polového vldkna, které vy¢€niva z klicici
spory. VIadkno silou pronikne do bunky hostitele, diky ¢emuz se do buiiky dostava take

sporoplasma, parazit se zde mnozi, az dokud nedochazi k uvoliovani spor (Fries, 2010).

2.3.2.3 Trypanosomy

Trypanosomy jsou jednobunécni eukaryoticti bic¢ikoviti parasité bezobratlych, obratlovcl
1 rostlin. Trypanosomy infikujici hmyz prozivaji sviij Zivotni cyklus jen v rdmci jednoho
hostitele. Napadaji zadni stfevo a interaguji s buiitkami hostitele. Bi¢ikem se pfipevni
na sténu stieva, ¢imz zpusobuji poSkozeni bun¢k (Strobl et al., 2019). Napadeni témito

parazity spousti signalni drahy, u vcel je prokazatelna produkce defensinu 2 (Schwarz &
Evans, 2013).
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2.3.3 Virové nakazy
Viry napadaji vSechna vyvojova stadia i vCeli kasty. Pfestoze se povétSinou jedna o skryté
infekce, mohou vyrazné ovlivnit zdravi véely, vCelstva a zkratit délku zivota. Mezi
nejcastéji se u veel vyskytujici vir patii virus deformovanych kiidel. Jedna se o jeden
Z mala vird, ktery se u vcely projevuje definovanymi symptomy, kterymi jsou scvrkla
kiidla, zmenseni téla a ztrata barvy u dospé€lych vc¢el. Napada také véeli plod (Chen &
Siede, 2007).

Mezi dalsi rozSifena onemocnéni patii virus pytlickovitého plodu. Napadd plod

v

i dospélce, nejnachylnéjsi jsou viak larvy staré dva dny. Sifeni viru nastava, jakmile dojde
k nakaze vcel, které vyklizi mrtvé larvy. Virové Castice se dostavaji do hltanovych zlaz,
¢imz kontaminuji potravu pro larvy. Zaroven mohou pfedat ndkazu jinym dospélym
vcelam béhem vymény potravy. Létavky pak virus roznasi kontaminaci pylu, ktery
sbiraji. Larvy se infikuji, pokud poziou potravu obsahujici virové ¢astice. Vir se v larveé
replikuje, coZ mé za nésledek kozovity vzhled kiize. Larvy pii vyjmuti z buniky vypadaji
jako vodou naplnény pytlik (Chen & Siede, 2007).

Pro kralovny je specificky vir ¢erné kralovny. Hojné se replikuje v kuklach,
coz zpusobuje ztmavnuti kukly a jeji thyn. Nasledné Cerna i sténa bunky. Do plodu se
dostava sekreci hltanovych zlaz kojicek. Vir mize infikovat i dé€lnice, vétSinou vSak
neprojevuji symptomy. Nékaza timto virem je spojena s dal§imi vcelimi parazity,
napt. klestikem véelim ¢i hmyzomorkou véeli (Chen & Siede, 2007).

Z hlediska imunitniho systému vcely v boji s virovou nakazou vyuzivaji jak
individualni, tak socialni imunity. Dochazi k aktivaci Toll, Imd i JAK-STAT signalni

dréhy. Jsou produkovany AmP jako napt. abaecin, apidaecin ¢i defensin. V ramci socidlni

imunity je nejdulezitéjsi Cistici pud (Chen & Siede, 2007).

2.4 Metody pouzivané pri studiu AmP

2.4.1 Sledovani genové exprese pomoci kvantitativni PCR v realném
case

Polymerazova fetézova reakce (PCR) slouzi k namnozeni genetické informace in vitro,
béhem kazdého cyklu se mnozZstvi DNA zdvojnasobi. Pro provedeni PCR je nutnd DNA
polymerasa (EC 2.7.7.7), uméle pfipravené DNA oligonukleotidové primery

atemplatové vlakno DNA. Reakce probihaji v termocykleru. Protoze se pracuje
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za vysokych teplot, je nutné pouzivat termostabilni DNA polymerasu. Pouziva se Taq
polymerasa, ktera je izolovana ztermofilni bakterie Thermus aquaticus. Pavodni
dvojvlakno DNA je denaturovano teplem a na konce jednotlivych vlaken jsou navazany
komplementarni primery. DNA polymerasa nasledné dokonci replikaci fetézce.
Po opétované denaturaci dochazi k opakovani celého cyklu (Madigan et al., 2018).

PCR reverzni transkripce slouzi pro zisk DNA z templatu mRNA. Vyuziva se enzymu
reversni transkriptasa (EC 2.7.7.49) pro ptevod informace z mRNA do ¢cDNA. Vzniklé
dvojvlakno sestavajici zmRNA a cDNA je nasledné hydrolyzovano RNasou H
(EC3.1.13.2) a dochazi kbéznému cyklu PCR. Kvantitativni PCR vyuziva
fluorescencnich prob, které se vazi na namnozené tiseky DNA a tim umoziuji jejich
kvantifikaci. Casto pouzivanym barvivem je SYBR Green, které se interkaluje
do dvousroubovice DNA a pouze navazané fluoreskuje (Madigan et al., 2018).

Kvantitativni PCR pouzil napt. Danihlik et al. (2018) pro stanoveni exprese gent
koédujicich apidaecin a abaecin v zadeCcich vcel pfi studiu vlivu pylu ve stravé vcel

na produkci AmP.

2.4.2 Enzyme-linked immuno sorbent assay

Enzym-linked immuno sorbent assay (ELISA) patii k imunochemickym metodam, kdy
je na molekulu antigenu & protilitku kovalentné navazan enzym. Casto se jedna
o0 peroxidasu (EC 1.11.1.7), alkalickou fosfatasu (EC 3.1.3.1) ¢&i B-galaktosidasu
(EC 3.2.1.23). Piislusné enzymy katalyzuji pfeménu specifickych substrati za tvorby
stanovitelnych barevnych produktl. Existuje n¢kolik typl této metody, casto pouZivana
je sendvi¢ova ELISA (Madigan et al., 2018).

Na pocatku sendvicové ELISA je imobilizovana protilatka na podkladu. Po pfidani
vzorku dochdzi k navazani antigenu na protilatku. Po inkubaci a promyti, pfi kterém je
odstranén nenavazany antigen, je pfidana dalsi protilatka, na kterou je navdzan enzym.
Nakonec je pfidan substrdt a navazany enzym katalyzuje ptislusnou reakci. Silnéjsi
zbarveni indikuje vétsi pritomnost antigent ve vzorku (Aydin, 2015).

Tato metoda byla pouZita napf. ke stanoveni defensinu v matefi kaSicce pfi vyvijeni

novych kritérii pro hodnoceni medu (Bilikova & Simuth, 2010).
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2.4.3 Extrakce na pevné fazi

Pti extrakci na pevné fazi (SPE) se vazi slozky vzorku na tuhy sorbent. Miize se vazat
analyt s tim, Ze ostatni molekuly se na sorbentu nezachyti, nebo naopak dojde nejdiive
k eluci analytu. Sorbent mtze byt polarni, nepolarni a zaroven muze byt modifikovan
pro vazbu kationtti ¢i aniontli z roztoku. Po naneseni vzorkl a zadrzeni analyti dochazi
k promyvani pro odstranéni necistot. Nakonec je jinym rozpoustédlem eluovan i analyt.
Tato metoda slouzi obecné k precisténi a zakoncentrovani vzorku (Zaruba, 2016).

Pro precisténi vzorku AmP Ize pouzit slabou kationtovou vyménu na reverzni fazi,
napi. WCX Oasis (Waters, Milford, USA). Sorbent je polymerni reverzni faze a jsou
naném navazany zdporné¢ funkéni skupiny, které elektrostaticky interaguji
S kationtovymi peptidy ve vzorku. Po naneseni vzorku nésleduje promyvéni,
hydrogenuhli¢itanem sodnym muizeme vymyt kyselé slozky, methanolem slozky

neutralni, a nakonec acetonitrilem pozadované peptidy (Danihlik et al., 2014).

2.4.4 Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
Kapalinovéa chromatografie (LC) je separacni metoda zaloZend na dé€leni analytu mezi
mobilni fazi (MF) a stacionarni fazi (SF). Pii provadéni této metody dochézi k nastiiku
malého mnoZzstvi vzorku do proudu MF. Diky piisobeni slabych molekulovych sil dochazi
k interakci molekul analytu s molekulami MF i SF a pro kazdou slozku vzorku tak
dochdzi k ustanoveni rovnovahy mezi jeji frakci v SF a MF. Rovnovahu popisuje
distribuni konstanta. Pokud maji jednotlivé slozky vzorku rozdilné distribucni
konstanty, lze je separovat. Proudéni MF nasledné rovnovahu porusi a uvolni slozky
ze SF do MF. Ustanoveni a poruseni rovnovahy se neustile opakuje, a tak dochazi
ke zpozd'ovani pohybu slozek kolonou oproti MF. Slozky, které se SF interaguji silnéji
jsou déle zadrZzovany. Tak dochazi k postupnému rozdé€leni slozek. Ptistroj pro provadéni
chromatografie se nazyva chromatograf a jejim vystupem je chromatogram. Kvalitativni
udaj ziskame z reten¢niho Casu, ktery odpovida pozici maxima chromatografického piku.
Plocha piku odpovida mnozstvi analytu ve vzorku (Zaruba, 2016).

Pro analyzu peptidl se nejcastéji pouziva rozdélovaci kapalinova chromatografie se
systémem reverznich fazi (Vailkova, 1999). V tomto uspofadani dochazi k rozdé€leni
slozek mezi dvé kapalné faze, je nutnd jejich nemisitelnost, SF proto byva chemicky
vazana (nejcastéji se jednd o chemicky modifikovany silikagel) (Zaruba, 2016).

Na silikagelu jsou navazany alkyly o 4 az 18 uhlicich (SF je nepolarni). Dochazi tedy
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k hydrofobni interakci se slozkami vzorku. MF je polarni, jedna se o smés polarnich
rozpoustédel s vodou ¢i pufrem, kdy schopnost vymyvat vzorek z kolony (elu¢ni sila)
roste s klesajici polaritou (Vankova, 1999). Pfi provadéni analyz je cCasté spojeni
chromatografie s hmotnostni spektrometrii.

Hmotnostni spektrometrie (MS) je zaloZzena na rozdéleni iontd V plynné fazi
dle poméru hmotnosti a naboje. Spolu se separaci miizeme zaroven analyzovat ¢etnost
jednotlivych iontd. Vzorek =z chromatografické kolony (eluat) vstupuje nejprve
do iontového zdroje, kde dochazi k ionizaci neutralnich molekul (Zaruba, 2016). Jednou
z ioniza¢nich technik je ionizace elektrosprejem (ESI), ktera probiha za atmosférického
tlaku (Obr. 5). Eluat prochazi kapilarou, na kterou je vloZzeno vysoké napéti, diky kterému
se na vystupu z kapilary tvofi kapi¢ky nesouci ndboj. Pfi nasledném odpafovani
rozpoustédla dochazi ke zmenSovani kapicek, ¢imz se zvySuje hustota povrchového

naboje, az do uvolnéni molekularnich iontd (HolCapek, 1998).

rozprasovac

privod piivod plynu (Nz)
vzorku do rozprasovace
(Fizeno tlakem)

rozprasovam jehla pokryta
plynem z rozprafovade

/ strikaci Stit
vyhfivany susici plyn (N2)
|
A

-
\ ‘\ sklen&na kapiléra,

\ vnitini primér 0,5 mm

uzavér kapilary

-

rozprasovaci odpad
komora

Obr. 5: Schéma ESI. lonty vznikaji diky vysokému napéti, které je vloZeno na kapilaru (upraveno
dle materiald Bruker Daltonics, Némecko).
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Ionty jsou nasledné elektrostaticky urychleny a dostavaji se do separatoru. Pfi analyze
peptidi mizeme pouzit trojity kvadrupdl (tandemova MS) s analyzatorem doby letu
(TOF). V kvadrupdélovém separatoru je trajektorie iontli ovliviiovavana pusobenim
stejnosmérného a vysokofrekvencniho stfidavého napéti ptipojeného na 4 kovové tyce,
kdy sousedni ty¢e maji vzdy opacnou polaritu a tyée naproti sobé stejnou. lonty
prochazeji rozdilnou rychlosti na zékladé jejich hmotnosti a naboje. Nasleduje kolizni
cela, kde dochazi k fragmentaci iontd, které prosly prvnim separatorem. Po fragmentaci
vstupuji ionty do druhého kvadrupdlu (Zaruba, 2016). Pti nasledném prachodu TOF
dochazi k rozdé€leni iontl v Case v disledku rizné rychlosti, kterou se pohybuji trubici
0 znam¢ délce. Pokud maji dva ionty stejné nabojové ¢islo i totoznou pocatecni rychlost,
na detektor, ktery se nachdzi na konci trubice, dorazi nejdiive ten lehéi z nich (Volny,
2020). V detektoru se energie dopadajicich ionti méni na elektricky signal (Zaruba,
2016).

Propojeni LC a MS bylo pouzito napi. pro identifikaci a kvantifikaci apidaecinu 1

ve vzorcich tkani i hemolymfy ulovych vcel a 1étavek (Danihlik et al., 2014).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

- Agilent Technologies: ESI-L Low Concentration Tuning Mix

- Sigma-Aldrich: kyselina mravenéi (FA), kyselina trifluoroctova (TFA)

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Hmotnostni spektrometr Compact (Bruker Daltonics, Némecko)
HPLC systém UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Chlazena centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)

Kulovy mlynek Fast Prep FP120 (Thermo Electon Comporation, USA)
Lyofilizator (Gregor Instruments, Ceska republika)

Ultrazvukova lazen Elmasonic (Elma Schmidbauer GmbH, Némecko)
Vakuova odparka Concentrator (Eppendorf, Némecko)

Vortex (Stuart, UK)

3.1.3 Biologicky material
Vzorky lyofilizované v€eli hemolymfy byly dodany Skolitelem. Vcely, kterym byla
hemolymfa odebrana pochéazely ze 3 vcelstev (24, 27, 60) zijicich ve véeling v Kyvalce
(Ceska republika). Ze stejné oblasti pochazely také mladusky, jejichz hemolymfa byla
pouZita jako pozadi pro sestaveni kalibra¢ni sady (Danihlik et al., 2014).
Odbér hemolymfy probihal po dobu 4 mésici roku 2018:
- 20.6.2018
- 18.7.2018
- 20.8.2018
- 21.9.2018

Také vzorky casti vcelich t€l byly dodany Skolitelem a pochéazely ze vcelnice
z Kyvalky. Ulové véely, kterym byl stanoven apidaecin v hlavach nebo zadeécich byly
imunizovany vpichem PBS. Apidaecin byl také stanoven v hrudich vcel napadenych

klestikem véelim.

28



3.1.4 Synteticky pripravené AmP
Standardy apidaecinu 1B (&istota > 99 %) a isotopové [*Cs'°Ns] znadeného apidaecinu
1B (na C— konci; Cistota > 98 %) byly ptipraveny chemickou syntézou firmou Clonestar

Peptide Services (Brno, Ceska republika).

3.2 Metody

3.2.1 Hmotnostné spektrometricka analyza standardu apidaecinu 1B
primym nastrikem

1 umol-1?* roztok apidaecinu 1B v 0,1% TFA byl nasat do MS kapildry a proméien
pomoci MS (piimy néstiik, priitokova rychlost 100 pl-hod™).

3.2.2 Priprava kalibrac¢ni sady apidaecinu pomoci LC/MS

Pro ptipravu roztokt kalibra¢ni sady byly pouzity 4 vceli mladusky, které slouzily jako
matrice pro ptipravu kalibracni fady standardu apidaecinu (Danihlik et al., 2014), z kazdé
mladusky byly odebrany 2 pl hemolymfy. Hemolymfa byla nasledné lyofilizovana.
Pted ptipravou kalibra¢ni fady byla hemolymfa rozpusténa ve 100 ul 5% FA. Vialky byly
vortexovany, po dobu 5 minut sonikovany V ultrazvukové lazni a centrifugovany (4 °C,
16 100xg, 10 minut). Nasledné¢ byl supernatant piepipetovan do mikrozkumavky.
Do kazdé MS vialky bylo napipetovano 15 pl supernatantu. Standard apidaecinu 1B
i interniho izotopové znaceného standardu apidaecinu 1B byl pouzit v koncentraci
1 pmol-I™. Vysledné koncentrace standardu ve vialkach zobrazuje Tab. 1.

Tab. 1: Jednotlivé koncentrace apidaecinu v MS vialkach a mnozstvi v nastiiku do LC/MS.

Cislo vialky K_oncentrace ve Nastiik Mnozstvi v nastiiku
vialce [nmol-1?] [ul] [pmol]

1 5 5 0,025
2 10 5 0,050
3 20 5 0,100
4 50 5 0,250
5 100 5 0,500
6 150 5 0,750
7 200 5 1

8 300 5 1,500
9 400 5 2

10 600 5 3

11 800 5 4

12 1000 5 5

13 1500 5 7,500
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Koncentrace ve Nastiik Mnozstvi v nastiiku

Cislo vialky vialce [nmol-17] [ul] [pmol]
14 2000 5 10
15 2500 5 12,500
16 3000 5 15

Roztoky ve vialkach byly nasledné odpaieny na vakuové odparce (45 minut, 45 °C).
Poté byly standardy rozpustény ve 40 pul 0,1% TFA, vialky zavickovany a pouzity
pro LC/MS.

UHPLC separace byla provedena na koloné Kinetex 1,7 um EVO Cis, 100 A,
150%2,1 mm, Cig s ptedkolonou. Kolona byla umisténa do termostatu s teplotou 40 °C.
Mobilni faze byly (A) 0,5% FA ve vodé a (B) 0,5% FA v acetonitrilu. Separace byla
provedena s pritokovou rychlosti 0,2 ml-min? s gradientem: 0-3 min 2% B, 3-12 min
2-45% B, 12-14 min 45-95% B, 14-17 min 95% B, 17-18 min 95-2% B, 19-20 min
2% B (Dostalkova et al., 2021).

Data z MS byla ziskana pii nastaveni: hmotnostni rozsah 100-2800 Da, spektralni
rychlost 4 Hz, napéti koncové desky 500 V, napéti na kapilare 4500 V, tlak rozprasovace
2,5 bar, ptivod susiciho plynu 6 I'min™, susici teplota 200 °C, HPC interni kalibrace

mraven¢anem sodnym (Dostalkova et al., 2021).

3.2.3 Kvantifikace apidaecinu v hemolymfé alovych véel pomoci LC/MS
Pro stanoveni apidaecinu v hemolymf¢ byly pouzity vzorky lyofilizované hemolymfy
ze 3 vcelstev (24, 27, 60). V kazdém m¢ésici bylo ziskdno 5 mikrozkumavek, v jedné
mikrozkumavce se nachazely 2 pul hemolymfy z jedné vcely, celkové byla pro piipravu
jednoho vzorku odebrana hemolymfa 10 véelam.

Kazdy vzorek hemolymfy byl rozpustén ve 100 pl 5% FA. Vzorky byly nésledné
vortexovany, 5 minut sonikovany v ultrazvukové 1azni a centrifugovany (4 °C, 16 100xg,
10 minut). Do MS vialky bylo pipetovano 20,4 pl 5% FA, 10 pl rozpuSténého vzorku
a 9,6 pl interniho standardu. Vzorky byly nasledné proméfeny pomoci LC/MS, nastiik
S5l

3.2.4 Kvantifikace apidaecinu v télnich ¢astech ulovych vcel pomoci

LC/MS
Do mikrozkumavky byla vlozena 1zicka sklenénych kulicek. Do zkumavek byly pfidany

télni casti vcel (hlava, hrud’, zadecek). Bylo pfipraveno celkem 45 vzorki, vzorky
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obsahovaly vzdy 1, 2 nebo 3 téze télni Casti. VSe bylo pfipravovano v 5 biologickych
replikatech. Ke vzorkiim bylo ptidano 200 ul 0,1% TFA a vzorek byl homogenizovan
v kulovém mlynku (20 sekund pfi maximalni rychlosti). Ke v§em vzorkim bylo poté opét
pfidano 200 pl 0,1% TFA a homogenizace byla opakovana. U vzorkt s tfemi zadecky
prob¢hl proces ptridani 0,1% TFA a homogenizace jesté jednou, pro vzorky s dvéma
a ttemi hrud'mi dvakrat.

Vzorky byly nasledné centrifugovany (4 °C, 16 100xg , 10 minut), supernatant
piepipetovan do Cistych mikrozkumavek. Nasledné doslo k dalsi centrifugaci (4 °C,
16 100xg, 20 minut) a piepipetovani supernatantu. Supernatant byl poté zamrazen a ptes
noc lyofilizovan.

Pro LC/MS byly vzorky ptipraveny shodné se vzorky hemolymfy (3.2.3). Veskeré
zpracovani dat bylo provedeno pomoci softwarti Bruker Compass HyStar (Bruker, verze
5.0.37.0), DataAnalysis (Bruker, version 4.4) Compass otofControl (Bruker, verze 5.2)
a TASQ2.2 (Bruker Daltonics). Vyhodnoceni vysledkti bylo provedeno pomoci
Microsoft Excel 365 (Microsoft) a TIBCO Statistica (TIBCO Software Inc., verze
14.0.0). Data ziskana prométenim véeli hemolymfy byla otestovana na normalitu a dle
vysledku vyhodnocena statisticky pomoci testu ANOVA ¢i neparametrického testu

ANOVA (Kruskal-Wallis test).
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Hmotnostné spektrometricka analyza standardu apidaecinu 1B
primym nastrikem

Rizné nabojové stavy apidaecinu byly viditelné na hmotnostnim spektru zméteném
pfimym nastiikem do zdroje (Obr. 6), 1x nabity peptid se ve spektru nevyskytuje,
nejintenzivngjsi je ion 3X nabity. Pik s m/z 352,342 odpovida nizkomolekularni latce,
ktera predstavuje necistotu pravdépodobné z procesu vyroby. Namétené hodnoty m/z
odpovidaji teoretickym hodnotam vychézejicim z monoisotopové molekularni hmotnosti
apidaecinu (2107,16 Da) (Tab. 2).

Vypocet pro 2x nabity API:

Mapidaecin = 2107,16 Da

MI"H+ = 1,01
m M, in+ 2 -Mrg+ 2107,16 +2-1,01
g apidaecin H — — 1054'59
Z 2 2
Tab. 2: Teoretické hodnoty m/z pro apidaecin.
Stupen ionizace m/z
1x 2108,17
2X 1054, 59
3% 703,39
4x 527,80
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Obr. 6: MS spektrum nabojovych stavu standardu apidaecinu.

Isotopova spektra jednotlivych iontl ukazuji, ze nejvice zastoupeny je peptid,

ve kterém se vyskytuje jeden izotop 3Cs (Obr. 7).

Intens. | N apidaecin 1b000001.d: +MS, 0.3min #35
x105 -
703.7335
3+
67 703.4000
3+
704.0671
4
704.4021
2
3+
704.7348
3+
705.0658
0 T T T T T T T T T T T
703.25 703.50 703.75 704.00 704.25 704.50 704.75 705.00 705.25 705.50 nyz

Obr. 7: Isotopové MS spektrum 3 X nabitého apidaecinu.
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4.2 Stanoveni reten¢niho ¢asu apidaecinu 1B
Po nastiiku standardu apidaecinu byl stanoven retenéni Cas, pii némz dochazi k eluci
peptidu z kolony Kinetex 1,7 um EVO Cis, 100 A, 150x2,1 mm, Cas s piedkolonou
pii danych chromatografickych podminkach. Na chromatogramu ziskaném proméfenim
apidaecinu pomoci UHPLC je zobrazen reten¢ni ¢as apidaecinu 6,60 minut (Obr. 8).
Dle ziskaného chromatogramu je patrné, ze se apidaecin eluuje v mirné chvostujicim
piku. Pro zjisténi stability retencniho ¢asu byly ur€eny primérné retencni Casy apidaecinu
pii méteni kalibracnich roztoki, vzorkii hemolymfy a vzorkli homogenata télnich casti
(Tab. 3). Nejblize ¢asu 6,60 minut je prumérny retenéni Cas standardu apidaecinu,
retencni Casy apidaecinu z biologickych vzorkti se mirné odliSuji napt. v dasledku
matricovych efektl. Ofekavana variabilita retencnich €asti pfi analyze pomoci LC se
pohybuje okolo + 0,02-0,05 minut. Pfi analyze napf. proteinti v§ak muize byt variabilita
jesté vetsi. Pti provadéni LC na reverzni fazi je jednim z nej€astéjSich diivoda variability
retencnich ¢ast zména koncentrace organického rozpoustédla v mobilni fazi. Také zména
teploty kolony muze vést kK proméné retenc¢niho Casu, udava se, ze zména teploty o 1 °C
muze vést ke zméné retencniho asu o az 2 %. V ptipad¢ separace ionizovatelnych skupin
ma vliv na reten¢ni €as také hodnota pH mobilni faze. V ramci studii byla pti zméné pH
0 0,2 jednotky zjisténa zména retencniho ¢asu odpovidajici zméné teploty o 10 °C. Zmény
muze zpusobit také rozdilna prutokova rychlost a mixovani mobilnich fazi pfi separaci
v gradientu mobilnich fazi (Dolan, 2014). Rozdily v reten¢nim ¢ase pfi provadéni analyzy

apidaecinu tedy odpovidaji predpokladané variabilité.

Intensé | Cal_9_100nM S API_dilTFA_SulLoad_RB1_1_4670.d: EIC 528.0577£0.05 +All MS
x10

0 - T T Y r — r
0 2 4 6 8 10 12 14 Time [min]

Obr. 8: Chromatogram standardu apidaecinu 1B.
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Tab. 3: Srovnani reten¢nich ¢asti apidaecinu v jednotlivych métenych vzorcich. n vyjadiuje
pocet proméienych vzorkli daného typu.

Vzorky Retenéni ¢as [min]
Kalibranty (n = 16) 6,61 + 0,02
Hemolymfa (n = 51) 6,64 + 0,03
Télni ¢asti (n = 26) 6,66 + 0,02

4.3 Priprava kalibraéni sady apidaecinu pomoci LC/MS
Kalibra¢ni kiivka vyjadiuje zavislost koncentrace standardu apidaecinu na intenzité

signalu (Obr. 9). Linearni zavislost vyjadiuje rovnice y = 0,7948x + 83,25 s koeficientem
determinace R? = 0,98804.

7| Apidaecin® 4+ linear (0.7948¢ + 8325) (R*: 098804) ( RF 169.93)

w
L

Signal (relative peak area)

— T T T T — T T L B e e e e L s e e e e e LA B s e e
o 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 nmol/l
Concentration

Obr. 9: Kalibraéni ktivka apidaecinu. Jednotlivé kalibranty zobrazuji zelena kolecka.
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4.4 Kvantifikace apidaecinu v hemolymfé ulovych véel pomoci LC/MS
Vysledky méfeni apidaecinu v hemolymf¢ v¢el ukazuji ménici se koncentraci apidaecinu
v pribéhu 4 mésicti (Obr. 10). Nejvyssi koncentrace apidaecinu byla zaznamenana
u véelstva 27 v ramci zatijového odbéru. Naopak nejmensi koncentrace apidaecinu lze
pozorovat u vcelstva 25 v ramci odbéru srpnového. Statistickym vyhodnocenim nebyly
v m¢sici ¢ervnu detekovany rozdily v koncentracich apidaecinu mezi véelstvy (Kruskal—
Wallis ANOVA, p = 0,403), stejné tak v mésici Cervenci (Kruskal-Wallis ANOVA,
p = 0,482), srpnu (Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,261) a zafi (Kruskal-Wallis ANOVA,
p = 0,406).

Koncentrace apidaecinu byla méfena na vzorku nahodné vybranych vcel
z experimentalnich veelstev, ve vzorcich se nachazela hemolymfa ulovych vcel rtizného
veéku. Vcely byly odebirany z plodisté, jeden vzorek obsahoval hemolymfu odebranou
10 vcéelam. Ackoliv je prokézano, ze vnéjsi podminky (klimatické podminky, biotické
faktory, dostupnost potravy) ovliviiyji hladiny AmP, provedend meéteni rozdily
neprokdzala. Zmény vSak prokazala napft. studie Danihlika et al. (2018), ve které byl
studovan vliv slozeni potravy na produkci AmP.

Variabilita v koncentracich mtze byt také zptsobena ptitomnosti v¢el rizného staii
v jednom vzorku. Cerstvé vylihnuté véely nejsou schopné intenzivni humoralni imunitni
odpovédi ve srovnani se star§Simi vcelami, u téchto vcel tedy nelze ocekéavat vyssi
koncentrace apidaecinu. Dle studie publikované Danihlikem et al. (2014) se koncentrace
apidaecinu v hemolymfg tlovych véel pohybuije ptiblizné do 20 ng-pl™, tomu odpovidaji
1 namé&fené hodnoty. Vyssi hodnoty koncentrace miizou znamenat stimulaci imunitniho
systému, napf. mikrobialnim patogenem. Dle téchto poznatkl Ize napt. pfedpokladat, Ze
pii srpnovém odbéru hemolymfy ze véelstva 25 byla hemolymfa odebrana spiSe mlad$im
vcelam, zatimco pii zarijovém odbéru z véelstva 27 vCelam starSim.

Vlivem mnoha faktord se vS§ak neméni pouze koncentrace apidaecinu v hemolymfg,
ale také genova exprese. Studie Dostalkové et al. (2021) prokazala niz$i relativni genovou
expresi apidaecinu zimni generace vcel oproti generaci letni. Pfi imunizaci PBS vSak
relativni genova exprese apidaecinu nevykazovala mezi generacemi statisticky vyznamné
rozdily, stejné jako v pfipadé inokulace vcel bakterii, kdy vsak doslo k vyssi genetické
expresi u zimni generace vcel. V1iv na genovou expresi ma také slozeni potravy (Danihlik
et al., 2018). Zajimavym bylo zjisténi Chaimanee et al. (2012), kdy relativni genova

exprese apidaecinu klesala 3 az 6 dni po inokulaci hmyzomorkou véeli.
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Obr. 10: Namétené koncentrace apidaecinu v hemolymf€, n vyjadiuje pocet biologickych

opakovani.
4.5 Kvantifikace apidaecinu v télnich ¢astech ulovych vcel

4.5.1 Véely imunizované vpichem PBS

Vysledky stanoveni mnozstvi apidaecinu Vv télnich castech tlovych vcel zobrazuji
rozdilna mnozstvi apidaecinu v télnich ¢astech (Obr. 11). V obou télnich ¢astech byl
apidaecin detekovan a stanoven, coz znaci produkci AmP po imunizaci. VEtSi mnoZzstvi
apidaecinu bylo naméteno v zadeccich, to vSak souvisi také s rozdilnou velikosti danych
télnich ¢asti. Zde byla ur¢ena hmotnost apidaecinu na jednu télni ¢ast, jako napft. ve studii
Danihlika et al. (2014). Je vSak také mozZné kaZzdou télni ¢ast zvazit a uvadét mnozstvi
apidaecinu v 1 mg t€lni ¢asti, napf. jako ve studii Danihlika et al. (2018).

Stanovenim byla prokdzana moZnost zpracovavat télni tkdné vcel a stanovovat
apidaecin pfimo z jejich homogenati, a to bez nutnosti precisténi vzorku (napf. pomoci
SPE). Pii odebirani hemolymfy je tieba delsiho kontaktu se véelami, v piipadé€ zpracovani

télnich casti vSak staci pouze zpracovat zamrazené vzorky v laboratofi. Vyhodou je také
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moznost zpracovavat vzorky v pribéhu celého roku a analyzovat tak napt. vzorky letnich
véel béhem zimy. Pro homogenizaci postac¢i pomémné levna 0,1% TFA arychle
proveditelna homogenizace v kulovém mlynku. Oproti zpracovani hemolymfy je vSak
prace v laboratofi prodlouzena o nutnost dvojnasobné centrifugace pro oddéleni vSech
pevnych slozek a necistot. Prestoze vzorky pochdzi zbohaté biologické matrice,
naméfené retencni Casy se neliSily od retencnich ¢ast standarda (viz Tab. 3).

Pfitomnost apidaecinu v hlavi¢kach byla prokazana také studii Houdeleta et al. (2022).
S pozitim metody MALDI (laserova ionizace za ucasti matrice) imaging byla
zaznamenana vysoka koncentrace apidaecinu v hlavickach vcel po podani spor

hmyzomorky, stejné jako napft. royalisinu.

140

120 + e

100 ¢

80

60

40 |

Mnozstvi apidaecinu na télni ¢ast [ng]

20 +

— I

Hlava Zadecek

TélIni East
— Median
[125%-75% T
0O Odlehlé hodnoty
Obr. 11: Naméfena mnozstvi apidaecinu v télnich ¢astech ulovych vcel po imunizaci PBS,

n vyjadiuje pocet biologickych opakovani.
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4.5.2 Vcely po silném napadeni kleStikem véelim

Stanoveni apidaecinu v hrudich ulovych vcel napadenych kleStikem vcelim zobrazuje
vliv roztoCe na véeli imunitni systém (Obr. 12). Nelze provést piimé srovnani mezi
mnozstvim apidaecinu v hrudich infikovanych a zdravych véel vzhledem k neprométeni
kontrolni skupiny sestavajici se ze vCel zdravych. Pii srovnani napt. se starSi publikaci
vSak naméfené mnozstvi apidaecinu piesahuje mnozstvi ve zdravych ulovych vcéelach
(Danihlik et al., 2014), coz znaci stimulaci imunitni odpovédi roztocem.

Jednalo se o pilotni méfeni pro ovéfeni moznosti stanoveni apidaecinu v homogenatu
vceli tkané. Ptestoze je hrud’ pomérn¢ velka télni cast, podafilo se ji homogenizovat
nékolika ptidavky 0,1% TFA a homogenizaci v kulovém mlynku. Stejné jako v ptipadé
jinych télnich ¢asti ptipravu vzorkl prodluzuje pouze nutnost dvojndsobné centrifugace.

Apidaecin se vSak podafilo stanovit i bez potieby vzorek dale piecistovat.

260

240 ¢
220 ¢
200 t
180 &
160 |
140
120 ¢
100
80

Mnozstvi apidaecinu na hrud' [ng]

60 r
40 ¢
20 + A

0

Hrud

O Prumér
T Pramér + 0,95 interval spolehlivosti
A Vzorky

Obr. 12: Naméfena mnozstvi apidaecinu v hrudich ulovych vcel napadenych klestikem vcelim,
n vyjadiuje pocet biologickych opakovani.

Vzhledem k Gspé€$nému stanoveni je mozné pokracovat ve vyzkumu véeliho
humoralniho imunitniho systému ve spojitosti s klestikem véelim. Bylo by mozné napf.
pozorovat vliv klestika véeliho na produkci AmP v jednotlivych télnich ¢astech. Klestik

véeli parazituje primarné na zadecku, kde se zivi tukovym télesem vcely, jak bylo
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stanoveno ve studii Ramseyho et al. (2019) pomoci transmisni elektronové mikroskopie
s vyuzitim fluorescen¢niho znaceni. AmP vSak byly detekovany a stanoveny také
Vv hlavéch vcel ve studii Houdeleta et al. (2022), zde vSak byly v€ely imunizovany jinym
parazitem a byla pouzita metoda MALDI imaging. Pouziti jedné metody pro stanoveni
AmP v télnich ¢astech by tak mohlo vice pfiblizit charakter infekce klestikem vceli

a imunitni odpovédi.
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S Zavér

- Byla zpracovana literarni reSerSe o imunitnim systému vcely medonosné se
zamétenim na socidlni hmyz a véelu medonosnou

- Byla zpracovana literarni reserSe o fyziologickych zménach béhem vyvoje hmyzu
s preménou dokonalou se zaméienim na zmény v reaktivité imunitniho systému

- Byl zpracovan piehled vcelich patogenti a jejich vliv na imunitni systém vcel

- Byla stanovena koncentrace apidaecinu ve v¢eli hemolymf¢ a mnozstvi apidaecinu

V télnich ¢astech veel po imunizaci
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7 Seznam pouzitych symbolii a zkratek

AmP
BGRP
cDNA
DAP
DREDD
ELISA
FA
FADD
G-

G+
GOX
Imd
JAK-STAT
LC
LGRP
LPS
MALDI
MF

MS
NF-xB
PCR
PGN
PGRP
PO
proPO
PRR
PXDN

RNAI
SF
SiRNA
SPE

antimikrobialni peptid/y

B-1,3-glukan rozpoznévajici receptory
komplementarni DNA

diaminopimelova kyselina
FADD-death-related ced-3/Nedd?2 protein
enzym-linked immuno sorbent assay
kyselina mravenci

Fas-asociovany protein s doménami smrti
Gram — negativni

Gram — positivni

glukosaoxidasa

draha imunitni nedostate¢nost

Janus kinasa—ptevodnik signalu a aktivator transkripce

kapalinova chromatografie
lipopolysacharidy rozpoznavajici proteiny
lipopolysacharidova vrstva

laserova ionizace za i¢asti matrice
mobilni faze

hmotnostni spektrometrie

transkrip¢ni faktory kappa B
polymerasova fetézova reakce
polymericky peptidoglykan
peptidoglykan rozpoznavajici proteiny
fenoloxidasa

profenoloxidasa

patogen rozpoznavajici receptory
peroxidasin

kvadrupdlovy analyzator

drdha RNA interference

stacionarni faze

malé interferujici RNA

extrakce na pevné fazi
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Spe Spétzle processing enzym

TAB2 TAK1-asociovany vazany protein

TAK1 aktivacni kinasa transformujiciho ristového faktoru beta
TFA kyselina trifluoroctova

TOF analyzator doby letu

UHPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
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