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Abstrakt

Tato bakalafskd prace se zabyva studiem imunitniho systému hmyzu s konkrétnim
zaméfenim na imunitni priming. Imunitni priming je jednim z malo prozkoumanych
mechanismua imunity hmyzu i pfesto, Ze pro nékteré druhy je tento proces zivotné dilezity.
Hmyz patfi mezi bezobratlé zivoCichy a nedisponuje tak ziskanou neboli adaptivni
imunitou. Diky tomu neni schopen vytvaret protilatky a dlouhodobé se branit proti
napadani patogeny. Imunitni priming je relativné noveé objeveny proces. Jde o vytvareni
kratkodobé (az 22 dni) imunitni paméti, jejiz obranné mechanismy jsou realizovany
bunécnou, a predevSim humoralni imunitou. Hlavni myslenkou této prace je vyzkum
sekretu hltanovych zlaz vcely medonosné — matefi kaSicky. Matefi kaSicka vyrazné
ovliviiuje spravny vyvoj larev a slouzi jim nejen jako potrava, ale zajiStuje larvam i
CasteCnou ochranu pied patogeny a parazity. Diky jejim antimikrobidlnim vlastnostem
zvySuje sterilitu bunky, kde se larva nachazi. Zaroven se spekuluje také o moznosti, ze
matefi kasicka slouzi jako transportni médium fragmenti mikrobi pfi imunitnim primingu.
Cilem této prace je blize osvétlit vyznam matefti kasicky ve vyvoji larev, dale pivod jejich
antimikrobialnich vlastnosti, zapojeni do mechanismu imunitniho primingu, a nakonec
porovnat vysledky analyzy matefi kaSicky larev v rozdilnych vyvojovych stadiich.

Prakticka Cast této bakalarské prace se zabyva proteinovou analyzou matefi kaSicky
odebrané larvam riznych vyvojovych stadii pomoci tii metod — Bradfordové metodé, SDS-
PAGE a metodé Western blot. Pomoci Bradfordovy metody byl zjistén celkovy obsah
proteintl ve vzorku a nasledné i obsah proteinti na mikrogram matefi kasicky. Pomoci SDS-
PAGE byly tyto proteiny separovany v elektrickém poli podle molekulové hmotnosti a diky
poznatkiim z predchozich vyzkumi bylo mozné proteinové slozeni odhadnout. Metodou
Western blot byla v matefi kaSi¢ce zjiStovana piitomnost AmP (royalisinu,
hymenoptaecinu a abaecinu) a proteinu vitellogeninu. Diky této metodé byla poprvé

vylou€ena piitomnost vitellogeninu v matefi kasicce, coz bude hrat dulezitou roli pii



objasfiovani mechanismu imunitniho primingu u v€ely medonosné. Déle nebyla prokazana
ptitomnost AmP hymenoptaecinu a abaecinu. Naopak bylo dokézano, ze AmP royalisin se
v matefi kaSicce vyskytuje. Tato informace tak hraje zasadni roli pti vyzkumu vlastnosti
matefi kasicky.

Data ziskana v ramci této bakalafské prace mohou byt zakladem pro dalsi a presnéjsi
vyzkum této problematiky. Vhodnym navazanim by mohla byt pfesna identifikace
proteinového slozeni mateti kaSicky pomoci hmotnostni spektrometrie. Pro vyssi
prukaznost zmén proteinového slozeni by bylo vhodné pouzit vyssi pocet vzorki

s rovnomérnym zastoupenim larev ve vyvojovych stadiich.
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Abstract

This bachelor thesis deals with the study of the insect immune system with a specific focus
on immune priming. Immune priming is one of the understudied mechanisms of insect
immunity despite the fact that this process is vital for some species. Insects are
invertebrates and thus do not possess acquired or adaptive immunity. As a result, it is
unable to produce antibodies and defend itself against pathogen attack in the long term.
Immune priming is a relatively newly discovered process. It involves the formation of a
short-term (up to 22 days) immune memory, whose defence mechanisms are implemented
by cellular and, above all, humoral immunity. The main idea of this work is the
investigation of the secretion of the pharyngeal glands of the honey bee - royal jelly. Royal
jelly significantly influences the proper development of larvae and serves not only as food,
but also provides the larvae with partial protection against pathogens and parasites. Thanks
to its antimicrobial properties, it increases the sterility of the cell where the larva is located.
It is also speculated that royal jelly serves as a transport medium for microbial fragments
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royal jelly in larval development, the origin of its antimicrobial properties, its involvement
in the immune priming mechanism, and finally to compare the results of royal jelly
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The practical part of this bachelor thesis deals with the protein analysis of royal jelly
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to the knowledge from previous studies. The presence of AmP (royalisin, hymenoptaecin

and abaecin) and vitellogenin protein was detected in royal jelly by Western blotting. With



this method, the presence of vitellogenin in royal jelly was excluded for the first time,

which will play an important role in elucidating the mechanism of immune priming in the

honey bee. Furthermore, the presence of AmP hymenoptaecin and abaecin was not

demonstrated. In contrast, AmP royalisin was shown to be present in royal jelly. This

information thus plays a crucial role in the investigation of royal jelly properties.

The data obtained in this bachelor thesis can be the basis for further and more precise

research on this subject. A suitable follow-up could be the accurate identification of the

protein composition of royal jelly by mass spectrometry. For higher conclusiveness of

changes in protein composition, it would be advisable to use a higher number of samples

with an even representation of larvae in the developmental stages.
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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

e Pripravit literarni piehled poznatkli o imunitnim primingu hmyzu.

e Zpracovat literarni reserSi o0 mechanismu imunitniho primingu v rdmci generace
1 mezigeneracné.

e Zpracovat literarni reserSi o imunitnim primingu skrz potravu ¢i pienos
patogentl.

Prakticka cast:

e Vyvinout a optimalizovat metody analyzy potravy v¢ely medonosné



1 UVOD

Hmyz je mimoradné€ uspésna a rozmanita skupina zivo€ichu, ktera obyva téméf v§echna
stanovi$§té a ekosystémy na Zemi (Leonardi et al., 2012). Hmyz hraje zéasadni roli v
opylovani kvetoucich rostlin, v produkci hedvabi a v ne€kterych spole¢nostech muaze byt
také zdrojem potravy. Hmyz je také velkou pfi¢inou ztrat na urod¢ a plytvani potravinami
a je vyznamnym pienaseCem infekcnich nemoci (napt. malarie, horeCky dengue nebo
nemoci zika), které zpusobuji vysokou miru nemocnosti a umrtnosti zejména
v rozvojovych zemich (Purcell & Almeida, 2004). Uspéch hmyzu byl diive piiitan jejich
rychlym reprodukénim cyklim, jejich relativné kratkému zivotnimu cyklu a jejich
schopnosti rychle se adaptovat na zmény v prostredi (Purcell & Almeida, 2004). Nedavny
vyzkum vSak upozornil na jejich vysoce efektivni imunitni reakci chranici je pred
patogeny (Downes, 1965). Imunitni systém hmyzu se sklada z propojenych bunéénych a
humoralnich reakci, které rychle identifikuji a zni¢i invazni patogeny (Ratcliffe, 1985;
Vilmos & Kurucz, 1998). Bunécna imunitni reakce je zprostfedkovana hemocyty, které
mohou fagocytovat a zabijet patogeny nebo zachytavat velké patogeny (napt. vajicka
parazitickych vos) a imobilizovat je (Boman & Hultmark, 1987).

Pfi zkoumani hmyzi imunity jsou velmi dalezitym hmyzem naptiklad vcely. Vcela
medonosna je uziteCny hmyz, ktery pfispiva svou opylovaci sluzbou k zemédelské
produkci. Snizeni populace vcely medonosné, by se mohlo projevit na nedostatecné
produktivité pestovanych plodin, a tudiz i k omezen€jsi produkci potravin. Na druhou
stranu je nutné fict, ze rostliny jsou opylovany 1 jinymi v€elami a dal§$im hmyzem, ktery
do urcité miry muze véelu medonosnou zastoupit. Nejen dostate¢na uroda, ale také vceli
produkty, jako je med, propolis, vosk nebo matefi kaSicka, by byly méné dostupnym
zbozim, pokud by doslo k poklesu poctu chovanych vcelstev.

Z divodu ohrozeni vcel riznymi biogennimi a abiogennimi stresovymi faktory,
nartista na vyznamu vyzkum imunity vCel. Velstva jsou Casto napadana parazity nebo
mikroby a v naprosté vétsiné piipadd je velar nucen vcelstvo zlikvidovat, aby predesel

dalSimu Sifeni.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Imunitni systém hmyzu

Hmyz je velmi uspésna a rozsahla tfida bezobratlych zivocichi, mezi které patii miliony
druht a Ziji ve své podstaté v témér kazdém misté nasi planety. Bezobratli zivoCichové
maji obecné vzato jednodussi imunitni systém, nez maji obratlovci (Hoffmann &
Reichhart, 2002). Ti maji na rozdil od bezobratlych pro boj s patogeny a parazity dve
zbrané. Prvni zbrani je imunita vrozena. Ta odpovida na nakazu rychle, ale nikdy cilen¢.
Prikladem muze byt likvidace cizorodych bunék makrofagy. Druhou zbrani je imunita
ziskana nebo jinak specificka. Pod tento typ imunity spadaji u¢innéjsi, a také specifictéjsi
latky a mechanismy. Tyto buiiky navic vytvari imunitni pamét, diky ¢emuz protilatky
rozpoznaji a zniCi patogena ¢asto diive, nez stihne propuknout nakaza.

Za specifické imunitni reakce jsou u obratlovci zodpovédné prevazné lymfocyty a
funk¢ni imunoglobuliny (Hernandez Lopez et al., 2014). Ty u hmyzu zcela chybi, proto
vyvstava otazka, jaky je mechanismus obranyschopnosti téchto zivocichu.

Presto, ze nebyly u bezobratlych zivocicht nalezeny vySe zminéné burnky ani latky
zodpovédné za reakce ziskané imunity u obratlovca byly u nékterych druhti bezobratlych
(pfedevsim hmyzu) pozorovany imunitni reakce, které se podobaly jiz diive zminéné
Limunitni paméti“. Tyto imunitni odpovédi naznacovaly specifitu a byly relativné dobie
cilené (Sadd & Schmid-Hempel, 2006, Schmid-Hempel, 2005).

V boji proti patogenum uplatiiuje hmyz nékolik zasadnich obrannych linii. Prvni
prekéazkou je fyzikalni bariéra tzv. kutikula. Dal$i linii je bunécné imunita, nasledovana
posledni tzv. humoralni imunitou. Obé skupiny zahrnuji vrozené imunitni reakce
(Danihlik et al., 2015). Tyto tfi stupné obrany se fadi do individualni imunity hmyzu.
Existuje vSak 1 hmyz, ktery je charakteristicky svym sdruzovanim do kolonii. Takovy
hmyz oznacujeme jako socialni. Pfikladem muze byt v€ela medonosna, na kterou se budu
v této praci zameétrovat. Socidlni hmyz se sdruzuje v relativné malém prostoru, kde
dochazi k ¢astému kontaktu mezi jedinci, napfiklad pfi komunikaci, pfedavani potravy
nebo pii péci o potomstvo. Aby se zabranilo rychlému predavani pfipadné nakazy,
vybudovala si jednotliva spoleCenstvi fadu navyka a vzorct chovani pro udrzovani Cistoty

v kolonii, kterym fikame socialni nebo spolecenska imunita (Meunier, 2015).



2.1.1 Fyzikalni bariéra

Vnégjsi fyzikalni bariera hmyzu je tvofena tvrdou sklerotizovanou kutikulou pokryvajici
télo a pruznéjsi kutikulou, ktera vystyla tracheje a zazivaci trakt. Je pfirozenou bariérou
proti mnoha mikroorganismiim a houbam (Siva-Jothy et al., 2005). Existuje vSak fada
organismu, ktefi jsou schopni produkovat enzym chitinasu (EC 3.2.1.14) degradujici
chitin. Tim penetruji vnéjsi kutikulu hmyzu. Vétsi odolnost pred poskozenim kutikuly je
zajisténa vrstvickou vosku na povrchu. Nejnachylnéj§imi misty pro penetraci je dychaci
soustava a spojeni mezi jednotlivymi ¢lanky hmyziho téla (Nation, 2021). Dychaci
soustava hmyzu je tvofena trachejemi neboli vzdusnicemi. Jsou to kanalky, které pfimo
zasobuji tkané€ vzdusnym kyslikem. Sténa tracheji je velmi tenka a pro organismus, ktery
se se vzduchem dostane na jeji povrch, je velmi snadné skrze ni proniknout.

Hmyz je také Casto napadan mikroorganismy v potravé. Na povrchu stény piedniho a
stfedniho stfeva je tenka chitinova vystelka, ktera chrani stfevni epitel pred nakazenim.
Stiedni stfevo je ale zranitelnéjsi, proto se na jeho povrchu nachazi jesté neptiléhava
peritrofickda membrana jako dalsi ochranny prvek. Tato membrana je slozena z chitinu a
proteint. Chrani kartaCkovy povrch stiedniho stfeva nejen pred ostrymi kousky potravy

ale 1 pfed nebezpecnymi mikroorganismy (Lehane, 1997).

2.1.2 Bunéc¢na imunita

Reakce bunécné imunity jsou iniciovany obvykle epitelialnimi burikami pod kutikulou,
hemocyty v hemolymf¢€, buitkami tukového teliska a epitelidlnimi buiikami vystylajici
stteva bezprostiedné po proniknuti patogena. Cizi objekt je nasledné napaden a
zlikvidovan (Tan et al., 2013).

Mechanismus imunitni reakce na bunécné urovni je nasledujici. Po rozpoznani
patogena a iniciaci k imunitni odpovédi, ktera byla zminéna v pfedchozim odstavci, se
nastartuje proliferace hemocytu. Ty jsou ve zvySeném poctu schopny efektivni likvidace
a potlaCeni nakazy fagocytdézou nebo enkapsulaci. Hemocyty béhem reakce produkuji
nejen srazlivé latky, ale i zymogen profenoloxidasu, ktery je aktivovan na fenoloxidasu.
Tento enzym nasledné spousti fenoloxidasovou kaskadu, kterd jiz patfi do imunity
humoralni (Nation, 2021).

Fagocytoza je hlavnim procesem uplatiiovanym hemocyty, pfi odstrafiovani mensich
cizorodych Castic. Hemocyt pohlti tuto Castici dovnitt své vlastni buiiky. Zde je nasledné
Castice rozloZzena pomoci enzymu jako jsou lysozymy, elastasy, fosfatasy, fosforylasy,

peroxidasy a proteasy. (Estrada et al., 2016). Pii zneskodnovani vétsich objektt a shlukt



téch mensich, je vSak fagocytéza neucinna. Zde pfichazi na tadu tzv. nodulace a
enkapsulace (Gillespie et al., 1997). Hemocyty se zformuji do shlukd a nasledné dochazi
k enkapsulaci nebezpecného objektu. Timto procesem je Castice izolovana a zneskodnéna
(Pech & Strand, 2000).

Spravné fungovani bunééné imunity je pro hmyz zasadni. Naptiklad larvy octomilky
Asobara tabida diky nadbyteCnému mnozstvi hemocytt (Nation, 2021). Hemocyty téchto
larev rozdélujeme na tfi typy; plasmocyty, lamellocyty a krystalické buiiky. AvSak vice
nez na samotném mnozstvi hemocytl zavisi na poméru vSech tfi typt hemocytt. Funkci
plasmocyti je fagocytéoza mrtvych bunék a mikrobialnich patogent. Lamellocyty
zapouzdiuji Casti vétSich objekta a krystalické butiky produkuji fenoloxidasu (PO) (EC
1.10.3.1). Produkce této latky je dilezita pro zapouzdieni cizorodych latek a pfi hojeni
ran (Castillo et al., 2011).

2.1.3 Humoralni imunita

Humoralni neboli latkova imunita je soubor aktivnich molekul imunitniho systému, které
vyvolavaji jeho specifické obranné reakce u hmyzu. Mezi hlavni aktivni latky humoralni
imunity fadime lektiny, hydrolyticky enzym lysozym (EC 3.2.1.17), fenoloxidasu,
reaktivni meziprodukty kysliku a dusiku, prozanétlivé cytokiny a antimikrobialni peptidy
(Nappi et al, 1993). Hlavnim zdrojem antibakterialnich a antimykotickych peptidi jsou
bunky tukového téliska, CasteCné se na jejich tvorbé podileji 1 hemocyty, epitelové buriky
stfeva a epidermalni buniky pod kutikulou (Laughton et al., 2011).

Tukové télisko je vyznamnym organem. Zastupuje nejen dulezitou roli v imunitnim
systému, ale slouzi také jako hlavni zasobovaci organ a je zde ulozeno velké procento
télesnych rezerv (Costa-Leonardo et al., 2013). Jeho dalsi funkci je 1 zajisténi spravného
chodu celkového metabolismu a je velmi dulezity pii detoxifikaci organismu. Poté, co
dojde k postiehnuti patogena v organismu se pomoci proteind s rozpoznavaci funkci
aktivuji signalni drahy Toll, IMD a JAK/STAT, které vedou k aktivaci genti kodujicich
tvorbu antimikrobialnich peptidi (AmP) (Nation, 2021). Mezi tyto se fadi naptiklad
apidaecin, abaecin, hymenoptaecin nebo defensiny (Lima & Brochetto-Braga, 2003; Yi

etal., 2014).
2.1.3.1 Lektiny
Jelikoz se u bezobratlych zivocichi nevyskytuji latky na bazi protilatek, hraji lektiny

vyznamnou roli pfi rozpoznavani cizich organismti. Molekuly lektint funguji jako PRR



(pattern recognition receptor), neboli rozpoznavaci receptory molekulovych vzorca
(Nation, 2021; Wilson et al., 1999).

Lektiny se navazuji na specifické sacharidové sekvence na povrchu patogena, a tak
lokalizuji misto pro imunitni odpovéd. Jsou schopny zvysit miru aktivace
profenoloxydasy (proPO) (EC 1.14.18.1) a fenoloxidasové kaskady. Jejich funkce je
zapojena také do procesu nodulace, enkapsulace a fagocytozy (Wilson et al., 1999).

Existuje nékolik druht lekting, které se od sebe vzajemné lisi sacharidovou sekvenci,
na kterou jsou schopny se navazat. Tato vlastnost ma vliv na rozliSovani cizorodych bunék
jako jsou kvasinky, grampozitivni a gramnegativni bakterie, podle odliSnych sacharida
na povrchu jejich bunek (Wilson et al., 1999). Jednim z typt lektin( nachazejicich se
hemolymf¢ je lektin typu C. Vazebna aktivita tohoto lektinu je podminéna pfitomnosti
vapenatych iontd (Nation, 2021).
2.1.3.2 Lysozym
Enzym lysozym, ktery ve svém aktivnim misté¢ obsahuje aminokyselinové zbytky
kyseliny glutamové a asparagové, efektivné naruSuje strukturu mureinu a chitinu.
Peptidoglykan murein je zakladni stavebni slozkou bunécné stény bakterii. Chitin zastava
stejnou funkci v bunécné sténé hub. Lysozym hydrolyticky §tépi B-(1,4)-gykosidovou
vazbu mezi molekulami N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetylglukosaminem a tim

dochéazi k rozpadu bunécné stény nepratelského mikroorganismu a k jeho likvidaci

(Callewaert & Michiels, 2010; Casteels et al., 1990; Nation, Sr., 2021).

2.1.3.3 Fenoloxidasova kaskada

Fenoloxidasa (PO) je enzym zodpovédny za aktivaci procesu melanizace u bezobratlych
zivocichu a za sklerotizaci jejich vn€j§i schranky (Sussman, 1949; Wyatt, 1961).
Vyzaduje slozity aktivacni a inhibicni systém. Neaktivnim prekurzorem je zymogen
profenoloxidasa (proPO) (Nation, 2021).

Hemolymfa obsahuje nékolik druhti PRR, napfiklad B-1,3-glucan recognition protein
(BGRP), lipopolysaccharide and B-1,3-glucan-binding protein (LGBP) a peptidoglykan
recogniting protein (PGRP), které dokazi zaznamenat ptitomnost molekularnich vzort
spojenych s poSkozenim (DAMPs) a molekularnich vzora spojenych s patogenem
(PAMPs). Mezi PAMPs patii B-1,3-glukany, lipopolysacharidy a peptidoglykany
nachazejici se na povrchu cizorodych mikroorganismi (Nation, 2021). Diky reakcim
PRR na PAMPs a DAMPs dochazi k aktivaci serin-proteasové kaskady. V této draze

dochazi k preméné neaktivni proteasy na jeji aktivni formu. Aktivni proteasa $tépi proPO



za vzniku aktivnich forem PO. Poté nasleduje fenoloxidasova kaskada a tvorba melaninu

(Viz obrazek 1) (Dubovskiy et al., 2016; Nation, 2021).

Peptidoglykany Beta-1,3-glykany Lipopolysacharidy

N\
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Obr. 1: Zjednodusené schéma stimulace imunitniho systému latkami bunééné stény cizorodych
mikroorganismu, aktivace PO diky serin proteasové kaskad¢ a vzniku pigmentu
melaninu. Obrazek byl prevzat od (Nation, 2021) a nasledné upraven.

Fenoloxidasova kaskada je jedna zvyznamnych biochemickych drah imunitniho
sytému hmyzu. Mezi meziprodukty patii naptiklad chinony, reaktivni formy dusiku
(RNS), reaktivni formy kysliku (ROS) nebo difenoly (Dubovskiy et al., 2016; Nation, Sr.,
2021).

Nejdilezitejsi latkou je z hlediska humoralni imunity koncovy produkt melanin. Je
zodpovédny nejen za pigmentaci schranky téla hmyzu, ale diky procesu melanizace
dokéze zacelit a zhojit rany. Zabrani se tak moznému proniknuti infekce (Gruna et al.,
2022). Principem melanizace je hromadéni melaninu v misté¢ poranéni a tim se rana
postupné zaceli. Tento proces mizeme alespon z Casti prirovnat ke kaskadé vyvolavajici
srazeni krve u Clovéka. Dalsi obrannad vlastnost melaninu je schopnost enkapsulace
cizorodych c¢astic. Pokud tedy dojde k ndkaze houbou nebo bakterii, imunitni systém se
aktivuje a pomoci melaninu a hemocyti vytvoii na povrchu bunék patogenu silnou
vrstvu. Tvorbu aktivni formy enzymu fenoloxidasy je potteba kontrolovat a regulovat jeji
aktivitu. To se d€je pomoci regulacnich molekul serpinti (serin-proteasové inhibitory)
(Cerenius & Soderhill, 2004; Fujimoto et al., 1993; Pifiera et al., 2013; Tokura et al.,
2014).

Melanin vznikd z aminokyseliny fenylalaninu, kterd je nejprve hydroxylovana na

tyrosin enzymem fenylalaninhydroxylasou (EC 1.14.16.1). Hydroxylaci tyrosinu aktivni



formou PO vzniké prekurzor dopaminu DOPA (L-3,4-dihydroxyfenylalanin). DOPA se
oxiduje na dopachinon a ten se spontanni neenzymatickou reakci okamzité pfeméfiuje na
DOPAchrom. Neenzymatickou strukturni pfestavbou DOPAchromu a naslednou
dekarboxylaci vzniké 5,6-dihydroxyindol (DHI). Tato molekula je posléze oxidovana PO
za vzniku 5,6-indolchinonu. Nakonec jsou vzniklé indolchinony polymerovany na
eumelanin, nebo v pfitomnosti thiolovych slou¢enin na feomelanin (Dubovskiy et al.,
2016). Obé¢ formy se zapojuji do procesu melanizace (Dubovskiy et al., 2016). Pripadné
muze byt DHI tvofen alternativni cestou, kdy je DOPA dekarboxylovana na dopamin

enzymem DOPAdekarboxylasou (EC 4.1.1.28) (Nation, Sr., 2021).
2.1.3.4 Antimikrobialni peptidy

Dalsi ze stézejnich molekul humoralni imunity jsou antimikrobialni peptidy (AmP). Po
analyze hemolymfy vcely medonosné bylo rozpoznano sedm rozdilnych AmP:
apidaeciny (3 isoformy la, 1b, 2), abaecin, hymenoptaecin, defensiny (1 a 2), jelleiny (1,
2 a4) a apidaecin (Danihlik et al ., 2015; Li et al., 2012).

Apidaecin se vyskytuje ve tfech isoformach. To je zplsobeno pfitomnosti tfech
kodujicich sekvenci ve vcelim genomu. Jednotlivé isoformy se od sebe 1i§i malymi
rozdily v primarni struktufe (napfiklad zdménou jedné aminokyseliny v celé sekvenci)
(Casteels et al., 1989).

Zatimco apidaeciny jsou ucinné hlavné proti grampozitivnim bakteriim abaecin
prokazuje stejnou efektivitu u€inku proti grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim.
Nékteré grampozitivni bakterie si vybudovali rezistenci vuci apidaecinum. V tomto
ptipadé slouzi abaecin jako pojistka, jelikoz na tento AmP se rezistence nevztahuje
(Casteels et al., 1990).

Defensin-1 obsazeny v hemolymf€ je svou primarni strukturou velice podobny na
AmP royalisin, ktery se byl analyzovan v matefi kasi¢ce. Rozdilem je pouze zdména
aminokyselin v poloze 50 (Casteels-Josson et al., 1994).

AmP byly nalezeny i v jiz dfive zminéné matefi kasi¢ce a ve vCelim jedu. Royalisin,
jellein 1, 2 a 4 jsou slozkami matefi kaSiCky. Ve v€elim jedu pak tvoti vyznamny podil
(40-60 %) mellitin, dale je to neurotoxicky AmP apamin a degranula¢ni peptid mastocysta
(Hellgren et al., 2010).

Dulezitou vlastnosti AmP je jejich kladny naboj. Diky nému je molekula schopna
zmeénit membranovy potenciadl na burice patogena a tim jej zahubit. Dokaze se také

navazovat na membranu nebo ji pfimo proniknout a tim opét zapficinit smrt neptatelského



mikroorganismu (Li et al., 2012). Rozdéleni jednotlivych AmP je zaznamenéano
v tabulce 1.

Tab. 1: Prehled jednotlivych AmP spolu s informacemi o délce fetézce a vyskytu v téle véely
medonosné. Tabulka byla pfevzata a upravena (Danihlik et al., 2015).
Antimikrobialni

peptid Obsazen v Pocet aminokyselin v Fetézci Zdroj
Apidaecin la Hemolymfa 18 (Casteels et al., 1989)
Apidaecin 1b Hemolymfa 18 (Casteels et al., 1989)
Apidaecin 2 Hemolymfa 18 (Casteels et al., 1989)
Apidacin Hemolymfa 18 (Danihlik et al., 2015)
Abacecin Hemolymfa 34 (Danihlik et al., 2015)
Defensin 1 Hemolymfa 51 (Casteels-Josson et al.,
1994)
Defensin 2 Hemolymfa 85 (Casteelsl-;gis)on etal,
Hymenoptaecin Hemolymfa 93 (Casteels et al., 1993)
Jellein 1 Mateii kasicka 8 (Evans et al., 20006)
Jellein 2 Mateii kasicka 9 (Evans et al., 20006)
Jellein 4 Mateii kasicka 8 (Evans et al., 20006)
Royalisin Mateii kagicka 51 (Castecls-Josson ct al..
1994)
(Lima &
Apamin Véeli jed 18 Brochetto-Braga,
2003)
(Lima &
Melitin Véeli jed 26 Brochetto-Braga,
2003)
o (Lima &
Degradacni peptid Véeli jed 22 Brochetto-Braga,
mastocysti
2003)

2.1.4 Signalni drahy

Kazda reakce imunitniho systému je odpovédi na urCity podmét neboli stimul. Jako
stimuly mizeme oznacit molekuly nebo struktury nachazejici se pfevazné€ na povrchu
nepratelskych mikroorganismu, nebo jimi mohou byt vylucovany. Pokud se télo setka
s témito podméty, spusti se signalni drahy, které nasledné aktivuji patfi¢nou imunitni
odpoveéd’ (Nation, 2021).

U hmyzu se setkavame se tyimi zakladnimi signalnimi drahami. Je to signalni drdha
Toll, Imd a JAK/STAT signalni draha (Evans et al., 2006). Schéma stimulace imunitniho

systému pomoci téchto drah je zaznamenéano na obrazku 2.

2.1.4.1 Toll signalni draha
Stimulem ke spusténi Toll signalni drahy je nadkaza grampozitivnimi bakteriemi nebo
houbami. PredevSim se jedna o reakci na pfitomnost PGRP a BGRP a proteas, které

reguluji (Hillyer et al., 2003).



K transdukci signalu dochéazi pii navazani C-koncové ¢asti proteinu Spétzle na dimerni
transmembranovy Toll signalni protein. Po navazani dochazi k asociaci s komplexem
Myd88 (Myeloid differentiation primary response 88) pomoci TIR domén (Toll-
interleukin receptor). Myd88 se navaze na komplex Tube a poté dochazi a aktivaci kinasy
Pelle. Dalsim krokem této drahy je fosforylace a ubikvitinace proteinu Cactus. Diky
ubikvitinaci je tento protein oznacen a je nasledné degradovan. Tim dojde k uvolnéni
Dorsal faktord. Tyto se translokuji do jadra a zde spusti expresi antimikrobialnich peptidu

(Royet et al., 2005).
2.1.4.2 Imd signalni draha

Imd (immune deficiency pathway, Cesky draha imunitni nedostateCnosti) je signalni draha
reagujici na pfitomnost gramnegativnich bakterii, 1épe feceno na peptidoglykany
s kyselinou diaminopimelovou a viry (Hillyer et al., 2003; Hultmark, 2003; Werner et al .,
2003).

Ve vétsin€ pripadi je stimulem pro spusténi Imd drahy vazba peptidoglykant
nepratelské buriky na receptory bunck hostitelského organismu (PGRPs). Vytvori se
komplex Imd s FADD (Fas-asociovany protein smrtici doménou) a DREDD proteinem.
DREDD protein rozstépi IMD. Ten je nasledné¢ ubikvitinovan. Pomoci
polyubikvitinovych fetézcl je pripojen i TAB 2 (vazebny protein 2 spojeny s TAK 1).
Dojde k aktivaci TAK 1 (transformovany rastovy faktor beta aktivovany kinasou 1).
TAK 1 je zodpovédny za aktivaci komplexu IKK. Komplex IKK nasledné fosforyluje
jaderny faktor Relish. Tento faktor je nasledné translokovan do jadra hostitelské buriky a

je zde spusténa syntéza AmP. Muze vést i k apoptdze (Rembold et al., 1980).
2.1.4.3 JAK/STAT signalni draha

JAK/STAT (Janus kinase/signal transducer and activator of transcriptions) je signalni
draha zodpovédna za regulaci kaskady imunitnich reakci. Spousti produkci proteint
s imunitni aktivitou v tukovém télese. Hlavni roli zde hraji Janus kinasy (JAK) a
aktivatory transkripce (STAT). Dale se zde vystupuje Upd ligand a receptor Dome. U vcel
byla nalezena vyjimka, Upd ligand je u nich nahrazen zatim neznamym ligandem (Nation,
2021).

Jedna se o signalni drahu, ktera reaguje na stimulaci bakteriemi nebo viry. Nejprve
dojde k navazani ligandu na receptor Dome. Ten se nasledné dimeruje. Pfitomné JAK
kinasy fosforyluji specificka tyrosinova residua. Dojde tak k vytvoreni dokovaciho mista

pro STAT, ze kterych se poté také stavaji dimery. Nasledné dojde k oddé€leni a celé



uskupeni putuje do bunééného jadra, kde nesou zodpovédnost za zvySeni proliferace

hemocytd (Evans et al., 2000).
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Obr. 2: Schématické znazornéni jednotlivych signalnich drah vrozené imunity hmyzu a
imunitnich odpovédi vyvolanych pfitomnosti bakterii, hub, kvasinek nebo poranénim.
(A) Toll signalni draha je odpovéd’ na pritomnost G* bakterii, B-glukanu (jsou obsazeny
v bunécné sténé kvasinek) a virulentniho faktoru u hub. Po této aktivaci dochazi ke
kaskad¢ reakei, pri kterych se uvoliiuje fada proteinti. Nékteré z téchto procest nejsou
zatim znamé¢ a jsou oznaceny otaznikem. Dulezitym krokem je aktivace ligandu Speatzle
(SPZ) pomoci Speatzle-procesing enzymu (SPE). Transmembranovy Toll receptor je
aktivovan navazanim aktivované¢ho ligandu SPZ. Vysledkem je uvolnéni, translokace do
jadra a nasledné navazani transkripénich faktora Dorsal a Dif. Tim dochazi k expresi
geni pro AmP. (B) Popisuje signalni drahu IMD, ktera je spusténa jako reakce na
pfitomnost G~ bakterii diky receptorim PGRP-LC a PGRP-LE. Opét dochazi k fadé¢
reakci, které¢ vyusti navazanim transkripéniho faktoru Relish, diky cemuz je opét
aktivovana transkripce genti pro AmP. (C) Aktivace signalni drahy JAK/STAT probiha
pii septickém poranéni nebo pfi bakterialni infekci. Dojde k vazbé cytokini Unpaired
(Upd) na cytokinovy receptor Domeless a dochazi k dimerizaci transkripéniho faktoru
Stat92E. Tento pak spusti transkripci expresi gent odpovidajicich na stres. Obrazek byl
pfevzat a upraven (Zhang et al., 2021).
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2.1.5 Socidlni imunita

Vela medonosnd, jako zastupce socialniho hmyzu, tvoti veelstva dosahujici az 50 000
jedinca 1 vice. Cela kolonie pifitom obyva velmi maly prostor, to poskytuje idealni
podminky pro rychly ptenos patogent a paraziti (Hernandez Lopez et al., 2014; Cornman
et al., 2012). A nejde jen o vysokou hustotu vcel v ulu. Dal§im aspektem zvySujicim
riziko nakazeni je komunikace, pfedavani potravy (trofalaxe) a péce o potomstvo. Vcely
jsou si vzajemné velmi blizké a komunikuji spolu dotekem. Aby se snizilo riziko nékazy,
prokazaly v¢ely vysokou troven socialniho chovani a veskery dfive zminény kontakt je
ptisn€ kontrolovan (Hernandez Lopez et al., 2014). Pro vy3si ochranu vcelstva pred
nakazami praktikuji véely tzv. grooming. To znamena, ze v tlu je pfisné dodrzovana
hygiena a poradek. Pravidelné je ¢isténo dno ulu, kde se mohou hromadit necistoty nebo
mrtvé veely. Dulezity je i uklid bunék pred vlozenim vajicka a kontrola, zda neni
nakazeny plod a pokud ano, je zlikvidovan. Velmi zasadnim faktorem pro udrzovani
Cistoty v kolonii je kaleni mimo ul. Pokud je vcelstvo zdravé nikdy nekali uvnitf alu
(Bozi¢ a Valentin&i&, 1995). Cistota je udrzovana i u samotnych véel. Véely si pomoci
nozek Cisti své télo od prachu, pylu nebo jinych necistot. Ne vSechny necistoty zvladne
vSak vc€ela ocistit sama. Proto mezi sebou uplatiiuji tzv. allogrooming. Tento pojem
oznacuje chovani vétSinou socialnich druht zvirat, které se mezidruhoveé nebo v ramci
svého druhu navzajem Cisti. U vcel se s allogroomingem poji i dal§i pojem a to
groomdance. VcCela se zacne rychle pohupovat ,.tancit. Jedna z okolnich vc¢el nasledné

zareaguje a zacne tancici vcelu Cistit (Pettis a Pankiw, 1998).
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2.2 Stimulace imunitniho systému

Vétsina projevt imunitniho systému je vysledkem kaskadovych interakci mezi signalnimi
molekulami, které se vyskytuji na povrchu neptatelského organismu, nebo jsou jimi
vyluCovany, a receptory uvniti hmyziho téla. Rizné skupiny organisml napadajici télo
hmyzu disponuji riznymi signalnimi molekulami. Prikladem mohou byt grampozitivni a
gramnegativni bakterie, které diky jinému slozeni bunécné stény spousti i rizné signalni
drahy. Diky témto odliSnostem je télo hmyzu schopno diky riznym receptorim spustit
rozdilné signalni drahy, na jejichz konci je mechanismus schopny tento patogen
zneSkodnit nebo zabit. AvSak imunitni systém je mnohem komplexnéjsi a nestara se tak
jen o odstranéni nezadoucich cizorodych organismu a latek, ale i o hojeni ran. Prikladem
mechanismu, ktery je uplatiiovan jak pii likvidaci patogent, tak i pfi regeneraci zranéni,
je melanizace spojena s fenoloxidasovou kaskadou (viz kapitola 2.1.3.3 Fenoloxidasova

kaskada) (Lemaitre & Hoffmann, 2007; Zhang et al., 2021).
2.2.1 Molekularni vzory asociované s patogeny — PAMPs (Pathogen

associated molecular patterns)
Rozpoznavani cizorodych latek a organismu, které nasledné iniciuje obranné reakce
vrozeného imunitniho systému hmyzu, je regulovano receptory rozpoznavajici specifické
vzory (PRRs). Tyto receptory mohou byt volné, ale 1 vazané na bunéénou membranu
(Kurata, 2014; Lemaitre & Hoffmann, 2007; Melcarne et al., 2019; Wang et al., 2019).
PRRs se vazou na specifické molekularni motivy nazyvané PAMPs. Nalezneme je na
povrchu mikroorganismu jako jsou bakterie, kvasinky nebo houby. PAMPs funguji jako
silné imunostimula¢ni faktory pro bunécné i humoralni imunitni odpovédi. Hlavni slozku
bunécné stény vétSiny bakterii predstavuje peptidoglykan (PGN) a je tak i hlavnim
ukazatelem pro imunitni systém na pfitomnost bakterii. PGN je polymer tvofen stfidavé
N-acetylmuramovou kyselinou (MurNAc) a N-acetylglukosaminem (GlcNAc) s -1,4-
vazbou. Tyto fetézce jsou zkiizeny kratkymi peptidovymi stonky sloZzenymi ze stfidavych
L- a D-aminokyselin prostfednictvim lactylamidové vazby. Vzhledem k tomu, Zze
uhlovodikova kostra je zachovana, mezi bakteriemi (s vyjimkou de-N-acetylovanych
nebo O-acetylovanych variant) ma peptidova slozka znacnou rozmanitost. Podle zbytku
na pozici 3 peptidovych stonkti jsou PGN rozdéleny do dvou hlavnich kategorii: L-lysin
typ (Lys-typ) a m-diaminopimelova kyselina typ (Dap-typ) (Schleifer & Kandler, 1972).
Obvykle jsou peptidové stonky Dap-typu ptimo zkiizeny, zatimco peptidové stonky Lys-

typu jsou propojeny peptidovym mostem, ktery se lisi délkou a sloZzenim aminokyselin u
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riznych bakterii. Navic se bakterie znacné€ 1isi v rozsahu zkfizeni, ¢imz se do PGN
struktury vnasi dalsi rozmanitost (Gan et al., 2008). Humoralni PRRs pro hlavni PAMPs
byly identifikovany u hmyzu; nicménég, o bunécnych PRRs je znamo malo (Gillespie et
al., 1997; Hillyer, 2016). Rozpoznani mikrobialniho tto¢nika diky navazani humoralnich
PRRs na PAMPs je proces zndmy jako opsonizace (Myllyméki & Réamet, 2014; Valanne
etal., 2011).

2.2.1.1 Humoralni PRRs

Mezi humoralni PRRs fadime pievazné proteiny vylucované hemocyty a tukovym
téliskem, které cirkuluji v hemolymfé¢ (Stokes et al., 2015).

Mezi takové se radi naptiklad C-type lektiny. Tyto proteiny obohacené o vapnik se
navazuji na sacharidy jako napfiklad lypopolysacharidy, lipoteichovou kyselinu a -1,3-
glukan. Uastni se také reakci vrozené imunity jako je fagocytoza, nodulace, zavéreéné
faze enkapsulace a aktivace proPO (Manning et al., 2017; Mayer et al., 2017; Zelensky
& Gready, 2005; Zhu et al., 2020).

Proteiny obsahuyjici thioester (Thioester-containing proteins TEPs) jsou sekrecni
glykoproteiny predstavujici hlavni slozku vrozené imunitni odpovédi proti invazi
mikroorganismy (Blandin & Levashina, 2004; Eleftherianos & Sachar, 2020; Shokal &
Eleftherianos, 2017a). Jsou piibuzné savéim o2-makroglobulinim, které vytvareji
kovalentni vazby na bakteridlni povrchy prostiednictvim thiol-esterovych vazeb.
Podporuji fagocytdzu, lyzi a melanizace mikrobu (Eleftherianos & Sachar, 2020; Shokal
& Eleftherianos, 2017a, 2017b; Stroschein-Stevenson et al., 2006). TEPs jsou
exprimovany v tukovém télisku a hraji roli pii aktivaci a regulaci signalnich drah Toll,
Imd a JAK/STAT (Royet et al., 2005; Shokal & Eleftherianos, 2017b).

Proteiny rozpoznavajici peptidoglykany (PGRPs) jsou vyrazn€ konzervované
molekuly vrozené imunity. Tyto molekuly muizeme délit na katalytické PGRPs a
nekatalytické PGRPs. Ty katalytické vykazuji amidasovou aktivitu, kterd odstraiuje
peptidy z PGN fetézcu a funguji jako modulatory signalnich drah. Nekatalytické PGRPs
jako naptiklad PGRP-SA, PGRP-LC a PGRP-LE postradaji amidasovou aktivitu a misto
toho se na PGN navazuji. Tyto molekuly jsou exprimovany v tkanich spojenych
s imunitni funkci. Mize ji byt naptiklad tukové télisko, stfevni epitel a hemocyty
(Anselme et al., 20006; Liu et al., 2018; Werner et al., 2000; Yoshida et al., 1996).

Dalsimi takovymi proteiny jsou GNBPs neboli proteiny vazici se na bunénou sténu

gramnegativnich bakterii a BPGRPs neboli protein rozpoznavajici B-1,3-glukany. Ty
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mohou interagovat s C-type lectiny a PGRPs, které se vazou na polysacharidy na povrchu

mikroorganismti (Ma & Kanost, 2000; Takahashi et al., 2014).
2.2.1.2 Bunécné PRRs

Bunécné nebo jinak na membranu navazané PRRs jsou zapojeny do reakci proti
mikrobiim, pomoci hemocytd. Podileji se ale i na humoralnich imunitnich reakcich (Toll
receptory, PGRP-LC, atd). Nekteré z téchto receptort maji pfimé homology u savct, jiné
jsou charakteristické jen pro hmyz (Melcarne et al., 2019; Nazario-Toole & Wu, 2017;
Wang et al., 2019).

Jednim z nejvice konzervovanych bunéénych receptord, ktery miizeme najit od hmyzu
po clovéka, je Scavanger receptor SR dSR-CI a predstavuje jednu z nejprimitivnéjSich
forem rozpoznavani bakterii. Mezi scavanger recetory se fadi i receptor Paste. Ten ale
rozpoznava pouze nékteré intracelularni bakterie (Bowdish & Gordon, 2009; Pearson et
al., 1995; Philips et al., 2005).

Transmembranovy receptor Eater je exprimovan v plasmatocytech (druh hemocytt) a
rozpoznava Sirokou Skalu patogent a zprostiedkovava fagocytozu Siroké skaly bakterii u
Drosophila melanogaster (Shiratsuchi et al., 2012).

Dalsi transmembranovy receptor Nimrod je si s receptorem Eater velmi podobny. Je
to fagocyticky receptor v plasmatocytech nejen u Drosophila melanogaster, ale naptiklad
1 u véely medonosné (Apis mellifera) (Bork et al., 1996; Melcarne et al., 2019).

U Antheraea myllita (bourec morusSovy) byl identifikovan receptor Noduler, ktery se
specificky vaze na lipopolysacharidy, lipoteichovou kyselinu a -1,3-glukany. Jak je jiz
z nazvu patrné, spousti nodulacni signalni drahu (Gandhe et al., 2007).

Dalsimi z dilezitych receptorti je PGRP-LC a jeho koreceptor PGRP-LE, které se
velmi vyznamné podileji na aktivaci Imd signalni drahy gramnegativnimi bakteriemi. U
Drosophila melanogaster spousti expresi genu pro AmP diptericin, ktery uc¢inné pasobi
proti gramnegativnim bakteriim (Kurata, 2014).

Toll receptor charakteristicky pro Toll signalni drahu je exprimovan v tukovém télisku,
hemocytech a stfeveé. Pro jeho primarni strukturu jsou charakteristické useky bohaté na
leucin. Po navazani ligandu Speatzle dochazi k aktivaci Toll signalni drahy a je spusténa
exprese genu pro AmP pusobici proti kvasinkam, houbam a grampozitivnim bakteriim

(Ao etal., 2008; Zhong et al., 2012).
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Mezi dalsi bunééné PRRs u hmyzu mizeme zatadit naptiklad receptor Dscam (Down
syndrome cell-adhesion molecule), integriny, scavander B receptor Croquemort a

fagocyticky receptor Drapper (Zhang et al., 2021).
2.2.2 Molekularni vzory asociované s poSkozenim — DAMPs (Damage

associated molecular patterns)

DAMPs neboli molekularni vzory asociované s poskozenim jsou endogenni signalni
molekuly oznaCujici nebezpeci pro télo organismu. Tyto molekularni vzory jsou
uvolniovany burikami pfi reakci na stres nebo poSkozeni. Vyvolavaji aseptickou
zanétlivou reakci bez infekce a indukuji tak pfirozenou imunitni odpoveéd, kterd je
podobné odpovédi na pritomnost PAMPs (Jentho & Weis, 2021; Roh & Sohn, 2018).
Béhem poslednich 30 let bylo objeveno pies 30 typia DAMPs vyskytujicich se mimo
buriku (napfiiklad kyselina hyaluronova nebo fibrinogen), v cytosolu (S100 proteiny —
malé 10-12 kDa, schopny vézat vapnik) nebo napiiklad v endoplasmatickém retikulu
(kalretikulin) (Roh & Sohn, 2018). Novym druhem DAMPs u hmyzu je dorsalni
prepinacovy protein 1 (DSP1) a byla potvrzena jeho ucast na aktivaci imunitni odpovedi
u blyskavky Cervicovité (Spodoptera exigua) proti Bacillus thuringiensis (Bt). Nejdiive
se predpokladalo, ze DAMPs pochazeji z jiz mrtvych bunék, ale bylo dokazano, ze jsou
vyluCovany 1 zivymi burikami v reakci na stresovou situaci (Ahmed et al., 2022;
Decoville et al., 2001; Hrithik et al., 2023; Mollah et al., 2021; Mosrin-Huaman et al.,
1998; Roy et al., 2022).
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2.3 Imunitni priming
Navzdory absenci mechanismu klasické imunitni paméti ma imunitni systém hmyzu
velké adaptabilni schopnosti, které jim umoziuji pfizplisobit se menicim se
environmentalnim podminkam a efektivné bojovat proti patogenim (Cooper a
Eleftherianos, 2017). Jednou z nejzajimavéjSich adaptabilnich schopnosti pozorovanych
u hmyzu je imunitni priming. Imunitni priming je slozity dynamicky proces, ktery
predstavuje kli¢ovy mechanismus v obrannych strategiich mnoha organismu vcetné
hmyzu. Tento proces umoziiuje imunitnimu systému , zapamatovat® si predchozi
vystaveni patogenum, jejich molekularnim vzorim nebo neletalnim infekcim a
pfizpusobit svou reakci na budouci opétovné nakazeni (Cooper & Eleftherianos, 2017).
Na obrazku 3 je vidét, jak probiha vyvolani imunitniho primingu v in vitro podminkach.
U hmyzu, ktery je kliCovou soucasti ekosystému, se imunitni priming jevi jako zasadni
slozka jeho obrannych mechanismii. Vyzkum na zavijeci voskovém (Galleria mellonella)
a Drosophila melanogaster ukazuje, ze tyto organismy vykazuji zvySenou odolnost vuci
patogeniim po predchozi neletalni infekci, coz je projevem imunitniho primingu. Tento
zpusob adaptace imunitniho systému je dualezity pro dalsi vyvoj v oblastech ekologie,
evolucni biologie nebo lékaistvi a veterinarniho lékafstvi. Porozuméni mechanismim
imunitniho primingu muZze ptinést hlubsi nahled do toho, jak se organismy pfizpusobu;ji
a reaguji na riznorodé patogenni vyzvy, a mize napomoci vyvoji novych strategii pro
ochranu proti nemocem v $irSim spektru ekosystému (Ardia et al., 2012; Chamilos et al.,

2012).

pre-infekce infekce

Pufr 4 # Patogen Kontrolni skupina - Uhyn

7

ZvySeni rezistence
Patogen v

nizké déavce ¢ / Patogen/v
. 4 ¢
WZ‘V)'/éené rezistence - Uhyn

‘,

Obr. 3: Schématické znazornéni designu vyzkumu vyvolan¢ho imunitniho primingu v in vitro
podminkach. Obrazek byl prevzat a upraven (Sulek et al., 2021).
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Imunitni priming je komplexni proces, ktery zahrnuje nékolik molekularnich a bunéénych
mechanismu, které umoziuji hmyzu rychle a efektivné reagovat na patogeny nebo
Skodlivé latky. Tyto mechanismy zahrnuji: rozpoznavani patogenu, nasledné spusténi
signalnich drah (Toll, Imd, JAK/STAT), bunéfnou imunitni odpovéd (zvySena
diferenciace prehemocytt, melanizace, nodulace nebo fagocytdza) a imunitni pamét
(Lemaitre & Hoffmann, 2007). VSechny tyto mechanismy jsou jiz detailnéji popsany vyse

v kapitole o imunité hmyzu a o stimulaci imunitniho systému.

2.3.1 Imunitni priming u riznych druhi hmyzu

Vytvareni a rozsifovani imunitni paméti je pii obrané proti patogenim zasadni. Proto se
mechanismus tohoto procesu zkouma uz od 30. let 20. stoleti. Imunitni priming byl
prokazan u celé fady druht hmyzu a mnoha mikroorganismu, ktefi tento hmyz napadaji.
Priklady nékterych druhi hmyzu s potvrzenou schopnosti imunitniho primingu jsou
uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2:  Vybrané druhy hmyzu, u kterych byl potvrzeny imunitni priming. Tabulka byla
prevzata od (Contreras-Gardufio et al., 2016) a byla upravena.

Sledovany subjekt Patogen Mérena odpovéd Zdroj

¢melak zemni

feziti ., 2005
(Bombus terrestris) Pseudomonas fluorescens Preziti (Sadd et al., )
octomilka obecna
(Drosophila Streptococcus pneumonie Preziti (Pham et al., 2007)
melanogaster)
A Pfeziti, zvyseni (Christofi &
Pseudomonas aeruginosa fagocytozy Apidianakis. 2013)
ZvySeni .
Anopheles gambiae Plasmodium berghei diferenciace (Rodrigues et al.,
N 2010)
hemocyt
mravenec obecny . ) o (Gélvez &
(Lasius niger) Beauveria bassiana Pieziti Chapuisat, 2014)
bourec morusovy . . o (Miyashita et al.,
(Bombyx mori) Gram-negativni peptidogly kany Preziti 2014)

Imunitni priming je mozné rozpoznat zvysenou koncentraci cirkulujicich hemocyti v
hemolymf¢ a zvySenou koncentraci AmP u hmyzu (Fallon et al., 2011).

Larvy Galleria mellonella oSetfené kvasinkou Candida albicans jsou chranény pied
ptipadnou dalsi ndkazou touto kvasinkou, ktera by za normalnich podminek byla
smrtelna. Stejny ochranny ucinek vyvola i vystaveni larev kvasince Saccharomyces
cerevisiae, kdy v reakci na pritomnost kvasinky imunitni systém zareagoval zvySenou

expresi gentl pro AmP (Bergin et al., 2000).
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Imunizace Drosophila melanogaster subletalni davkou bakterie Streptococcus
pneumoniae chranila jedince pfed naslednou smrtelnou davkou stejné bakterie.
Zapricinilo to predchozi zvySeni fagocyticky aktivity hemocytl v reakci na ptitomnost
bakterie (Pham et al., 2007).

U ¢melaka zemniho (Bombus terrestris) miize ochrana imunitnim primingem trvat az
22 dni (Sadd & Schmid-Hempel, 2006).

Na druhou stranu existuji druhy s pomé€mé kratkou dobou ucinnosti imunitniho
primingu. Napfiklad u mravence FFormica selysi byla doba zvysené aktivity imunitniho
systému relativné kratka, coz vedlo k myslence, ze zivot v kolonii odstrafiuje nutnost
dlouhodobého imunitniho primingu, protoze mohou fungovat jiné kompenzacni
mechanismy. Mravenci maji mnoho kolektivnich obrannych mechanismu, které omezuji
Sifeni patogenu v koloniich (Sadd & Schmid-Hempel, 2006).

Prestoze byl imunitni priming objeven u délnic i u larev tak stejné jako u Formica
selysi je 1 u Apis mellifera doba zvySené aktivity imunitniho systému kratka ve srovnani
s ostatnim hmyzem. Duvodem je nejspiSe energeticka naroCnost tohoto obraného
mechanismu, proto si fada spoleCenského hmyzu vybudovala fadu zptisobt pro udrzeni

kolektivni imunity (viz kapitola 2.1.5 Socialni imunita) (Schmid-Hempel, 2021).

2.3.2 Imunitni priming u véely medonosné

Vcela se s patogeny a mikroby setkava v ptirodé naprosto bézné, na kvétech pii sbéru
potravy, pii predavni potravy mezi v€elami nebo i v tlu. Velkym problémem vcelstev jsou
nejen onemocnéni postihujici dospélé vcely, ale také nemoci larev. Proto by imunitni
priming mohl byt pomocnikem pii udrzovani zdravého vcelstva.

Pfi studiu socialni imunity vcel bylo zjisténo, ze pokud se v alu vyskytne nemocna
nebo mrtva larva, vCela délnice ji pozie a tim zabrani dalSimu §ifeni nakazy. Dospéla
vCela muze byt proti nemoci, ktera zpasobila uhyn larvy, imunni (Bozi¢ & Valentincic,
1995).
2.3.2.1 Mozné faktory ovliviiujici imunitni priming u vcel

Imunitni priming je u vCel ovliviiovan fadou faktord. Jednim z nich je i kolonizace
stfevni mikroflory. Stfevni mikrobiom, ktery se vyviji v ranych stadiich zivota vCel, maze
hrat klicovou roli v regulaci imunitni odpovédi a nachylnosti k parazitim. Tento rany
vyvoj stfevniho mikrobiomu muaze ovlivnit imunitni systém vcel a jejich schopnost

efektivné reagovat na patogeny. Rizné mikroorganismy v mikrobiomu mohou stimulovat
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produkci AmP nebo modulovat imunitni odpovéd vcel, coz muze zvySovat jejich
odolnost vici patogenim (Schwarz et al., 2016).

Interakce mezi pesticidy a patogeny je dalSim klicovym faktorem ovlivilujicim
imunitni priming u vcel. Subletalni davky neonikotinoidniho pesticidu spolecné s
patogeny mohou spolecné interagovat, coz vede k zvySené mortalité vCel. Tyto chemické
latky mohou oslabit imunitni systém vcel, coz zvySuje jejich nachylnost k infekcim.
Takové oslabeni imunitniho systému muze zaroven ovlivnit jejich imunitni priming (napf.
zkracenim doby trvani) a ochranu proti budoucim infekcim, coz zvySuje jejich
zranitelnost (Doublet et al., 2015).

V nékterych piipadech si vCely samy zvySuji i€innost imunitniho systému a podporuji
tak 1 imunitni priming. U vcel byla objevena schopnost ,,samoléceni“. Bylo popsan jev,
kdy vcely zvysuji sbér pryskyfic po vystaveni parazitim nebo patogenim. Toto chovani
by naznacovalo, ze vCely aktivné hledaji a sbiraji pryskyfice, které maji antiseptické a
antifungalni vlastnosti. Sbér pryskyfic mize tedy fungovat jako preventivni opatieni proti
infekcim, které zvysuji odolnost vcel proti patogeniim a mohou pomoci véelam zvladnout
infek¢ni stres (Simone-Finstrom & Spivak, 2012).

2.3.3 Transstadijni imunitni priming

Imunitni priming popsany vySe je procesem v ramci jednoho stadia i jedné generace.
Avsak tento mechanismus funguje i napfic¢ stadii a generacemi. Transstadijni imunitni
priming je tedy proces pifi kterém dochdzi k zachovani zvySeni aktivity a
obranyschopnosti imunitniho systému pfi pfechodu mezi jednotlivymi stadii hmyzu. Viz

obrazek 4.

pre-infekce infekce Zvysena rezistence

Larva Dospélec Dospélec

Obr. 4: Schématické znazomeéni prubchu vyzkumu uméle vyvolaného transstadijniho imunitniho
primingu. Obrazek byl prevzat a upraven (Sulek et al., 2021).

2.3.4 Transgeneracni imunitni priming
Transgeneracni imunitni priming (TgIP) je proces, kdy dochézi k pfenosu ur€ité imunitni

zkusenosti nebo imunitni paméti z rodi¢t na potomstvo, tim zvysuji jejich odolnost viici
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skupin€é nebo jednotlivym patogentim, se kterymi se jejich rodiCe v kratké minulosti
setkaly. Muze dojit k pfenosu konkrétnich aktivnich molekul imunitniho systému nebo
molekul anebo téch latek, které vyvolaji spusténi imunitniho primingu v nasledujici
generaci (Sadd & Schmid-Hempel, 2006; Siva-Jothy et al., 2005). Nedavné studie
zduraznily zvlastni roli mikroRNA v souvislosti s TgIP, které mohou ovliviiovat exprese
genu, které se mohou prenaset mezi generacemi, ackoli nejsou zakodovany v
nukleotidové sekvenci. Schématické znazornéni TgIP v podminkach in vitro viz
obrazek 5.

Prestoze byla prokazana existence TgIP napfiklad u vCely medonosné, nelze zatim
bezpelné fict, jakym mechanismem k pfenosu dochazi. V roce 2011 a 2012 byl proveden
vyzkum, pifi kterém byly imunizovany vceli kralovny bakterii Paenibacillus larvae.
Nasledné¢ byla srovnavana letalita potomstva imunizovanych matek s letalitou
potomstva matek v kontrolni skuping, které byly oSetfeny pouze fyziologickym
roztokem. Vysledkem bylo prikazné snizeni iimrtnosti larev imunizovanych matek po
prodé€lani onemocnéni moru vceliho plodu, které je zpisobeno vySe zmin€nou bakterii.
Snizeni Umrtnosti larev ¢inilo cca o 20 % ve srovnani s larvami matek v kontrolni
skupin€. U imunizovanych larev bylo zaznamenano i zvySeni proliferace prehemocyti a
jejich diferenciace na hemocyty. Experiment byl proveden jak v roce 2011, tak v roce

2012 s velmi podobnym vysledkem (Hernandez Lopez et al., 2014).

infekce parentalni generace infekce potomstva

Zvysena rezistence

— /’—»,. )

Obr. 5: Schématické znazornéni pribéhu vyzkumu uméle vyvolaného transgeneracniho
imunitniho primingu. Obrazek byl pfevzat a upraven (Sulek et al., 2021).
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2.3.5 Vitellogenin

Vitellogenin (Vg) je zasobnim fosfoglykolipoproteinem charakteristickym pro samice
vejcorodych zivocichu, tedy i hmyzu. Dale je Vg prekurzorem pro tvorbu vajecného
zloutku. Jeho syntéza probiha v tukovych téliscich, odkud je vyméSovan do hemolymfy,
kde tvori az 50 % z celkového mnozstvi proteini (Amdam & Omholt, 2002; Hartfelder
& Engels, 1998; Havukainen et al., 2012; Raikhel & Dhadialla, 1992; Tufail & Takeda,
2008). Vg vyskytujici se v hemolymf¢ véely medonosné méa molekulovou hmotnost 180
kDa (Wheeler & Kawooya, 1990). Struktura tohoto proteinu je vyobrazena na obrazku 6.

U vcelich matek je zodpovédny za reprodukei, ale vyskytuje se i u délnic, které jsou
sterilni. U dé€lnic ma funkci hlavniho regulatoru délky zivota. Hojné se vyskytuje u
zimnich dlouhovékych vcel a vcel kojicek, méné pak u starSich vcel 1étavek (G. V.
Amdam et al., 2009; Piulachs et al., 2003; Trenczek et al., 1989).

Kromé jiného ma také imunitni funkci. Diky své struktufe je Vg schopen na sebe
navazat bakterie, nebo jejich fragmenty a transportovat je tak pres hemolymfu do riznych
organt vcely. Dalsi zajimavou schopnosti je neutralizace volnych radikald (G. V. Amdam

et al., 2005; Havukainen et al., 2013; Salmela et al., 2015; Seehuus et al., 2006).

Obr. 6: 3D model struktury Vitellogeninu (RCSB  PDB - Protein Data Bank
https://www.rcsb.org/structure/1L.SH)

2.3.6 Ockovani vcel

Ockovani v¢el proti onemocnéni moru vceliho plodu je inovatorskou strategii v boji proti
bakterialni chorobé. Bylo jiz zminéno Ze je zptisobena bakterii Paenibacillus larvae. Ta
je schopna infikovat v¢eli larvy béhem prvnich 3 dnt jejich Zivota. Antibiotika jsou Casto

neefektivni pii 1écb€ moru vceliho plodu, protoze piisobi pouze proti vegetativni forme
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bakterie. Jakmile se projevi pfiznaky nemoci ve véelstvu, jedinym efektivnim zptisobem,
jak ji vyhubit a zabranit §ifeni, je spalit ul, vybaveni i1 kolonii. Vzhledem k omezenym
moznostem 1écby antibiotiky je nezbytné najit bezpecné, ucinné a udrzitelné metody
prevence a 1éCby tohoto onemocnéni. Ockovani se ukazuje jako slibna metoda prevence
nemoci vCel (Dickel et al., 2022). Ockovani pro vcely se spoléha na nove prokazany jev
TgIP. (Viz kapitola 2.3.5 Transgenerac¢ni imunitni priming.) V poslednich letech byl
pozorovan vyznamny pokrok v oblasti vyzkumu imunitniho systému vcel a jeho mozného
vyuziti v ochrané vcelstev prfed nemocemi. Oc¢kovani vcelich matek proti moru vceliho
plodu je jedno z budoucich moznych feSeni tohoto zavazného problému.

Nejdale je nejspiSe vyzkum vakciny proti moru vcéeliho plodu od americké

biotechnologické firmy Dalan Animal Health (https://dalan.com/). Vakcina byla vydana
na americky trh v lednu roku 2023, poté co byla podminéné schvalena. Problémem ovsem
je, ze vakcina pracuje na principu TgIP, jehoz mechanismus neni dosud objasnén.
Vyvstavaji tedy obavy o ucinnosti této vakciny, které jsou spojené i se zpusobem

aplikovani, kdy je vakcina v€elam podavana v potravé (Dickel et al., 2022).
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2.4 Materi kaSicka
Jednou z nejdulezitéjsich latek produkovanou velami je beze sporu matefi kasicka. Jedna
se o husty, gelu podobny, sekret hitanovych zlaz, ktery produkuji vcely kojicky (d€lnice
stara pét az Ctrnact dni) (Fujita et al., 2013). Matefi kaSicka ma mlécnou az nazloutlou
barvu a mirn¢ kyselé pH. Tvofti vétSinovou slozku potravy pro larvy i matku. Déle jsou
v ule hojné vyuzivany i jeji antimikrobialni a antioxida¢ni vlastnosti (Fratini et al., 2016).
Hitanova zlaza (glandula pharyngealis) je parova zlaza umisténa mezi chitinovou
schrankou hlavy a mozkem vcely. Tato zlaza je aktivovana kolem ¢tvrtého az patého dne
po vylihnuti v¢ely. Z mladusek (vCely do stafi péti dnt) se tak stanou kojicky. Po uplynuti
dvanacti az Ctrnacti dni hltanové zlazy ztraci svoji funkci a rozviji se aktivita

voskotvornych zlaz.

2.4.1 Chemické slozeni

Matefi kasicka ma vysokou vyzivovou hodnotu. Pokud se podivame blize na procentualni
zastoupeni jednotlivych slozek zjistime, ze 60 az 70 % tvoii voda. Déle sacharidy
pokryvaji 11 az 23 %, proteiny 9 az 18 % a lipidy 4 az 8 %. Matefi kaSic¢ka obsahuje také
spoustu vitamint. Pfikladem vitamind rozpustnych ve vodé jsou vitaminy skupiny B (B1,
B2 nebo naptiklad B5). Vitaminy rozpustné v tucich se v matefi kasicce nevyskytuji. Tyto
slozky tvoti 0,8 az 3 % (Melliou & Chinou, 2005a; Ramadan & Al-Ghamdi, 2012a;
Sabatini, 2009a; Simuth, 2001a).

Pomér vSech slozek matefi kase muze byt proménlivy v zavislosti na mnoha faktorech.
Jednim z nejzasadnéjSich faktort ovliviiujici slozeni matefi kase je ro¢ni obdobi a slozeni
potravy vcel. Dale ovliviiuje jeji slozeni naptiklad i staii kojicky ¢i larvy (Sabatini,

2009b). Na obrazku 7 jsou poméry obsahu jednotlivych slozek vyznaceny v grafu.
Sacharidy

Voda Lipidy MRJPs

| ‘ Vitaminy a mineraly

Proteiny

Jiné peptidy

Obr. 7:  Graf procentualniho zastoupeni slozek v Cerstvé matefi kasi. Obrazek byl prevzat a
upraven (Fratini et al., 2016).
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2.4.1.1 Sacharidy

Sacharidova slozka tvoii 7-18 % v Cerstvé mateii kaSi¢ce a cca 30 % susiny (Sabatini,
2009). Nejvice zastoupenymi sacharidy jsou fruktosa, glukosa a sacharosa, méné pak
maltosa nebo trehalosa. Z celkového obsahu sacharidi tvori glukosa a fruktosa az 90 %
a sacharosa poté jen od 0,8-3,6 % (Ramadan & Al-Ghamdi, 2012b; Wytrychowski et al.,
2012).

2.4.1.2 Proteiny

Proteiny na druhou stranu tvoti az 50 % susiny (Bilikova et al., 2002). Nejvice jsou zde
zastoupeny tzv. MRJP proteiny (Major Royal Jelly Proteins). Ty tvoii 83-90 % vSech
proteind (Simuth, 2001b).

MRIP proteiny maji pro v¢ely zasadni nutri€ni vyznam. MRJP1, MRJP4 a MRJP5
predstavuji hlavni zdroj esencialnich aminokyselin pro larvy i matku (Tamura et al.,
2009). Témito esencialnimi aminokyselinami jsou arginin, histidin, isoleucin, leucin,
lysin, methionin, fenylalanin, threonin, tryptofan a valin. Nékteré z té€chto proteind maji
také vliv na nervovou soustavu. (Ramanathan et al., 2018)

MRIP proteiny jsou mozna klicem ke zpomaleni starnuti. U véely medonosné, a 1
u ostatniho hmyzu (Drosophila melanogaster) byly tyto G€inky po jejich podani v potrave
potvrzeny. Hlavni roli v tom hraji jejich antioxidacni G€inky. (Ramanathan et al., 2018)
Nejhojnéj§im a také nejdrive identifikovanym proteinem v matefi kaSicce byl prave
MRJP1. Tento protein je také znam pod nazvy apalbumin nebo royalactin. Jeho
pfitomnost byla potvrzena nejen v hltanovych zlazach a matefi kasicce, ale napftiklad i
v nervové soustaveé, a to konkrétné v cytoplazmé mozkovych bunék antenalniho a
optického laloku nebo v houbovych teliskach (¢ast mozku, kde se zpracovavaji smyslové
vjemy). V mens§im mnozstvi byl MRJP1 zachycen i v medu nebo perze (Malecova et al.,
2003).

Tento dilezity protein se muze vyskytovat v né€kolika formach. Monomerni forma je
zodpovédna za determinaci vCeli matky. Spousti fyziologické zmény, které nasledné
vedou k diferenciaci larvy na vCeli matky. Dale zkracuje dobu vyvoje a zvysuje velikost
téla i vajeCniki. Oligomerni jednotky MRJP1 maji molekulovou hmotnost 420 kDa.
Dalsim dilezitym proteinem zde je apisimin (5 kDa). Pomoci nekovalentvich vazeb
spojyje jednotlivé monomery MRJP1 a napomaha tak vytvaret oligomerni struktury.

S proteinem MRIJP1 souvisi i vyskyt skupiny peptidi jelleint I-II1. Tyto peptidy

pochézeji z C-konce MRIJP1 proteinu a maji vysoce antibakteridlni ucinky. Dokazi
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zamezit mnozeni grampozitivnich a gramnegativnich bakterii 1 kvasinkam (Fontana et al.,
2004).

Jeho hlavnimi funkénimi vlastnostmi je schopnost prodluzovani délky zivota
jedince a vysoké antioxidac¢ni ucinky. Bylo také dokazano, ze tento protein ma vliv na
proliferaci bunék a dokaze v urcité mife modulovat latky imunitniho systému. Jeho
vlastnosti by se tak daly vyuzit ve zdravotnictvi napfiklad pii 1éCeni popélenin a pii
procesech hojeni ran. Dalsi vyznamnou vlastnosti tohoto proteinu byla zvysena produkce
protinadorové latky TNF-alfa (faktor nadorové nekrozy) u krys. (Ramanathan et al,,
2018)

MRJP2 je zakladni protein s N-koncovou sekvenci A-I-V-R-E-N-S a pouze
jednim N-fetézcem, ktery ma strukturu podobnou manose. Jeho molekulova hmotnost je
72 kDa. Protein MRJP2 nema tak Sirokou Skalu funkénich vlastnosti jako MRJP1. Presto
také zvySuje produkci protinadorovych latek TNF-alfa a podporuje proliferaci bunék
(Bilikova et al., 2002; Simuth, 2001b).

Protein MRJP3 je vysoce oligomerni protein s hmotnostmi v rozmezi 80,5 kDa az
87 kDa. U tohoto proteinu jsou vSak velmi vyznamné jeho Gcinky na zdravi organismd.
MRIJP3 ovlinuje reakce T-lymfocyti, produkci IL-4 (interleukin 4), IL-2 (interleukin 2) a
IFN-gama (interferon gamma). Dale tlumi produkci IgE (imunoglobulin E). Ptsobi jako

MRJP4 poskytuje matefi kaSicce nutri¢ni slozky jako jsou naptiklad esencialni
aminokyseliny. Studie v§ak ukazuji, ze Groven exprese MRJP4 v hltanové zlaze vcely je
ve srovnani s expresi ostatnich MRJP velmi nizka (Schmitzova et al., 1998).

Pro protein MRJPS je charakteristickym znakem Siroka oblast repetic nachazejici
se mezi aminokyselinami 367 a 540. Nachazi se zde 58 opakovani tripeptidd. Tato
repetitivni oblast je slozena znabitych argininovych a lysinovych zbytkd a také
z negativné nabitych molekul asparaginu. Obsahuje také vysoky podil esencialnich

aminokyselin (Schmitzova et al., 1998).

2.4.1.3 Lipidy

Lipidy tvoti 3 az 19 % suSiny mateii kase a priblizné 90 % z nich jsou mastné kyseliny.
Zbytek se sklada z neutralnich lipidd, steroidd, uhlovodikt a fenolti. V matefi kaSicce se
nachazeji mastné kyseliny s 8-10 atomy uhliku, coz je odlisuje od mastnych kyselin
vétSiny jinych zivocisnych a rostlinnych materiald. Analyza lipidovych slozek je hlavnim

ukazatelem pro pravost matefi kase, protoze piimé€s medu nebo cukrd snizuje obsah
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proteint a lipidi a zvysuje koncentraci minoritnich cukrt, ¢imz se matefi kasicka stava
nerozpustna v alkalickém prostiedi. Hlavni slozkou mastnych kyselin v matefi kasicce je
10-hydroxy-2-decenova (10-HDA), ktera ma antibakterialni vlastnosti. Obsah 10-HDA
je také vyuzivan jako znak kvality a Cerstvosti matefi kaSicky. Dale, kyselina octova v je
v matefi kaSiCce pfitomna v mensim mnozstvi nez 10-HDA, je zapojena do odstrasujiciho

ucinku proti parazitu Varroa destructor (Fratini et al., 2016b).

2.4.1.4 Vitaminy

Mateti kasicka je velmi bohata na vitaminy ze skupiny B. Nejvice pak vitamin B5, B1,
B2, B6, B8, B9 a B12. Déle je to vitamin PP (niacin, také B3) a vitamin C, které ale tvori
jen malou cast z celkového obsahu vitamind. Naopak vitaminy rozpustné v tucich,

konkrétné A, D, E a K, nejsou v matefi kaSicce pfitomné (Li et al., 2012; Melliou &

Chinou, 2005b).

2.4.1.5 Mineralni latky a stopové prvky
Hlavnimi prvky vyskytujici se v matefi kasi¢ce, jsou draslik, fosfor, sira, sodik, vapnik,
hlinik, hoi¢ik, zinek, zelezo, méd a ve stopovém mnozstvi nikl, chrom, antimon,
wolfram, bismut a titan (Ramadan & Al-Ghamdi, 2012b).

Dal§imi stopovymi slozkami mateti kaSicky jsou heterocyklické latky, volné
nukleotidy (adenosin, guanosin, cytidin a iridin), fosfaty (ATP, ADP, AMP), dale
acetylcholin a nékteré organické kyseliny (glutamova, benzoova, malonova a mlécna).

Funkce vSech stopovych slozek zatim neni zcela jasna (Sabatini, 2009b).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy a pristroje
3.1.1 Chemikalie
e 5-Brom-4-chlor-3-indolylfosfat (BCIP; Sigma-Aldrich, Némecko)
e Akrylamid (AA; Acros Organics, USA)
e Anti-krali¢i sekundarni protilatka konjugovana s alkalickou fosfatasou (EC
3.1.3.1) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Bisakrylamid (BIS; Sigma-Aldrich, Némecko)
e Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G250; Bio-Rad, USA)
e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (PENTA s.r.0, Ceska republika)
e Dithiotreitol (DTT; Sigma-Aldrich, Némecko)
e Dodecylsiran sodny (SDS; Applichem, Némecko)
e Etanol (Lach-Ner, Ceska republika)
e Glycerol (Lach-Ner, Ceska republika)
e Glycin (Sigma-Aldrich, USA)
e Hovézi sérovy albumin (BSA; Sigma-Aldrich, Némecko)
e Hovézi sérovy albumin pro western blot (BSA; ITW reagents, Spanélsko)
e Chlorid sodny (Lach-Ner; Ceska republika)
e Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)
e Kyselina octova (Sigma-Aldrich, Nemecko)
e Kyselina trihydrogenfosforetna (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
e Marker molekulové hmotnosti (SigmaMarkerTM wide range 6500-200 000 Da,;
Sigma-Aldrich, Némecko)
e [B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Japonsko)
e Methanol (Lach-Ner, Cesk4 republika)
e Mogovina (Lach-Ner, Ceska republika)
e N, N'-tetramethylendiamin (TEMED; Carl Roth, Némecko)
e N,N’'-methylen-bisakrylamid (bAA; MP Biomedicals, Francie)
e n-Butanol (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Nitro blue tetrazolium chloride (NBT; Sigma-Aldrich, Némecko
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Peroxodisiran amonny (APS; Sigma-Aldrich, Japonsko)

Polyklonalni  krali¢i  primarni  protilatka  cilend  proti  abaecinu
(MoravianBiotechnology, Ceska republika)

Polyklonalni  krali¢i  primarni  protilatka cilenda proti  defensinu-1
(MoravianBiotechnology, Ceska republika)

Polyklonalni krali¢i primarni protilatka cilend proti hymenoptaecinu
(MoravianBiotechnology, Ceska republika)

Ponceau S (Sigma-Aldrich, USA)

Susené mléko (Carl Roth; Némecko)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris; MP Biomedicals, Francie)

Tween-20 (Carl Roth; Némecko)
Roztoky

0,1 M K-Pi pufr pH 7,0 (6,1 ml 1M K,HPOy4, 3,85 ml 1M KH2POs, doplnéno
dH20 na 1000 ml, pH upraveno pomoci KOH)

10% (w,v) APS (0,1 g APS, 1 ml dH,0)

10% (w,v) SDS (10 g SDS, doplnéno dH20 na 100 ml)
AB-3 Zaostrovaci gel monomer 49,5 % T, 3% C (96 g AA, 6 g N,N'-methylen-
bisakrylamidu (BIS), 200 ml dH20O)
AB-6 Separacni roztok monomer 49,5% T, 6% C (93 g AA, 6 g N,N"-methylen-
bisakrylamidu (BIS), 200 ml dH20O)
Akrylamid-N,N -methylenbisakrylamid (30 % (w/v) akrylamidu, 0,8 %
bisakrylamidu (w/v) ve vod¢)
Anodovy pufr (0,1M Tris, pH 8,9), 10x (60,57 g Tris, 200 ml dH20, uprava pH
pomoci 1M HCI)
Blokovaci roztok (5% suSené mléko) (1 g suSeného mléka, 4 ml 5x
koncentrovany TBS puftr, 16 ml dH»0)
Blokovaci roztok BSA (1% BSA v 1xTBS)
Blokovaci roztok BSA (5% BSA v 1xTBS)
Blotovaci pufr, pH 8,3 (4,5375 g Tris, 21,615 g glycinu, 350 ml dH20, 300 ml
methanolu, doplnéno dH20 na 1500 ml)
Elektrodovy pufr 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% (w,v) SDS, pH 8,3 (6,0t
g Tris 28,82 g glycinu, 2 g SDS, doplnéno na 2000 ml dH20)
Fixa¢ni roztok (30 % (v/v) ethanol, 10 % kyselina octova)
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Gelovy pufr (3,0 M Tris, 0,3% SDS, pH 8,45) 3x (181,65 g Tris, 1,5 g SDS,
doplnéno dH20 na 500 ml, uprava pH pomoci HCI)

Katodovy pufr (0,1M Tris, 0,1M Tricine, 0,1% SDS, pH 8,25) 10x (60,55 g
Tris, 89,6 g Tricinu, 5 g SDS, 500 ml dH>0)

Odbarvovaci roztok 5% Kkyselina octova (50,5 ml 99% kyseliny octové,
doplnéno dH>O na 1000 ml)

Primarni protilatka v 1% suSeném mléku (1:10000) (0,1 g suSené¢ho mléka, 2
ml 5x koncentrovany TBS pufr a 8 ml dH>O, 1 pl primarni protilatky proti Vg)
Primarni protilatka v 1xXTBS-T 1:1000 (10 pl primarni protilatky proti
Hymenoptaecinu, 10 ml 0,1 % TBS-T)

Primarni protilatka v 1xXTBS-T 1:500 (20 pl primarni protilatky proti Abaecinu,
10 ml 0,05 % TBS-T)

Primarni protilditka v IxXTBS-T 1:5000 (2 pl primami protilatky proti
Defensinu-1, 10 ml 0,1 % TBS-T)

Pufr do déliciho gelu 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 (36,3 g Tris, 150 ml dH,O, tiprava
pH pomoci HCI, doplnéno dH20 na 200 ml)

Pufr do zaostrovaciho gelu 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 (3 g Tris, 40 ml dH,O,
uprava pH pomoci HCI, doplnéno dH>O na 50 ml)

Pufr pro AP (alkalickou fosfatasu) (12,11 g Tris, 1,016 g MgCla, 5,84 g NaCl,
doplnéno dH>0O do 1000 ml)

Roztok BCIP (50 mg BCIP, 1 ml 100% dimethylformamid)

Roztok NBT (50 mg NBT, 1 ml 70% dimethylformamid)

Sekundarni protilatka v 1% suSeném mléku (Anti.Rabbit IgG (whole
molecule) — Alkaline Phosphatase antibody produced in goat; (1:10000)) (0,1
g suseného mléka, 2 ml 5x koncentrovany TBS pufr a 8 ml dH20, 1 pl sekundarni
protilatky)

TBS pufr Sx, pH 7,5 (2472 g Tris, 292,2 g chloridu sodného, doplnéno dH>O na
2000 ml)

TBS-T (0,05% Tween) pufr (100 ml 1x koncentrovany TBS pufr, 0,05 ml
Tween)

TBS-T (0,1% Tween) pufr (100 ml 1x koncentrovany TBS puft, 0,1 ml Tween)

Vodou nasyceny n-butanol (50 ml n-butanolu, 5 ml dH,O)

29



Vzorkovaci pufr dle Laemmliho 0,125 M Tris/HCl, 4% (w,v) SDS, 20% v/v
glycerol, 0,2 M DTT, 0,02% (w/v) bromfenolova mody, pH 6,8 (2,5 ml pufru
do zaostfovaciho gelu, 4 ml 10% SDS, 2 ml glycerolu, 2 mg bromfenolové modii,
0,31 g DTT, doplnéno dH20 na 10 ml)

Zasobni roztok Bradfordova ¢inidla (100 mg Coomassie Brilliant Blue G250,
100 ml 80% kyseliny trihydrogenfosforecné, 50 ml methanolu, doplnéno dH>O
na 200 ml).

Zasobni roztok koloidniho barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 (12,5 %
(v/v) HiPOu, 12/5 % (w/v) (NH4)2S0s4, 0,15 % (w/v) CBB G-250)
Zasobniroztok BSA pro pripravu standardu (0,0125 g BSA, 25 ml K-Pi pufru)

Biologicky material

Komeréni vzorek matefi kaSicky
Ru¢né odebrané vzorky matefi kasicky
Pristrojové vybaveni a pomucky
Aparatura pro piipravu gela
Automatické pipety

Centrifuga Eppendorf 5415 R

Gel Doc EY Imager

Hiebinky (10 jamek, 1 mm)

Kazety pro tank blot

Komora na elektroforézu

Komora pro tank blot

Mala skla na piipravu gela
Mikrozkumavky

Nastroje pro odebrani mateti kasicky z plastvi
Nitrilové rukavice

Nitrocelulosova membrana

Nuzky

Petriho misky

Pinzeta s uzkou $pickou

Porézni hubicka

PVDF membrana
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Silny filtracni papir

Skla na ptipravu geli (1 mm)
Spektrofotometr
Spektrofotometricka mikrotitracni desticka
Spicky pro automatické pipety
Termoblok

Trepacka

Vahy

Valecek pro blotovani

Vortex Biosan V1

Zdroj
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3.2 Metody

3.2.1 Uprava biologického materialu

Optimalizace metody fedéni a stanoveni celkové hladiny proteint pomoci Bradfordovy
metody byl pouzit smésny vzorek matefi kasicky.

Pro dal3i praci byla pouzita mateti kaSicka rucné€ odebrana ptimo z plastvi od vcelich
larev rtzného stari. Smésny vzorek i ru¢né odebrana matefi kasicka byla pro dalsi
manipulaci a metody rozpousténa v 0,1M K-Pi pufru, pH 7. Smésny vzorek v 1 ml pufru

a ruéné odebrané vzorky ve 100 pl pufru.

3.2.1.1 Postup odebrani materi kase z plastvi

Hluboce zamrazena plastev se vCelimi larvami byla pomalu rozmrazena pfti laboratorni
teploté. Poté byla noZzem sefiznuta cca pul centimetru tlusta vrstva plastve pro lepsi
manipulaci a snazsi preparaci larvy ven z plastve. Je tieba si pii fezani dat pozor, aby se
plastve nedrolily. Pomoci dratku s malou 1zickou na konci (tzv. prelarvovaci 1zicka
pouzivana vcelafi) byla opatrné vytazena larva ven z plastve. V tomto kroku bylo
dilezité, aby larva zlstala neposkozena, jelikoz télni tekutiny by znehodnotily matefi
kaSicku pod ni. Kazda vypreparovana larva byla vlozena do predem zvazené
mikrozkumavky a zméfena jeji hmotnost. Hmotnost larev posléze slouzila ke zji§téni stari
larvy. Pro odbér mateti kaSicky byla pouzita mala §pachtle. Kazdy vzorek matefi kasSicky
byl vlozen do zvazenych mikrozkumavek a opét byla zméfena jejich hmotnost. VSechny

vzorky larev 1 matefi kasicky byly po dobu celého vyzkumu uchovéavany v mrazaku.

3.2.1.2 Urceni stari larvy a larvalniho stadia podle hmotnosti

Doba od nakladeni vajicka matkou po pfeménu v larvu trva cca 3 dny. Nasledné se zane
larva vyvijet a postupné prochazi jednotlivymi instary (stadii), ty jsou oznaceny jako L1-
LS. Viz obrazek 8. OznaCeni LS plati pro larvu v patém instaru, kterd se Cerstvé
zaviCkovala. Hmotnost jednotlivych instarti se pohybuje v intervalech, které jsou zapsany
v tabulce 3. Podle téchto intervali a podle obrazku 8 bylo urCeno stari larev
vypreparovanych z plastvi. Veskeré vychozi informace o vzorcich a larvach jsou uvedeny

v tabulce 6.
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Tab. 3: Prehled instard d€lnice véely medonosné a intervald hmotnosti larev nalezici
k jednotlivym instarim. Tabulka byla upravena podle (Rembold et al., 1980).

Larvalni stadium Hmotnost larvy [mg] min.-max.

L1 0,10-0,45

L2 0,35-1,50

L3 1,30-6,00

L4 4,20-32,00

L5+LS 27,00-280,00
Matka| vajicko v |2 || e | s i s i oee | ew Pp : Pd P_dlrnmrpelec
Délnice vajigko ||.1 | L2 | 13| w | 5 Ls | PP P\;v' P|; Pr Pd ;Pd'E Pdm ded dospélec
oy —tt—~+—"+—"+—"+—"+—"+—"1+—"1+—"+—"+—"F+—"F+—+—"F—"F+—+—"F—"F+—1+

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Obr. 8: Schématické znazornéni prechodii plodu véely medonosné mezi jednotlivymi instary
v zavislosti na stari a srovnani vyvoje plodu délnice a matky véely medonosné. Larva se
z vajicka vylihne po tfech dnech. Den narozeni je oznacen jako den 0. L1-L5 = instary
larev; LS = larva instaru L5 Cerstvé po zavickovani; PP = predkukla; P = kukla (mala
pismena znaci zabarveni télnich ¢asti kukly, w = bilé o¢i, p = rizove o¢i, d = tmave hnédé
oC1, dl = tmavé hnédé oci + mimé zabarvené télo, dm = tmavé hnédé oci + stfedné
zabarven¢ t¢lo, dd = tmavé hnédé oci + hnédé télo). Obrazek byl prebvzat od (Rembold
etal., 1980) a prepracovan.

3.2.2 Stanoveni koncentrace proteini Bradfordovou metodou

Vytvorena kalibracni fada roztokd standardi BSA se pohybovala v rozmezi koncentraci
od 50 do 500 pg/ml. Na analytickych vahach bylo navazeno do mikrozkumavky 100 mg
smeésného vzorku matefi kasi¢ky a byl pfidan 1 ml K-Pi pufru. Pro lepsi rozpusténi mateti
kaSicky v pufru byl roztok po 30 minut ponechan na rotacni tfepacce. Po rozpusténi byly
vzorky nafedény v poméru 1:9a 1:1.

Do mikrotitrani desticky bylo napipetovano nejdiive 5 pl vzorku (standardu) (u
blanku to bylo 5 pl K-Pi pufru), 45 pl K-Pi pufru a 200 ul pracovniho roztoku
Bradfordova cinidla. Pracovni roztok Bradfordova cinidla byl pfipraven ze zasobniho
roztoku nafedénim v poméru 1:4 s dH>0. VSechny vzorky a standardy byly pipetovany
na mikrotitraéni desticku v technickém triplikatu. Nasledné probéhla inkubace po dobu
5 minut. Absorbance byla méfena na spektrofotometru Synergy H1 pii vinové délce
595 nm.

Vzorky matefi kaSicky odebrané rizné starym larvam byly proméfeny stejnym

zpusobem.
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3.2.3 Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s SDS
(SDS-PAGE)

3.2.3.1 Priprava vzorku pro SDS-PAGE elektroforézu

K 5 pl vzorku o koncentraci 100 pg/ml proteinu z matefi kasicky bylo pfidano 5 pl
vzorkovaciho pufru dle Laemmliho. Roztoky byly zvortexovany a nasledné vlozeny
do termobloku vyhtatého na 100 °C, pro zajisténa denaturace proteint. Po uplynuti doby
pro denaturaci byly vzorky zchlazeny v ledové lazni a zcentrifugovany je pti 6000 g po

dobu 4 minut.

3.2.3.2 Piiprava gelu
Nejdiive byla sestavena aparatura pro nalévani gelt. Pro tento experiment byly zvoleny
gely o tloustce 1 mm.

Pii SDS-PAGE se pouzivaji dva typy gelt zaostiovaci a délici. Slozeni obou gell je
uvedeno v tabulce 4. Po naliti zaostfovaciho gelu do n&j byl vlozen hiebinek na deset
jamek o tloustce 1 mm. Gel byl nasledné ponechan cca dal§ich 20 minut v klidu az do
uplného zatuhnuti.

Tab. 4:  Slozeni d€liciho a zaostfovaciho gelu. VSechny objemy jsou uvedeny v ml.
Tris/HCI (1,5  Tris/HCI (0,5

Typ gelu AA/bAA dH20 SDS TEMED APS
M,pH$8)  M,pHG68)
Délici 10% 6,80 5,00 - 7,60 0,20 0,02 0,14
Zaostrovaci
1, 2,60 - 5,00 11,80 0,40 0,04 0,24
o

3.2.3.3 Prubéh elektroforézy

Do jamek bylo aplikovano 10 pl vzorku a do prvni pouzité jamky na kazdém gelu byl
aplikovan marker molekulovych hmotnosti. Do elektroforetické vany byly vlozeny
komurky s gely a bylo pfidano potiebné mnozstvi elektrodového pufru (podle poctu
gelt). Na komdarku s elektrodami bylo nasazeno viko. Takto sloZena aparatura byla
vlozila do lednice a pfipojena ke zdroji. Pocatecni napéti bylo 120 V a po prechodu
vzorklli ze zaostiovaciho gelu do gelu déliciho bylo napéti zvySeno na 180 V.
Elektroforéza byla ukoncena poté, co bromfenolova modi ze vzorkovaciho pufru

doputovala na spodni okraj gelu.
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3.2.3.4 Fixace, barveni a foceni gelu

Polyakrylamidové gely byly vlozeny do vhodné nadoby a fixovany ve fixa¢nim roztoku
po dobu 30 minut za stalého michani na tfepacce. Byl pfipraven pracovni roztok barviva
CBB G-250 smichanim 40 ml zasobniho roztoku CBB G-250 a 10 ml methanolu. Po
dokonceni procesu fixace byly gely vlozeny do Petriho misek spole¢né s pracovnim
roztokem CBB G-250. Gely byly barveny pfes noc. Po ukonc¢eni inkubace v barvicim
roztoku byly gely vlozeny do odbarvovaciho roztoku 5 % kyseliny octové. Tento roztok
byl ménén kazdych 30 minut, dokud nebyl gel dostatecné odbarven. Po ukon¢eni procesu
odbarvovani byl gen dikladné oplachnut v dH,O a nasledné byl zdokumentovan a snimek
byl upraven pomoci pfistroje Gel Doc EZ Imager, na desticce Stain Free s bilym

oznacenim.
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3.2.4 Metoda Western blot

3.2.4.1 Prubéh detekce vitellogeninu metodou Western blot

Prvnim krokem bylo provedeni metody SDS-PAGE, ktera je popsana vyse. Blotovaci
souprava se sklada ztanku (blotovaci vana), blotovaci komurka, kazety, porézni
houbicky, silnych filtraénich papiri a membrany. Pro sestaveni soupravy a spusténi
prenosu bylo potfeba ponofit vSechny vyjmenované soucasti do blotovaciho pufru
minimalné na 30 minut. Pro tento experiment byla pouzita PVDF membréana. Ta se
nejdiive macela 5 minut v methanolu a nasledné az v blotovacim pufru. Blotovaci
souprava se nasledné skladala takto. Na Cernou stranu kazety se skladaly jednotlivé vrstvy
v tomto pofadi: porézni houbicka, filtrac¢ni papir, gel, PVDF membrana, filtracni papir a
porézni houbic¢ka. Pomoci valeCku byly odstranény bubliny mezi gelem a membranou.
Kazeta byla uzaviena a vlozena do blotovaci komurky v tanku tak, aby Cerna strana kazety
sméfovala k Cerné strané komurky. Tank byl naplnén blotovacim pufrem, vlozen do
lednice a uzavien vikem. Na zaklad¢ velikosti membrany byla vypoctena velikost proudu
(0,8 mA/cm?). Pfi po¢tu &étyf membran (8 cm na 5 cm) v blotovaci komfirce byl pouzit
proud 180 mA. Vzdy se blotovalo pfes noc a prenos byl ukoncen az nésledujici den.

Po vyjmuti membrany z tanku byla vlozena do krabicky spolu s barvicim c¢inidlem
Ponceau S na 10-15 minut pro ovéfeni pfenosu proteint z gelu na membranu. Poté byla
membrana omyta destilovanou vodou a nechala se inkubovat v blokovacim roztoku
mléka ptes noc v lednici.

Po procesu blokovani byla membrana promyvana TBS-T pufrem 2x po 10 minutach.
Inkubace v roztoku s primarni protilatkou, ktera byla nafedéna v poméru 1:10000, trvala
2 hodiny. Nasleduje dalsi série promyvani v TBS-T pufru a poté byl ptidan roztok se
sekundarni protilatkou fedénou v poméru 1:10000, kdy inkubace trvala 1 hodinu a 40
minut. Pro proces barveni musely byt membrany opét promyty TBS-T pufrem 2x po 10
minutach. Cely proces promyvani a inkubaci s protilatkami probihal pii laboratorni

teploté na tiepacce.

Barvici roztok NBT, BCIP a pufru pro alkalickou fosfatasu byl pfidan k membrané.
Proces barveni probihal na tfepacce. Je nutné bedlivé sledovat prubéh barveni (1-5

minut). Nasledné musi byt membrana dikladné oplachnuta dH>O a ususena.
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3.2.4.2 Prubéh detekce AmP metodou Western blot
Gely pro tricinovou elektroforézu byly piipraveny podle tabulky 5. Vzorky pro

tricinovou elektroforézu byly pfipraveny nasledovné. Byl namichan vzorkovaci pufr pro
tricinovou elektroforézu smisenim Tricin sample buffer (Bio-Rad) s merkaptoetanolem
v poméru 950 pl :20 pl. Do mikrozkumavek bylo napipetovano 6 pl zvortexovaného
vzorku a 6 ul vzorkovaciho pufru. Proteiny ve vzorcich byly denaturovany pii 100 °C na
5 minut v termobloku.

Pro prob&hnuti elektroforézy byly proteiny pfeneseny na membranu procesem
blotovani. Tento proces probihal stejné jako pii detekci vitellogeninu. Po dokonceni
procesu blotovani byl ovéfen pfenos proteind z gelu na membranu pomoci barviva
Ponceau S, ve kterém byla membrana barvena po dobu 15 minut. Nasledujici kroky
imunodetekce se 1isi pro jednotlivé detekované AmP: Membrana obsahujici prenesené
proteiny byla umisténa do krabicky a blokovéana na tfepacce po dobu 2 hodin v roztoku
BSA v 1xTBS v lednici na tfepacce.

a) Defensin-1 5% roztok BSA

b) Hymenoptaecin 5% roztok BSA

c) Abaecin 1% roztok BSA
Po inkubaci v blokovacim roztoku byly membrany promyty v TBS-T pufru 3x po 10
minutach za michani na tfepacce za laboratorni teploty.

a) Defensin-10,1% Tween v TBS-T

b) Hymenoptaecin 0,1% Tween v TBS-T

c) Abaecin 0,05% Tween v TBS-T
Nasledovala inkubace s roztokem primarni protilatky v TBS-T pufru, ktera probihala ptes
noc v lednici na tiepacce.

a) Primarni protilatka pro Defensin-1 fedéni 1:5000

b) Primami protilatka pro Hymenoptaecin fedéni 1:1000

c) Primarni protilatka pro Abaecin fedéni 1:5000
Nasledujici den byly membrany promyty v TBS-T pufru stejné jako v predchozim
promyvacim kroku. Inkubace s roztokem sekundarni protilatky v TBS-T probihala na
tfepacce pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny.

a) Sekundarni protilatka pro Defensin-1 fedéni 1:15 000

b) Sekundarni protilatka pro Hymenoptaecin fedéni 1:15 000

c) Sekundarni protilatka pro Abaecin fedéni 1:15 000
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Po uplynuti ¢asu inkubace probéhnul opét promyvaci krok stejny jako ty predchozi.
Barveni membrany probéhlo stejné jako pii detekci Vitellogeninu pomoci NBT, BCIP a
pufru pro alkalickou fosfatasu (viz kapitola 3.2.4.1 Prabéh detekce  vitellogeninu
metodou Western blot).

Tab 5.  Slozeni geli na Tricinovou elektroforézu (Objemy pro 4 gely).

Gelovy
Typ gelu AB-6 AB-3 . glycerol H:0 TEMED APS Mocovina
pufr
16% délici 10 100
, 10 ml - 10 ml 3g 10 pl 10,8
s moc¢ovinou ml ul
e 1 ml 3ml 8 ml 9 ul
- m 3 m - -

zaostiovaci : 90 ul
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Informace o biologickém materialu

Pro urCeni vyvojového instaru byly larvy zvazeny a soucasné byla zvazena i odebrana
matefi kaSicka. Viz tabulka 6.

Tab. 6: Prehled zakladnich informaci o odebranych vzorcich.

Cislo vzorku Hmotnost larvy [mg] Larvilni stidium Hmotnost mateii kaSi¢ky [mg]
1 16,0 L4 3,9
2 20,0 L4 4,8
3 11,5 L4 1,6
4 10,5 L4 3,7
5 24.6 L4 3,6
6 23,0 L4 3,9
7 0,3 L1 0,6
8 15,0 L4 3,7
9 29,0 L5 4,0
10 16,4 L4 34
11 4.4 L3 2,2
12 25,1 L4 3,8
13 147 L4 5,9
14 16,2 L4 5.3
15 - - -
16 11,0 L4 1,2
17 105,1 L5 2,2
18 42,1 L5 3,3
19 96,6 L5 4,2
20 97,2 L5 3,9
21 108,9 L5 2,2
22 68,8 L5 3,2
23 149,3 L5 3,8
24 101,6 L5 1,7
25 - - -
26 85,7 L5 3,7
27 94,0 L5 3,3
28 81,7 L5 3,9
29 44,0 L5 34
30 88,9 L5 3,0
31 58,6 L5 7,1
32 69,7 L5 1,9
33 68,3 L5 2,5
34 88,3 L5 4,3
35 167,3 LS 0,6
36 14,2 L4 0,9
37 - - -
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4.2 Stanoveni koncentrace proteini Bradfordovou metodou

Byla zméfena absorbance 10 standardizovanych roztoki BSA pii 595 nm. VSechny
standardy byly méfeny v technickych triplikatech vici blanku. Absorbance byla méfena
za pomoci spektrofotometrického readru na mikrodestickovém uspotfadani. Z hodnot
absorbanci triplikati namétenych pii vinové délce 595 nm byly vytvofeny primérné
hodnoty a byl odec¢ten blank. Sestrojena kalibracni pifimka je zobrazena na obr. 9. Rovnice
kalibra¢ni funkce je y = 0,0005x + 0,0698, R? = 0,963.
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Obr. 9: Zavislost pruimémé absorbance na koncentraci standardizovanych roztokli BSA pii
595 mn.

Vzorky matefi kaSe odebrané z plastve larvam rtzného stafi byly proméfeny a
vysledky zpracovany stejnym zpusobem jako kalibra¢ni roztoky BSA. Hodnoty
prumérnych absorbanci vypocitanych z triplikati byly po odecteni blanku dosazeny do
rovnice piimky a byla vypocitana koncentrace proteina v jednotlivych vzorcich. Diky
tomu bylo mozné natedit vzorky na jednotnou koncentraci 100 pg/ml proteinu. U vzorku
15, 25 a 37 vysla hodnota koncentrace v zadpornych c¢islech, proto byly tyto vzorky
vytazeny. Nasledné byla vypocitana i koncentrace proteinu v jednotlivych vzorcich na
1 mg matefi kasicky. Hodnoty koncentrace proteini v 1 mg matefi kasicky byly vyneseny
do grafu, pro provéreni teorie, zda se obsah proteinii méni v zavislosti na hmotnosti larvy

(jejim stafi a instaru). Viz obrazek 10.
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Obr. 10: Vyneseni (prumérnych u L4 a L5) hodnot koncentraci proteinu [ug] v 1 mg matefi
kasicky v ramci jednotlivych instari. Pro nedostatek vzorka v instaru L1, L3 a LS
nebylo mozné stanovit prumérnou hodnotu ani smérodatnou odchylku.

I presto ze vkazdém instaru je nerovnomérny pocet vzorki mohl by graf na
obrazku 10 naznaCovat, ze se hladina proteini v matefi kasi méni v zavislosti na
vyvojovém stadiu larvy. U instaru L5 je vidét mirny pokles koncentrace proteinii v 1 mg
matefi kasiCky. Presto ze tato data nejsou zcela prukazna mohla by poskytnout zaklad
dalSimu a rozsahlejsSimu vyzkumu. Vyssi pocet vzorkl a jejich rovnomérné zastoupeni
v instarech by mohlo poskytnout prikaznéjsi vysledek. Nerovnomérné zastoupeni larev
v jednotlivych instarech bylo v tomto experimentu zpusobeno obtiznym odbérem matefi
kaSicky z plastvi uchovavanych v mrazicim boxe. Hlavné u stadii L1, L2 a L3 byl odbér
nejvice komplikovany z divodu nizké hmotnosti téchto larev. Diky malym rozdilim ve
hmotnostech mezi stadii se od sebe Spatné€ rozliSovaly. Dalsi komplikaci bylo malé
mnozstvi mateti kaSicky u mladych larev, kdy diky uchovani v mrazicim boxe casto doslo

k vysuSeni matefti kaSicky mrazem a nebyla tudiz vhodna pro experiment.
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4.3 Detekce proteinového slozeni pomoci barviva CBB G-250
Vzorky matefi kaSiCky nafedéné na koncentraci 100 pg/ml proteinu byly rozdéleny
pomoci metody SDS-PAGE a nasledné vizualizovany CBB G-250. Po vizualizaci
rozdéleni jednotlivych proteind na zakladé molekulové hmotnosti bylo mozné odhadnout,
jaké proteiny se ve vzorcich nachézeji, a zjistit, zda se se zménou stafi larvy meéni i
proteinové slozeni matefi kasicky. Viz obrazek 11. VétSina vzorkd vykazuje jednotny
proteinovy profil obsahujici bandy v rozmezi 48-100 kDa. Po srovnani s vysledky
vyzkumu matefi kasicky uvedenymi v ¢lancich (Hu et al., 2019; Schmitzova et al., 1998)
(viz obrazek 12) je patrno, ze vysledek analyzy (proteinové slozeni) je velmi podobny az
shodny. Jak je jiz zminéno v kapitole 2.4.1.2 o proteinovém slozeni matefi kaSicky,
nejvice jsou zde zastoupeny MRIJP proteiny. Protein MRJP1 by podle (Hu et al., 2019)
mél mit molekulovou hmotnost 55 kDa, MRJP2 49 kDa a skupiny MRJP3 a MRJP5
proteini by mély mit molekulové hmotnosti mezi 60-70 kDa a 82-87 kDa. Podle odhadu
byl nejvice zastoupenym proteinem MRIP1, coz souhlasi s dosavadnimi poznatky o
slozeni matefi kasicce. Co se vsak lisi je intenzita bandt napfic jednotlivymi vzorky.
Proteinové slozeni u vzorka 1,2, 10, 11, 14 a 16 (viz obrazek 11) je zcela nebo Castecné
rozdilné od slozeni zbytku vzorku, které se shodovalo i s vysledky dle (Hu et al., 2019;
Schmitzova et al., 1998) Vzorky s rozdilnym proteinovym slozenim jsou na obrazku 11
oznaceny zlutym ohrani¢enim. Hmotnosti larev, od kterych byly odebrany vzorky 1, 2,
10, 11, 14 a 16, jsou v rozmezi 4,4-20 mg. Mohlo by se zdat, ze v této fazi zivota larvy se
meni proteinové slozeni matefi kasicky, avSak u ostatnich vzorku, které také zapadaji do
tohoto intervalu hmotnosti byl nalezen ocekavany proteinovy profil. Jeden z moznych
divodu vysvétlujici zménu slozeni by mohlo byt nastépeni vzorku z davodu pfitomnosti
proteas. Dalsim moznym divodem by mohla byt degradace zptsobena nedostatecné

Setrnym zachdzenim se vzorkem (nedostate¢né chlazeni vzorku pfi odbéru matefi

kasicky).
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&islo vzorku 1 2 3 4 5 6 7  G&islo vzorku 8 9 10 11 12 13 14
mlaryy(mg) 16 20 11,5105 246 23 03 mlaryy(mg) 15 29 16,4 44 251 147 16,2
1 h E e = l

&islo zorku 16 17 18 19 20 21 22 ¢islo vzorku
mlarvy (mg) 11 105,1 42,196,6 97,2 108,9 68,8 m larvy (mg) 149,3 101,6 85,7 94 81,7 44 88,9

gislo vzorku 31 32 33 34 35 36
m larvy (mg) 58,6 69,7 683 88.3 167.3 14,2

100 kDa
5_ kDa

Obr. 11: Vysledky elektroforetické separace metodou SDS-PAGE a nasledné vizualizace pomoci
barviva Coomassie Brilliant Blue. VSechny vzorky jsou oznadeny ¢islem vzorku i
hmotnosti larvy, od které byly odebrany. VétSina vzorka s vyjimkou Zluté vyznacenych
vykazuji velmi podobny proteinovy profil. Lisi se u nich vice ¢i mén¢ intenzita bandu,
ktera je pfimo umérnd hladiné proteini ve vzorku. Vzorky se zlutym oznacenim
vykazuji rozdilné proteinové sloZeni. U vzorku 20 doslo z divodu absence proteint
nejspise k technické chybé.

Rozdilnou intenzitou bandi mezi jednotlivymi vzorky se zatim zadny clanek
nezabyva. Na obrazku 12 jsou vyobrazeny vysledky prozatim nejpodobnéjsich
experimenti (Hu et al., 2019; Schmitzova et al., 1998). Avsak ty se zabyvaly pouze

proteinovym profilem smésného vzorku matefi kaSe.
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Obr. 12: Vysledky vizualizace proteinti po rozdéleni podle molekulové hmotnosti uvedenych v
¢lanku (Hu et al., 2019) (vlevo) a ¢lanku (Schmitzova et al., 1998) (vpravo).
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4.4 Metoda Western blot

Stejné jako u predchozi metody byly proteiny ve vzorcich odebrané matefi kase rozdéleny
pomoci SDS-PAGE nebo tricinové SDS-PAGE elektroforézy. Po pfenosu proteint z gelu
na membranu byla provedena imunodetekce, diky které bylo mozné potvrdit pfitomnost
konkrétnich proteini ¢i peptidi (Vg, defensinu-1, abaecinu a hymenoptaecinu) ve

vzorcich matefi kasicky.

4.4.1 Imunodetekce vitellogeninu

I vramci této bakalarské prace byla noveé potvrzena jiz vySe zminovana teorie, ktera
tvrdila, ze Vg neni v matefi kaSiCce pfitomen. Tato teorie byla poprvé podporena a
potvrzena imunodetekci Vg v matefi kasi pomoci specifické protilatky ve srovnani
s kontrolou (hemolymfa v¢elich matek). Hemolymfa vcelich matek byla jako pozitivni
kontrola zvolena z divodu vysokého obsahu Vg, byla nafedéna v poméru 1:9 a je na
obrazcich 13 a 14 oznacena jako CTRL. U vzorku s kontrolou je jasné patrny band
v oblasti 180 kDa, ktery odpovida molarni hmotnosti proteinu Vg. Viditelnost dalSich
bandi u tohoto vzorku mize naznaCovat vysokou koncentraci proteint ve vzorku nebo
niz8i specifitu protilatky. Byla provedena také optimalizace této metody (viz obrazek 13).
Pro vylepsSeni detekce Vg byl experiment proveden na dvou riznych membranach
nitrocelulosové a PVDF, kdy PVDF membrana se ukéazala jako vhodné&jsi, diky ostfejsimu

zobrazeni bandu.

M 13 14 CTRL M 13 14 CTRL

- -

Obr. 13: Na levé strané je vidét vysledek barveni proteint s navazanou protilatkou s pouzitim
nitrocelulosové membrany. Vpravo je pak vidét vysledek barveni proteinii s navazanou
protilatkou s pouzitim PVDF membrany. Pro optimalizaci byly pouzity vzorky 13, 14 a

kontrolni vzorek hemolymfy véelich matek nafedény v poméru 1:9.
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¢islo vzorku 1 2 3 4 5 6 7  &islo vzorku 8 9 10 11 12 13 14
mlaryy(mg) 16 20 11,5 105 246 23 03 mlarvy(img) 15 29 16,4 44 251 147 16,2

1
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Obr. 14: Snimky vysledkti imunodetekce proteinu Vg v matefi kasicce odebrané larvam rizného
stafi. Jednotlivé vzorky jsou oznaceny Cislem vzorku a také hmotnosti larvy, od které
byly odebrany. Pod ozna¢enim CTRL se nachazi kontrolni vzorek hemolymfy vcelich
matek.

Dukaz o nepfitomnosti Vg v matefi kasSi¢ce mize mit velky pfinos pro vyzkum
mechanismu transportu fragmenti mikrobli a bakterii télem vcely medonosné. Bylo
prokazano je, ze Vg slouzi jako transportni protein pro fragmenty mikrobui a bakterii
v hemolymf€. Déle bylo potvrzeno, ze dochazi k pfenosu imunitni paméti z v¢ely délnice
na larvu (Contreras-Gardufio et al., 2016) avSak mechanismus neni pfesné znam.
Vyvstava tedy otazka, jakym zpuasobem dochazi k pfenosu imunitni paméti, pokud
v matefi kasicce neni Vg pfitomny. Timto se oteviela nova moznost dal§iho vyzkumu,

ktera by mohly navazovat na vysledky v této praci.



4.4.2 Imunodetekce royalisinu

Royalisin je jednim z AmP, které se v matefi kaSicce pfirozené vyskytuji. Pro detekci
royalisinu byla pouzita protilatka na detekci defensinu-1, ktery se od royalisinu lisi pouze
zaménou jedné aminokyseliny a vazebna mista pro protilatku se tak neli§i. Royalisin ma
molekulovou hmotnost 5,5 kDa. Pokud se podivame na vysledky imunodetekce tohoto
AmP, jsou jasné patrné bandy v oblasti, ktera by odpovidala jeho molekulové hmotnosti.
Tyto bandy jsou zluté vyznaCeny. Na membranach jsou ale 1 vyraznéjsi bandy, a to
v oblasti MRJP proteint. Nejvice se protilatka vazala na MRJP1 a proteinovou skupinu
MRIJP3. Toto navazani mohlo byt zpisobeno nejspiSe vyskytem podobné vazebné
domény, jaka se vyskytuje i na royalisinu, nebo se royalisin pfimo odstépuje z proteinu
MRJP1. Na C-konci proteinu MRJP1 se prokazatelné nachazeji prekurzory ze kterych se
nasledné odstépi AmP jelleiny 1-3 (Fontana et al., 2004). Je tedy otazka, zda by mohlo jit
1 u royalisinu o stejny princip nebo zda se jedna pouze o nizsi specifitu protilatky. Zda se
jedna o nizs§i specifitu protilatky a zda se tedy navazuje i na jiné proteiny by §lo provéfit
napfiiklad pomoci metody ELISA nebo pomoci imunoprecipitace. Pro kontrolu spravného
fungovani metody detekce byl pouzit kontrolni vzorek obsahujici defensin-1

konjugovany s BSA. Tato kontrola je na obrazku 15 oznacena jako CTRL.
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¢islovzorku 1 2 3 4 5 6 islovzorku 7 8 9 10 11 12
mlarvy(mg) 16 20 11,5 10,5 246 23 mlarvy (mg) 0,3 15 29 16,4 44 25,1

éislovzorku 13 14 31 32 33 ¢islo vzorku 34 35 36 CTRL
mlarvy(mg) 14,7 16,2 586 69,7 68,3 m larvy (mg) 88,3 168,3 14,2

Gislovzorku 16 17 18 19 20 21 22 gslovzorku 23 24 26 27 28 29 30
mlarvy (mg) 11 1051 42,1 96,6 97,2 1089 68,8  mlarvy(mg)149,3 101,6 857 94 817 44 889

Obr. 15: Snimky vysledki imunodetekce AmP royalisinu v mateti kasi odebrané larvam rizného
stafi. Jednotlivé vzorky jsou oznaceny Cislem a také hmotnosti larvy, od které byly
odebrany. Pod ozna¢enim CTRL se nachazi kontrolni vzorek Defensinu-1 konjugovany
s BSA.

Pri literarni reSersi k této bakalatské praci jsem doposud nenarazila na ¢lanek, ktery

by se zabyval analyzou AmP v matefi kaSi¢ce touto metodou. Vysledky ziskané v této
praci sice pfimo nedokazuji ze se jedna o royalisin, jde pouze o odhad. Pro ovéreni a dalsi
zptresnéni by bylo nutné peptid analyzovat pomoci hmotnostni spektrometrie. Pokud by
se tento odhad dalsim vyzkumem potvrdil, mizeme se domnivat, ze AmP royalisin mtze
s velkou pravdépodobnosti zasadné ovlivnit imunitni systém a zdravi larev v riznych

stadiich vyvoje. Bandy znacici jeho pfitomnost se objevily ve v§ech vzorcich bez ohledu
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na instar. Pfi pohledu na intenzitu jednotlivych bandu je vSak patrno, ze by se mohla

v zavislosti na stafi larvy ménit jeho koncentrace.
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4.4.3 Imunodetekce hymenoptaecinu

Hymenoptaecin patii mezi AmP, které se piirozené¢ vyskytuji v hemolymfé vcely
medonosné. UCelem experimentu bylo zjistit, zda se v matefi kasice tento AmP
vyskytuje nebo ne. Doposud nevySel zadny Clanek, ktery by nepfitomnost tohoto AmP
v matefi kaSicce prokazal nebo ktery by podrobil tento sekret analyze pomoci metody
western blot simunodetekci na hymenoptaecin. Zatim se pouze piedpokladalo, ze
hymenoptaecin se vyskytuje prevazné v hemolymfé. Molekulovd hmotnost

hymenoptaecinu je pfiblizn€ 12,4 kDa (Danihlik et al., 2015).

gislovzorku 1 2 3 4 5 6 gislovzorku 7 8 9 10 11 12
mlarvy (mg) 16 20 11,5 105 246 23 m larvy (mg) 0,3 15 29 16,4 44 25,1
kDa
75 2 kDa
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Gislovzorku 13 14 16 17 18 19 gislovzorku 20 21 22 23 24 26
mlarvy (mg) 14,7 16,2 11 1051 42,1 96,6 mlarvy (mg) 97,2 108,9 68,8 149,3 101,6 85,7
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Obr. 16: Snimky vysledkli imunodetekce AmP hymenoptaecinu v mateii kasi odebrané larvam
razného stari. Jednotlivé vzorky jsou oznaceny Cislem a také hmotnosti larvy, od které
byly odebrany. Vysledek na pritomnost hymenoptaccinu v matefi kasi je negativni.
Oblast molekulové hmotnosti, ve které¢ by se bandy oznacujici peptid hymenoptaccin

nachazely, jsou zlut¢ oznaceny.
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Bandy oznacujici pfitomnost tohoto peptidu by se tedy mély vyskytovat ve zluté
oznaCené oblasti na obrazku 16. Jelikoz je vSak tato oblast prazdna nebyla pfitomnost
hymenoptaecinu v matefi kasi dokdzana. Detekované bandy v oblasti mezi 55-100 kDa
by mohly byt opét zpisobeny navazanim protilatky na MRJP proteiny. Divodem mize
byt podobné vazebné misto na proteinu nebo nizsi specifita protilatky. Stejné€ jako u

ostatnich AmP by se dala tato teorie prokazat metodou ELISA nebo imunoprecipitaci.
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4.4.4 Imunodetekce abaecinu

Abaecin je stejn¢ jako hymenoptaecin AmP, ktery se pfirozené€ vyskytuje v hemolymfe
vCely medonosné. Jeho pritomnost v matefi kasi nebyla dosud prokazana. Existovala opét
pouze teorie, ze se v matefi kaSi nevyskytuje. Tuto myslenku potvrzuji snimky
imunodetekce tohoto peptidu viz obrazek 17, které vykazuji negativni vysledek
(neptitomnost bandd) v oblasti 4,8 kDa (odpovida molekulové hmotnosti abaecinu).
Zminéna oblast je na snimcich zluté€ vyznacena. Jako kontrola byl pouzity roztok abaecinu
konjugovany s BSA, kvili vysoké koncentraci byl protilatkou oznacen cely sloupec. 1
ptes zkresleni vysokou koncentraci vzorku jsou patrné dva bandy. Jeden oznacuje abaecin

konjugovany s BSA a druhy samostatny abaecin, ktery mohl degradovat.
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Obr. 17: Snimky vysledkt imunodetekce AmP abaecinu v matefi kasi odebrané larvam rizného
stafi. Jednotlivé vzorky jsou oznaceny Cislem a také hmotnosti larvy, od které¢ byly
odebrany. Vysledek na pfitomnost abaecinu v matefi kaSi je negativni. Oblast
molekulové hmotnosti, ve které by se bandy oznacujici peptid abaecin nachazely, jsou
zlut¢ oznaceny.

Analyza AmP royalisinu, hymenoptaecinu a abaecinu urcité poskytla zakladni

informace a prehled o slozeni matefi kasicky, av§ak nejsou to zdaleka vSechny AmP, které
se v ni mohou vyskytovat. Mohou se zde nachazet jelleiny, apidaeciny atd (Danihlik et
al., 2015). Pokud bychom chtéli dikladné prozkoumat vlastnosti a procesy, kterych se
mateti kasicka ucastni, bylo by potfeba udélat komplexnéjsi analyzu slozeni a analyzovat
jeji slozeni v raznych situacich zivota vcely. Muze to byt hlavné pozorovani zmén ve
slozeni matefi kaSiCky, jak u razné starych larev (CasteCné se zabyva i tato prace), tak ale
i naptiklad po podani patogent véelam délnicim. VSechna tato meéteni by mohla poodhalit

skryté mechanismy imunitniho primingu u hmyzu.
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5 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo vypracovat literarni reSerSi zabyvajici se stézejné
imunitnim primingem hmyzu. Pro doplnéni kontextu a pochopeni zakladnich informaci
o tomto procesu jsou uvodni kapitoly vé€novany i imunitnimu systému hmyzu
s konkrétnim zaméfenim na vcCelu medonosnou. Dukladng€ji byla rozebrana hlavné
kapitola o bunécné a humoralni imunit€, kterd s imunitnim primingem tzce souvisi. Déle
bylo predstaveno nékolik zakladnich mechanismt stimulace imunitniho systému. Na
samotné téma imunitniho primingu bylo nasledné nahlizeno z nékolika uhli. U spousty
druht hmyzu se imunitni priming vyskytuje pouze v jedné generaci. Ale u nékterych
druhg, prikladem muze byt vCela medonosna, byla vyicena teorie o tzv. transgenera¢nim
imunitnim primingu, pfi kterém by dochéazelo k pfenosu imunitni paméti z rodice na
potomka v ramci reprodukéniho cyklu. Jsou vyzkumy jejichz vysledky tuto teorii
potvrzuji, avSak nebyla jesté pIné prokazana. Prakticka Cast prace se zabyvala analyzou
slozeni, konkrétné proteinového slozeni, potravy vcelich larev tedy matefi kaSickou.
K rozboru slozeni mateii kasi¢ky byla pouzita metoda pro stanoveni hladiny proteint
(Bradfordova metoda), metoda, ktera tyto proteiny rozdéli a je pak mozné je odhadem
identifikovat (SDS-PAGE) a imunodetekcni metoda Western blot, ktera detekuje urcity
protein pomoci primarni a sekundarni protilatky.

V této praci bylo dosazeno nasledujicich vysledka:

e Byla stanovena hladina celkovych proteini ve vzorcich matefti kasicky odebrané
larvam razného stafi. Vysledky naznacuji, Ze by se hladina téchto proteinti mohla
v zavislosti na stafi larvy ménit.

e Proteiny nachazejici se v matefi kaSi¢ce byly rozd€leny pomoci SDS-PAGE
elektroforézy a mohly tak byt po srovnani s vysledky ostatnich vyzkumt odhadem
identifikovany.

e Imunodetekéni metodou western blot byla detekovana pfitomnost AmP
royalisinu, hymenoptaecinu, abaecinu a proteinu vitellogeninu. U
hymenoptaecinu, abaecinu a vitellogeninu byly vysledky na jejich pfitomnost
v matefi kasi negativni. Royalisin byl s velkou pravdépodobnosti detekovan, ale
stoprocentné by se tento vysledek mohl potvrdit pomoci identifikace peptidu
pomoci hmotnostni spektrometrie.

Dals$i prace navazujici na toto téma by se mohla zaméfit na presnou identifikaci

rozdélenych proteinti a potvrzeni pfitomnosti royalisinu v matefi kasicce. Podrobné&jsi
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vyzkum by si také zaslouzil i1 rozbor hladiny proteinu pro jednotliva vyvojova stadia

larev.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AA akrylamid

AmP antimikrobialni peptid

APS persiran amonny

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat

BIS bisakrylamid

BSA hovézi sérova albumin

CBB Coomassie Brilliant Blue

CTRL kontrolni vzorek

DAMP molekularni vzorce asociované s poskozenim
DTT dithiotreitol

K-Pi K-fosfatovy pufr

NBT nitrotetrazoliova modf

PAMP molekularni vzorce asociované s patogeny
PO fenoloxidasa

proPO profenoloxidasa

PRR pattern recognition receptor

PVDF polyvinilidenfluorid

SDS dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s SDS
TBS solny roztok pufrovany tris

TBS-T tween 20 v TBS

TEMED N,N'-tetramethylendiamin

TgIP transgeneracni imunitni priming

Vg vitellogenin
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