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Cile prace

Vypracovat literarni reSersi shrnujici dostupné poznatky o funkci antimikrobialnich
peptida jako slozkach humoralni imunity hmyzu, se zaméfenim na epitelialni imunitu a

v¢elu medonosnou.

Optimalizace metody detekce vybranych antimikrobialnich peptidi ve vCeli hemolymfé

metodou Western blotting.

Testovani metody imunohistochemické detekce vybranych antimikrobialnich peptida ve

vzorcich celych véelich strev.



1 UVOD

V poslednich letech bylo pozorovano chronické zvysovani nemocnosti véelstev, které
muze vést az ke kolapstim celych uld. Veli choroby jsou zptisobené celou fadou ptvodct
bakterialnich a virovych infekci, kjejichz pfenosu také prispiva infekce vcelstev
parazitem Varroa destructor. Studium vceli imunity a exprese antimikrobialnich peptida
(dale jen AmP) v reakci na rizné patogeny muze piispét k lep§imu pochopeni imunitnich
odpovédi, snazsi kontrole patogennich infekci, a potencialné az k nalezeni feSeni thynu

vcelstev (Evans et al., 2006; Mondet et al., 2020).

Imunitni systém vcel 1ze rozdélit na socialni imunitu veelstva a individualni imunitu
jedince. Soucasti individualni imunity vcel je bariérova imunita, pusobici na povrchu
kutikuly a epitelu, a systémova imunita, ktera pisobi za ochrannou bariérou. Systémova
imunita se déli na bunénou a humoralni imunitu. Humoralni imunita vcel spociva
v produkci humoralnich faktori, kterymi jsou napf. AmP. Exprese AmP je fizena
imunitnimi signalnimi drahami Toll, IMD, JAK/STAT a JNK (Jefferson et al., 2013;
Danihlik et al., 2015).

Stfevni mikrobiom, ktery se nachazi ve stfevnim epitelu vcel, ovliviiuje imunitni
systém. Vcely s pfirozenym stfevnim mikrobiomem disponuji vy§§imi hladinami AmP,
konkrétn¢ apidaecinem a hymenoptaecinem, nez vCely bez mikrobiomu. Regulace AmP
je odlisna u riznych druhd symbiotickych bakterii vCeliho mikrobiomu

(Kwong et al., 2017).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Individualni v€eli imunita

V¢eli hnizdo, kde pospolu zije az deset tisic jedinci na malém prostoru s konstantni
teplotou 35 °C, vysokou vlhkosti a za neustale probihajiciho kontaktu mezi jedinci véetné
vzajemného krmeni z st do ust (tzv. trofalaxe), je idealni prostiedi pro rust a rychlé Sifeni
patogenu. Vcely tomuto ohroZeni pfizpusobili svou fyziologii, socialni i individualni
imunitni systém (Klaudiny ez al., 2005; Wilson-Rich et al., 2009). Individualni imunitni
systém vcel se déli na bariérovou imunitu, jejiz obranné mechanismy pusobi na povrchu
kutikuly a epitelu, a systémovou imunitu, ktera zajiS§tuje obranu proti patogentim
za ochrannou fyzikalni bariérou. Dulezitymi imunitnimi slozkami je humoralni a bunécna

imunita (Jefferson et al., 2013).

Patogen, napadajici v€elu, Celi ttem zakladnim liniim obrany. Prvni obrannou linii je
fyzikalni bariéra, branici proniknuti patogenu do téla. Po prekonani fyzikalni bariéry
patogeny stimuluji imunitni odpovéd’, na které se podili imunitni buriky a humoralni
imunita, kterd spociva v produkci humoralnich latek. Exprese humoralnich latek je
regulovana pomoci komplikovaného systému vnitrobunécnych signalnich drah

(Danihlik et al., 2015).

2.1.1 Fyzikalni bariéry

Kutikula, stény zazivaciho traktu a trachealni soustavy tvoii prvni obrannou bariéru,
se kterou se setkava patogen (Glinski a Jarosz, 2001). Proti parazitickym houbdm,
s vyjimkou kvasinek a plisni, produkujicich enzym chitinasu (EC 3.2.1.14), je kutikula
chranéna vosky a nenasycenymi mastnymi kyselinami. Pokud dojde k enzymovému
¢i mechanickému naruseni kutikuly, patogeny se dostanou do téla a mohou zpusobit
t&zkou infekci, ktera miize vést azk usmrceni organismu. Zaludek neobsahuje chitinovou
vystelku, proto je nejméne chranénou bariérou travici soustavy. Patogeny pak mohou
proniknout skrz zalude&ni sténu pfimo do hemocoelu. Zaludek je branén pied ristem
a mnozenim patogent latkami jako jsou napf. fytoncidy, které maji antimikrobialni
vlastnosti a vcela je pfijima prostfednictvim potravy z rostlin (Glinski a Buczek, 2003).
K udrzeni epitelu travici soustavy aktivné napomahaji spoleCenstvi komensalnich

a symbiotickych mikroorganismt (Ryu et al., 2010).
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2.1.1.1 Epitelialni imunita

Imunitni systém vcel je vyznamné ovlivnén symbiotickym stfevnim mikrobiomem,
ktery se primarn€ ucastni zpracovani potravy, ale také usnadruje zneskodnéni patogend.
Stfevni mikrobiom, ktery se dlouhodobé vyvijel pomoci socialniho chovani vcel,
obsahuje pfiblizné¢ devét bakterialnich druhi (Kwong er al., 2017). Bakterie
Snodgrassella alvi, Gilliamella apicola, dva druhy Lactobacillus kmene Firmicutes
(Firm-4 a Firm-5) a Bifidobacterium jsou soucasti stfev vSech dospélych vcelich délnic
a lze je pokladat za zakladni vCeli mikrobiom. Zbylé Ctyfi druhy bakterii, kterymi jsou
Bartonella apis, Apibacter adventoris, Frischella perrara a Acetobacteraceae, byly
nalezeny u mnoha vcelich délnic, ale v nékterych pfipadech chybély (Raymann

a Moran, 2018).

Hojnost a druhova pestrost stfevniho mikrobiomu je odli$na, jak v urcitém zivotnim
stadiu délnic, tak i mezi jednotlivymi organy travici soustavy, ktera se déli na medové
volatko, zaludek, tenké stfevo a vykalovy vacek (Obr. 1) (Martinson et al., 2012).
Zakladni vCeli mikrobiom je pfitomny ve vSech Castech travici soustavy, avSak v rizném
mnozstvi jednotlivych druhti (Raymann a Moran, 2018). Martinson et al. (2012) studovali
pomoci metody fluorescencni in situ hybridizace vliv individudlniho vyvoje délnic
na stfevni mikrobiom. V travici soustavé larev a mladych délnic se vyskytovalo malé
nebo témét zadné mnozstvi symbiotickych bakterii ve srovnani se star§imi délnicemi.
Medové volatko starSich délnic obsahovalo velmi malé mnozstvi bakterii
(Martinson et al., 2012). Moran et al. (2012) uvadéji ze, v tenkém stievé starSich delnic
jsou nejvice zastoupeny bakterialni druhy S. alvi a G. apicola. Souvisla vrstva bakterii
S. alvi se nachazi zejména na epitelidlnich zahybech tenkého stfeva. Pobliz prelomu
zaludku a tenkého stfeva v oblasti pyloru, se vyskytuji bakterie F. perrara, které
v tomto misté vyvolavaji tvorbu hnédé skvrny zpusobené melanizaci. Melanizace je

aktivovana stimulaci imunitnich cest.

Martinson et al. (2012) dale popisuji odliSnosti mezi zaludkem, tenkym stfevem
a vykalovym vackem v bakteridlnich druzich Firm-5, S. alvi a G. apicola. V zaludku
pfevazoval druh bakterie S. alvi a celkové mnozstvi bakterii zde bylo wvyssi
nez v medovém volatku. V tenkém strevé prevladaly bakterie S. alvi a G. apicola, dale
se tam nachazelo men$i mnozstvi bakterii Firm-5, které vytvarely shluky. Vykalovy
vacek obsahoval velké mnozstvi Lactobacillus s pfevazujicim mnozstvim bakterii

Firm-5. V kazdé casti travici soustavy probihaji rizné katabolické procesy,
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a proto se v jednotlivych ~ Castech ~ vytvafi  odliSné  mikrobialni  spolecCenstvi
(Martinson et al., 2012). Uplny stievni mikrobiom dé&lnice ziskavaji pied vylétnutim z ulu
prostfednictvim socidlni komunikace, kontaktu s fekaliemi a vlivem prostiedi v ulu

(Powell et al., 2014).

Medové volitko

Malé mnoistvi
bakterii

Zaludek
Malé mnoistvi
bakterii
Prevazuje druh
Gammaproteo-

bacteria

Obr. 1 Schématické znazomeéni rozlozeni bakterialnich komunit v travicim traktu starsich délnic.
Zleva medové volatko, zaludek, tenké stfevo a vykalovy vacek (pfevzato a upraveno dle
Raymann a Moran, 2018).

12



Stresové podminky, jako je nedostatek potravy, teplotni Sok Ci antibiotika, mohou
vyrazné narusit stfevni mikrobiom. Poskozeny stfevni mikrobiom ma pak znacny vliv
na reakci vcel na tyto stresové podminky, tim padem i nepfiznivy vliv na stimulaci

imunitniho systému (Tian et al., 2012).

Jelikoz v epitelialni imunité oproti systémové imunité probiha neustaly mikrobialni
kontakt, jehoz pfiCinou jsou symbiotické bakterie, epitelialni imunita reguluje AmP
mnohem komplexnéji nez imunita systémova (Ryu er al., 2010). Kwong et al. (2017)
prokazali, ze vcely s nepatogennim stfevnim mikrobiomem — tedy vcely naoCkované
S. alvi, G. apicola, F. perrara, Bifidobacterium spp a Lactobacillus kmene Firmicutes,
meély ve stievni tkani vyssi koncentraci AmP, konkrétné apidaecinu a hymenoptaecinu,
nez vCely bez stfevniho mikrobiomu. Regulace AmP byla také zavisla na konkrétnim
druhu  bakterii napf. S. alvi zvySovala genovou expresi apidaecinu.

Podle Emery et al. (2017) bakterie F. perrara stimulovala dramaticky narust apidaecinu.

Kwong et al. (2017) dale uvadéji, ze bakterie sttevniho mikrobiomu meély rozdilnou
citlivost na jednotlivé druhy AmP vcel. Bézny vceli mikrobiom, v porovnani s v€elami
naockovanymi Escherichia coli, byl vice odolny vacéi apidaecinu. Konkrétné
grampozitivni bakterie (Bifidobacterium spp, Lactobacillus Firm-5) byly znacné odolné
vuc¢i apidaecinu a hymenoptaecinu, za to gramnegativni bakterie, zejména S. alvi,

vykazovaly vys$si citlivost na hymenoptaecin.

2.1.2 Bunécna imunita

Otevieny krevni ob&h, ve kterém proudi hemolymfa, zajist'uje rychlejsi Sifeni hemocytl,
zaroven vSak snadngjs$i vniknuti a roz§ifeni patogenu do celého téla. Prinik patogent,
které se dostaly pres stievni epitel do hemocoelu poSkozenim kutikuly nebo spolu
s potravou (Obr. 2), je doprovazen uvolnénim molekularnich vzora asociovanych
s poskozenim (dale jen DAMPs) a molekularnich vzorG asociovanych s patogeny
(dadlejen PAMPs) (Dubovskiy et al.,, 2016). PAMPs mohou byt napiiklad
lipopolysacharidy (dale jen LPS) a peptidoglykany (Ryu et al., 2010). Rozpoznavaci
receptory molekularnich vzori (dale jen PRR), které jsou navazany na hemocyty
nebo volné pritomné v hemolymf€, reaguji na DAMPs a PAMPs, ¢imz dochazi k pfilnuti

hemocytd na cizorodé molekuly a bunky (Dubovskiy et al., 2016).
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Prunik patogenu

|

Kutikula +

Epidermis -

Enkapsulace

Hemocoe!
Nodu'ace

DAMPs, PAMPs
Epite
[o A0S

Prunik patogenu

Obr. 2 Schématické znazornéni pruniku patogent do hemocoelu doprovazené DAMPs a PAMPs,
s naslednou tvorbou enkapsul a nodul (pfevzato a upraveno podle Dubovskiy et al., 2016).

Bunécna imunita, zprostiedkovand hemocyty, zajiStuje bariéru mezi proniklymi
objekty a hemocoelem tfemi hlavnimi obrannymi strategiemi, kterymi jsou procesy
zapouzdieni, nodulace a fagocytdza. Pfi procesu zapouzdieni hemocyty obali veétsi
patogeny a nerozlozitelné materialy, pfiCemz dochazi ke spolupraci mezi nékolika
hemocyty. Vysledkem procesu je tvorba ochrannych pouzder kolem patogend (Glinski
a Buczek, 2003; Eleftherianos et al., 2009). Proces zapouzdieni muze byt
z ultrastrukturalniho pohledu zaménén za proces nodulace. Procesy se lisi v zavislosti na
druhu patogenu, proti kterému pusobi. Pfi nodulaci se hemocyty vazou na bakterialni
shluky, zatimco pfi zapouzdfeni se poutaji na vetsi cizoroda télesa, jako jsou parazitoidy
nebo hlistice (Lavine a Strand, 2002). Ukolem hemocyti je oddélit a neutralizovat
patogeny (Dubovskiy et al., 2016). Soucasti téchto procesu je ¢astecné naruseni povrchu
membrany hemocytd po pfilnuti na patogen, ktery se snazi eliminovat (Glinski a Buczek,
2003). Prilnavost hemocyti k povrchim patogenti nebo k sob€ navzajem zajistuji
adhezni molekuly. Po adhezi na patogen dojde v hemocytech k reakcim spojenych

s melanizaci, ¢imz dojde kuvolnéni reaktivnich forem kysliku (dale jen ROS),
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reaktivnich forem dusiku (dale jen RNS) a latek pusobicich jako antioxidanty
(Negri et al., 2013; Marringa et al., 2014). V nékterych pfipadech hemocyty pfimo
zneSkodiuji bakterie, spory hub a jiné malé patogenni molekuly fagocytozou (Glinski
a Buczek, 2003). Fagocytoza je proces pohlceni patogenu o malém rozméru hemocytem

(Dubovskiy et al., 2016).

Hemocyty se rozlisuji na prohemocyty, granularni butiky, plazmocyty, buriky sféroida
a oenocytoidy (Obr. 3) (Lavine a Strand, 2002). Wilson-Rich et al. (2008) uvadéji,
ze pocet hemocytli se méni v prubéhu zivota vCely. Vceli larvy a kukly maji nejvyssi
pocet hemocytu. Bylo pozorovano, Ze na proces zapouzdieni nema pocet hemocytu vliv,
jelikoz zapouzdfeni probihd ve vSech zivotnich stadiich vcely (larva, kukla, krmicka

a létavka) stejnou rychlosti.

Obr. 3 Snimky péti druhti hemocyti nalezenych u Pseudoplusia includens pod mikroskopem.
A — prohemocyty, B — buiky sféroidi, C — oenocytoidy, D — granularni bunky,
E — plazmocyty (pfevzato z Lavine a Strand, 2002).

15



2.1.3 Humoralni imunita

Slozky humoralni imunity jsou produkovany tukovym téliskem a hemocyty
(Laughton et al., 2011). Wilson-Rich er al. (2008) vazili hmotnost tukovych télisek u
krmicek a Iétavek a zjistili, ze krmiCky obsahuji vice tukové hmoty nez l1étavky. S vékem
tedy klesa hmotnost tukového teliska (Wilson-Rich et al., 2008). AmP se vsak tvofi i
v jinych tkanich jako je napft. epitel (Hoffmann, 2003). Zatimco né€které¢ humoralni slozky
jsou pfitomny v hemolymf€ stale, tvorba dalSich slozek mize byt ovlivnéna pohlavim ¢i
zivotni fazi vCely, nebo jsou slozky vytvoreny az v reakci na imunitni stimul, naptiklad

na patogenni infekci (Laughton et al., 2011).

Vceli genom koduje jeden gen profenoloxidasy (dale jen proPO), tii lysozymy
(dva typu c a jeden typu i), lektin 5 C-typu a Ctyfi proteiny obsahujici thiolester. Imunitni
systém vcel je v mnoha ohledech velmi podobny imunitnimu systému Drosophila. Vceli
genom obsahuje pfiblizné jednu tfetinu imunitnich gent oproti genomu Drosophila,
které jsou rozdéleny do 17 genovych rodin (Evans et al., 2006). Mensi pocet imunitnich
genu vCel CasteCné vynahrazuje socialni imunita a omezené mnozstvi druhi patogend,

kterym jsou vCely vystaveny (Cremer et al., 2007).

2.1.3.1 Lektiny

Hmyz na rozdil od obratlovct postrada adaptivni imunitu a disponuje pouze imunitou
vrozenou. Rozpoznavaci funkci u hmyzu zastavaji lektiny, které jsou dulezitou soucasti
vrozené imunity nejen hmyzu, ale i savell (Wilson e al., 1999). Funguji jako PRR,

reagujici na PAMPs.

Molekuly lektind obsahuji rizné funkéni domény jako napf. vazebna mista
pro rozpoznavani sacharidd nebo vazebna mista, ktera jsou zavisla na pritomnosti
vapniku v molekule ligandu. Ugastni se tvorby uzld, aglutinace, enkapsulace a aktivace
proPO. Mimo imunitni odpovédi maji vliv 1 na udrzovani homeostazy strfevniho

mikrobiomu (Xia et al., 2018).

2.1.3.2 Lysozymy

Lysozymy (EC 3.2.1.17) pusobi jako katalytické glykosidhydrolasy s Glu a Asp zbytky
v aktivnim misté (Casteels er al., 1990). Stépi p-(1,4)-glykosidické vazby
mezi N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetylglukosaminem v peptidoglykanech

bakterialni bunécné stény (Callewaert a Michiels, 2010).
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2.1.3.3 Fenoloxidasova kaskada
PRR v reakci na PAMPs nebo DAMPs zpusobi aktivaci podnécujicich proteas,

které iniciuji proteasovou kaskadu, ¢imz dojde k preméné neaktivni proteinasy
(dale jen pro-PAP), bézné obsazené v hemolymf€ na jeji aktivni formu PAP.
PAP rozklada proPO, ¢imz dochazi k jeji aktivaci. proPO je pfitomna v hemolymf¢ a
kutikule (Dubovskiy et al., 2016). Aktivaci zymogenu proPO je spusténa tvorba
fenoloxidasy (dale jen PO, EC 1.14.18.1), ktera oxiduje derivaty tyrosinu na toxické
chinony. Polymeraci chinonii vznikaji melaniny (Obr. 4) (Wilson-Rich et al., 2008).
Melaniny se kromé& imunitnich reakci podili na sklerotizaci kutikuly, zbarveni kiidel
a oCi, tvorbé srazenin, hojeni ran, organogenezi i udrzeni homeostazi stiev (Whitten

a Coates, 2017).

Melanizace je koneCnou fazi fenoloxidasové kaskady. Je to proces propojujici
humoralni a bunécnou imunitu, ktery se odehrava béhem zapouzdieni nebo nodulace
(Eleftherianos et al., 2009). Béhem melanizace se uvoliiuji ROS a RNS, které slouzi
k likvidaci patogend. ROS wvznikaji redukci kysliku a RNS wvznikaji pfi pfeméné
L-argininu na L-citrulin enzymem synthasou oxidu dusnatého (EC 1.14.13.39).
ROS a RNS jsou lokalizovany v plazmatické membrang, cytosolu, peroxisomech a na
membranach mitochondrii a endoplazmatického retikula. Udrzovani procesu melanizace
zajistuji antioxidanty a serpiny, které neutralizuji toxické produkty, jejichz hlavni tlohou
je niCit patogenni organismy, avSak mohou pusobit skodlive i vii¢i samotnému hostiteli,
proto musi byt regulovany. Toxickymi produkty jsou napf. o-chinony, peroxid vodiku

nebo o-semichinonové radikaly (Di Meo et al., 2016; Dubovskiy et al., 2016).

Laughton et al. (2011) uvadéji, ze vcely ve stadiu larvy vykazovaly nizkou aktivitu
PO. Pii reakci na patogenni podnét u délnic byla pozorovana nizka hladina PO,
pravdépodobné zpisobena okamzitym spotifebovanim PO, ktera nebyla znovu obnovena.
Imunitni odpoveéd’ byla ucCinnéjsi a rozsahlejsi u dospélych délnic oproti trubcim.
Podle Wilson-Rich er al. (2008) aktivita PO roste se stafim vcel, u vCelich larev a kukel

nebyl pozorovan zasadni rozdil.
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Obr. 4 Schématické znazornéni procesu fenoloxidasové kaskady. Zkratka DOPA je dopamin
(prevzato a upraveno dle Garcia et al., 2009).

2.2 Antimikrobialni peptidy

Jednou ze zékladnich slozek humoralni imunity jsou AmP. U v¢el 1ze najit tyto AmP —

abaecin, apidaeciny, hymenoptaecin, defensiny a AmP obsazené ve vCelim jedu (de Lima

a Broschetto-Braga, 2003; Yi et al., 2014).

U vcel byly pozorovany procesy imunosenescence pii aktivaci exprese AmP
(Laughton et al., 2011). Imunitni starnuti je zptisobeno zménou patogend, které vcely
ohrozuji. Larvy a kukly jsou vystavovany chorobam, které zptsobuji bakterie (napf.
P. larvae nebo Streptococcus pluton), plisné (napt. Ascophaera apis) nebo viry (napf.
virova nakaza vceliho plodu). Dospélé vcely jsou nachylné na odliSné onemocnéni
zpusobené houbami (napt. Nosema apis), roztoCi (napi. Acarapis woodi nebo V.

destructor) nebo viry (virus chronické paralyzy vcel) (Wilson-Rich er al., 2008).

2.2.1 Struktura, vlastnosti a produkce antimikrobialnich peptidu
Spolecnymi vlastnostmi AmP hmyzu je nizka molekulova hmotnost a kladny naboj

pfi fyziologickém pH. Z hlediska struktury mohou byt AmP hmyzu klasifikovany do tii

skupin. Prvni skupinou jsou peptidy, které obsahuji intramolekularni disulfidické vazby

vytvarejici strukturu podobnou vlasenkam B-skladaného listu, nebo smiSenou strukturu
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a-helixu a B-skladaného listu. Do dalsi skupiny patii peptidy, tvorené amfipatickymi
a-helixy. Tteti skupinu tvoii peptidy bohaté na prolin a glycin (Bulet et al., 1999).

Podle Andreu a Rivas (1998) defensin a royalisin fadime mezi cyklické peptidy,
zatimco abaecin, apidaeciny a hymenoptaecin jsou linearni peptidy. Hymenoptaecin ma
odlisnou strukturu od vSech znamych AmP a jeho primarni struktura je bohata na Gly.
Abaecin a apidaeciny jsou peptidy bohaté na Pro (Evans et al., 2006). Defensiny patii
mezi peptidy bohaté na Cys (Yi et al., 2014).

Produkce apidaecinu je fizena transkripcni aktivaci, ktera reaguje jiz na malé mnozstvi
patogent, spolu s unikatnim geneticky kodovanym amplifikaénim mechanismem.
Pro zahajeni transkripce gent pro abaecin, hymenoptaecin nebo defensiny je nezbytna
velka patogenni infekce. Aktivace transkripce genu pro defensin je pomala a vyzaduje
posttranslacni zpracovani. Po aktivaci transkriptu je vyprodukovano pouze minimalni
mnozstvi tohoto peptidu. Imunitni systém se prednostné pfizpuisobuje na obranu
proti gramnegativnim rostlinnym bakteriim, jelikoz jim vcely Celi nejCastéji a jsou do ulu

zavleCeny z opylovanych rostlin (Casteels-Josson et al., 1994).

2.2.2 Mechanismus u¢inku antimikrobialnich peptida

Kladny naboj a amfipaticky charakter molekuly AmP zajist'uji interakci se zapornymi
molekulami lipida, které jsou soucasti bakterialnich membran (Danihlik et al., 2015).
Amfipaticka struktura AmP zpUsobuje tvorbu iontovych kanalkd, kterymi pronikaji
protony, ¢imz dojde ke zméne€ membranového potencidlu, ktery je nezbytny pro zasadni
zivotni dé&e v bunce. Naruseni membranového potencialu muze vést az k bunécné smrti
(Casteels et al., 1994). Kladné nabité molekuly AmP jsou elektrostaticky pfitahovany
a vazany k zaporné€ nabitym membranovym povrchiim (Danihlik ef al., 2015). Zaporny
naboj membrany gramnegativnich bakterii zptsobuji LPS, které jsou jeji soucasti,
zatimco membrana grampozitivnich bakterii obsahuje kyselinu teichoovou a kyselinu
teichuronovou, které jsou zaporné nabité (Hancock, 1997; Tossi et al., 2000). Vazba AmP
na membranu muze zpusobit usmrceni bakterie nebo je pouze prechodna a slouzi
k usnadnéni priniku AmP skrz bakterialni membranu (Hancock a Chapple, 1999).
Po priniku do bakterie linearni AmP pfizpisobi svou konformaci pro interakci
s cytoplazmatickou membranou tak, ze hydrofilni povrch peptidu sméfuje k hlavam
fosfolipidi membrany a hydrofobni povrch zasahuje do stiedu fosfolipidové dvojvrstvy.

Tyto interakce mohou vést k riznorodym zménam struktury bakterialni membrany.

19



AmP mohou membranu naruSovat toroidnim zptasobem (Obr. 5A). Shlukovanim AmP
na povrchu membrany dochazi ke vzniku zahybu, ze kterych se nasledné vytvori pory.
Stény vzniklych porta jsou tvofeny nejen peptidy, ale i hydrofobnimi fosfolipidovymi

hlavami (Mihajlovic a Lazaridis, 2010).

Kobercovy model je dal$im mechanismem naruseni membrany AmP, pfi némz
dochazi ke kobercovému pokryti povrchu membrany peptidy (Obr. 5B), které vede
k tvorbé prechodnych pordt v membrané, pripadné az k rozpadu membrany za vzniku
micel (Hancock, 1997). Propustnost membrany nastava az ve chvili, kdy peptid v misté
pusobeni dosahne vysoké koncentrace. Vzniklé piechodné pory v membrané mohou
zpusobit tnik molekul s malou molekulovou hmotnosti. Pfi naruSeni membrany
kobercovym mechanismem nezasahuji peptidy do hydrofobniho stfedu membrany,

ale interaguji pouze s hydrofilnim povrchem.

Peptidy se strukturou a-helixu mohou vytvaret transmembranové kanalky dle modelu
sudové skruze (Obr. 5C). Na rozdil od peptidi ptsobicich kobercovym mechanismem
tyto peptidy zasahuji svou hydrofilni ¢asti molekuly dovnitf membrany. Pii tvorbé
kanalku spolupracuje vice peptida za vzniku oligomert, ¢imz dochazi k rozsifeni kanalku
(Shai, 1999). K destrukci buriky dochéazi depolarizaci, propousténim dilezitych
bunécnych soucasti a naruSenim funkcnosti membrany vlivem neusporadanosti lipidi

nebo aktivaci hydrolas (Jean-Francois et al., 2008).

Naruseni membrany nemusi vzdy zapficinit bunénou smrt. Pfi procesu vzniku
agregovaného kanalu (Obr. 5D) nejprve peptidy vytésni dvojmocné hoteCnaté a vapenaté
kationty asociované s LPS a nahradi je, ¢imz ziskaji pfistup k vnéjsi 1 vnitini membrané

(Bond et al., 2008).

AmP se mohou skrz vytvofené pory v membrané dostat dovnitf builky a vazat se
na vnitrobunéénou DNA, RNA nebo proteiny. Zamezuji tvorbé bunécné stény, syntéze

DNA, RNA nebo proteint (Maroti et al., 2011).
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(A) Toroidni model (B) Kobercovy model (C) Model sudove skruZe (D) Micelarni agregaty

Obr. 5 Schématické znazomeni interakce AmP s fosfolipidovou dvojvrstvou cytoplazmaticke
membrany. Cerveng jsou znazormény AmP, zelené je znazorména hydrofilni vrstva a bile
vrstva hydrofobni (pfevzato a upraveno dle Li ef al., 2012).

Pti zprostfedkovani imunitni odpovédi AmP, jednotlivé peptidy dopliiuji navzajem své
antimikrobialni vlastnosti, na rozdil od jiného hmyzu, kde dochazi kjejich uzké
soucinnosti jako napt. u mur Hyalophora cecropia, které nici bakterie poskozenim
jednotlivych ¢asti bunécné stény spolupraci vysoce specializovanych polypeptidi.
Vsechny AmP zpusobuji urCitou destrukci bunééné membrany, kromé apidaecint

(Casteels-Josson et al., 1994).

Casteels-Josson et al. (1994) provedli analyzu RNA véel pomoci Northern blottingu,
¢imz zjistili, ze hymenoptaecin, abaecin nebo defensin-1, jsou kddovany jednim hlavnim
genem, zatimco apidaecin je kodovan vice geny. Hladina transkriptd gend je vyvolana a
zvySovana v reakci na patogenni infekci. Koncentrace transkriptli genli pro apidaecin,
hymenoptaecin nebo abaecin se pohybovaly na pfiblizn¢ stejné urovni, ale hladina
koncentrace transkriptd gent pro defensin byla znateln€ nizsi, coz souvisi s koncentraci
jednotlivych AmP v hemolymf€. Tyto transkripty v hemolymf¢€ narastaly po dobu 36 hod
od infekce. AmP zamémeé nelikviduji vSechny patogenni bakterie, protoze ponechanim
minimalniho mnozstvi patogennich bakterii zachovavaji slabou infekci v organismu a s ni

1 stale aktivovanou humoralni imunitu (Casteels-Josson et al., 1994).
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2.2.3 Apidaecin

Apidaecin je peptid obsahujici 18 aminokyselin (dale jen AMK). Vceli genom koduje
geny pro tii isoformy apidaecinu — Ia, Ib a II, které se mirné 1isi ve své primarni struktufe.
Apidaecin Ia obsahuje na C-konci fetézce Leu, zatimco C-konec apidaecinu Ib
obsahuje Ile. Apidaecin II je svou primarni strukturou podobny apidaecinu Ib, pouze se
lisi AMK v poloze 6, kde je Val nahrazen Ile. Celkova koncentrace apidaecini ve vceli
hemolymf& je 50 nmol'ml!. Apidaeciny jsou vysoce odolné vii¢i nizkému stupni pH
(az 2) a vysoké teploté (az 100 °C). Na stabilité¢ molekuly se zna¢n¢ podili obsah Sesti
prolint, které zabranuji tvorbé helixt. Jelikoz spiralova struktura je typicka pro peptidy
s lytickym mechanismem pusobeni, apidaeciny nemaji schopnost usmrtit bakterie timto
zptisobem. Radi se mezi nejmensi hmyzi AmP s piibliznou molekulovou hmotnosti
2100 Da. U dospélych vcel se nachazi aktivni forma peptidu, vceli larvy obsahuji velké
mnozstvi neaktivnich prekurzort (Casteels et al., 1989). Prekurzorova struktura obsahuje
opakujici se ¢asti, které zajiStuji rychlé rozSifeni imunitni odpovédi (Casteels-Josson et

al., 1994). Dominantni prekurzor je 8 pro-apidaecin I (Casteels et al., 1989).

Apidaeciny vykazuji antibakterialni ucinky proti velké Skale druhti gramnegativnich
rostlinnych bakterii. Mezi nejvice citlivé patogeny patii napt. Erwinia, Pseudomonas
syringae a Rhizobium. Jsou povazovany za hlavni AmP, ostatni AmP dopliiuji jejich
aktivitu pusobeni tim, Ze jsou ucfinné proti patogenim, ktefi si vytvorili vaci
antimikrobialni aktivité apidaecint rezistenci (Casteels-Josson et al., 1994). Apidaeciny
disponuji vysokou ucinnosti pifi likvidovani patogent. Jiz velmi mala koncentrace
apidaecin@ (0,1 pug:mol™) je Gginna proti gramnegativnim bakteriim. Tato koncentrace
tvori pouze 0,1 % z celkové koncentrace apidaecini obsaZzenych v hemolymf€. Pisobeni
apidaecint je rychlé (Casteels ef al., 1989). Casteels et al. (1989) popisuji, ze apidaeciny,
které byly pridané k bakterialni kultufe E. coli, snizily rychlost ristu této kolonie
za 1-2 hod.

Apidaeciny nepiisobi na bakterie okamzitym lytickym uc¢inkem, ale ovliviiuji jejich
Sifeni. Apidaeciny tedy nenarusuji bakterialni fosfolipidovou dvojvrstvu (Casteels et al.,
1989). Peptidy bohaté na Pro, jako jsou apidaeciny a abaecin, volné prostupuji vnéjsi
membranou do periplazmatického prostoru a nevratné se dostavaji prostiednictvim
absorpce pomoci permeasy nebo prenasece do cytoplazmy, kde poskozuji bakterialni
komponenty. Do sav¢ich bunék pfirozené nedifunduji a po umélém vniknuti vykazuji

pouze mirnou toxicitu (Berthold et al., 2013).
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Brockmann et al. (2009) pouzili metodu kvantitativni peptidomiky k testovani
mnozstvi peptidii nachazejicich se v mozku délnic v rizném Zivotnim stadiu. Vysledek

ukazal, ze apidaecin byl vice zastoupen v mozku Iétavek v porovnani s kojickami.

Rezistenci bakterii vaci aktivité apideacini je mozné odstranit substitucemi ve
variabilni oblasti apidaecint. Konstantni oblast je zodpovédna za antibakterialni funkci a
zména v této oblasti zapiicini nefunkénost ve vSech oblastech. Variabilni oblast stanovuje

specificnost pusobeni (Casteels et al., 1994).

2.2.4 Abaecin

Abaecin obsahuje 34 AMK, z toho 10 tvoii Pro. Celkovy naboj molekuly je 4+, kladné
naboje se nachazeji v pozicich 12, 13, 27 a 29. N-konec fetézce abaecinu je podobny
apidaecinu. Ackoliv maji obdobnou nehelikalni strukturu, bylo pozorovano odlisné
pusobeni. Pfitomnost apidaecini v misté patogenu byla bezprostiedni, zatimco ucinek
abaecinu byl zpomaleny. Apidaeciny ucinkuji vyhradné proti gramnegativnim bakteriim,
zatimco abaecin je stejné efektni viCi gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim.
Aktivita apidaecinu vac¢i kmenim Agrobacterium, Erwinia a E. coli je 200x vyS$si nez
aktivita abaecinu. Mutant E. coli NCTC 9001, ktery je zna¢né odolny vici apidaecinu,
nevykazuje stejnou odolnost viuci abaecinu. Abaecin byl nejvice aktivni viac¢i kmenu
Xanthomonas campestris, ktery je rezistentni vaci aktivité apidaecinu (Casteels et al.,
1990). Pasobeni abaecinu kompenzuje antibakterialni aktivity apidaecinu vici bakteriim

s rezistenci na apidaecin.

Prekurzor pro abaecin je 53 AMK dlouhy. Zatimco struktura prekurzoru apidaecinu,
hymenoptaecinu a defensinu sestava ze signalni sekvence, pro-sekvence a sekvence
aktivniho peptidu v uvedeném potadi, u prekurzoru abaecinu chybi ¢ast pro-sekvence. To
znamena, ze po prob&hnuti translokace do endoplazmatického retikula se abaecin nachazi

v aktivni formé (Casteels-Josson et al., 1994).

2.2.5 Defensiny

Peptidy s podobnou strukturou defensinu byly izolovany z nékolika druhti hmyzu. V¢eli
defensin byl poprvé izolovan z mateti kaSicky a byl pojmenovéan royalisin, téméf
identicky peptid byl nalezen v hemolymf€. Royalisin a defensin-1, ziskany z hemolymfy,
maji podobnou primarni strukturu peptidového fetézce, ktery je 51 AMK dlouhy s jednou
rozdilnou AMK v poloze 50. U defensinu se nachazi Arg, ktery je u royalisinu

substituovan Tyr. Cely fetézec defensinu tvori amfipatickou strukturu (Casteels-Josson et
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al., 1994). Royalisin ma tfi disulfidické vazby, které vytvari pevnou globularni strukturu
a zajistuji odolnost vici nizkému pH a vysoké teploté. Ma inhibi¢ni ucinek napf. na
patogenni mikroorganismy Bacillus subtilis, Sarcina lutea a P. larvae. Déale ma
antifungalni ucinek prokazany napft. proti Botrytis cinerea. Zda-li je hladina royalisinu u
vcelich kojicek vysoka nebo nizka, urcuji genetické faktory, které reguluji transkripéni,

translacni a posttranslacni procesy (Bilikova et al., 2001, Shen et al., 2014).

Oba tyto peptidy jsou kodovany polymorfnim genem, ktery byl pojmenovan
defensin-1. V¢eli genom obsahuje dva defensinové geny, jiz zminény defensin-1 a
defensin-2, kodujici novy peptid defensin-2. Gen pro defensin-2 je strukturné podobny
genu pro defensinu-1 pouze na 55,8 %. Geny jsou odlisné svou délkou, mistem vyskytu,
strukturou intron-exon a sekvenci pre-pro oblasti. mRNA defensinu-1 je detekovatelna
v hypofaryngeélnich, mandibularnich a hrudnich slinnych zlazach vcel. Detekovana
transkripce genu pro defensin-1 v hrudnich slinnych zlazach znamena pfitomnost
defensinu-1 ve vcelich slinach, kde slouzi k ochranné epitelu slinnych Zzlaz, bunék
nervového hiebenu, vceliho chlebu, vosku a propolisu. mRNA defensinu-2 nebyla
detekovana v ani jedné ze tif zminénych zlaz, zato byla detekovana v celkové RNA hlavy
a hrudi kojicek. Exprese defensinu-2, vzhledem k nizkym transkripénim hladinam jeho
genu a regulacnim oblastem v promotorovych oblastech genu, je indukovatelna nebo up-

regulovéana v pfipadé infekci (Klaudiny ez al., 2005).

Transkripce genu pro defensin-1 ve zlazach hlav vcel kojiek se shoduje s expresi
royalisinu (Bachanova er al., 2002). Bilikova et al. (2001) zjistili, ze matefi kaSicka,
ziskana zrlznych zdravych vcelstev, ma odliSnou antibakterialni aktivitu a rGzné
mnozstvi AmP. Divodem muze byt genetickd variabilita mezi vCelami odlisnych

vielstev.

Prekurzor defensinu 1 obsahuje 129 AMK a na C-konci se nachazi Gly, ktery neni
ptitomny v aktivni formé peptidu. Bylo pozorovano, ze Gly prekurzoru je bézné vyuzit
k amidaci peptidu, coz vede ke stabilizaci helikéalni struktury potiebné pro lytické

pusobeni.

Defensiny eliminuji specificky grampozitivni bakterie. Ackoliv jejich hladiny jsou
minimalni a pomalé, jsou dostatecné ucinné, jelikoz po 24 hod ustalené koncentrace

defensinii v hemolymf€ jsou grampozitivni bakterie trvale eliminovany. Oba geny jsou
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indukovatelné nebo up-regulované imunitnim stimulem. Up-regulace genu pro defensin-

1 probiha v tukovém téle (Casteels-Josson ef al., 1994).

2.2.6 Hymenoptaecin

Retézec hymenoptaceinu je 93 AMK dlouhy svysokym obsahem Gly a
s 2-pyrrolidin-5-karboxylovou kyselinou na N-konci. Celkovy naboj molekuly pfi
fyziologickém pH je 5. Oproti ostatnim AmP aktivity hymenoptaecinu nejsou snizeny pri
zvySené iontové sile (Casteels er al., 1993). Hymenoptaecin je komplementarni
k apidaecinu a eliminuje riist gramnegativnich bakterii, které jsou odolné vuci apidaecinu
(napf. Xanthomonas). Je G€inny i proti nékterym typim grampozitivnich bakterii. Jeho

prekurzor je 95 AMK dlouhy (Casteels-Josson et al., 1994).

2.2.7 Antimikrobialni peptidy obsazené ve v€elim jedu

Jedové zlazy vcel se stavaji funkéni po dosazeni dospélosti jedince a maximalni produkce
nastava do dvou az tii tydnt od dovrSeni dospélosti. Slozeni jedu i jeho produkce se
v prubéhu zivota méni, konkrétné v letnich mésicich je produkce jedu vyssi, jelikoz je
veelstvo nejaktivngjsi a mladi jedinci zacinaji se svymi obrannymi strategiemi (de Lima
a Broschetto-Braga, 2003). AmP, které jsou obsazené ve vCelim jedu, se vyskytuji ve
vCeli kutikule i vosku, ktery je soucasti vceliho hnizda, kde AmP slouzi jako
antiseptikum. V<¢eli jed ma tedy vyznamnou roli jak v ochranné jedince, tak i v socialni

obrané (Baracchi et al., 2011).

Ve vcelim jedu byly nalezeny tii dilezit¢ AmP — neurotoxicky apamin, lyticky peptid
melittin a degranulacni peptid mastocyti (dale jen MCD). Apamin je slozen z 18 AMK.
V susing vceliho jedu tvoii mén€ nez 2 % obsahu. Ovliviluje sodné a draselné kanalky,
avSak nema lytické ucinky jako jiné AmP. MCD peptid, ktery je chemicky podobny
apaminu, obsahuje 22 AMK se dvéma disulfidickymi vazbami. Jeho struktura je bohata
na a-helix. Jeho obsah v susin€ jedu je méné nez 2 %. MCD peptid zplisobuje rozpad
mastocytd a podobné jako apamin interaguje se specifickymi receptory proteinovych

membran (de Lima a Broschetto-Braga, 2003).

Melittin je hlavni slozka vceliho jedu, tvori piiblizn€ 40-60 % susiny jedu (Hellgren
et al., 2010). Melittin je tvoren 26 AMK a jeho fetézec ma amfipaticky charakter, ktery
umoziuje jeho interakci s lipidovymi membranami. Zpusobuje bolest, ktera provazi
bodnuti. Pfi¢inou je pravdépodobné jeho tetramerni forma, kterd ma ionoforové

vlastnosti, diky kterym dochazi ke konstantni depolarizaci kozniho nervu. Mezi dalsi jeho
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ucinky patfi lyze bunék jako jsou erytrocyty ¢i lysozomy. Mimo jiné pasobi fungicidné a

antibioticky proti nékterym mikroorganismtiim (de Lima a Broschetto-Braga, 2003).

2.3 Signalni drahy

Imunitni odpoveéd’ je zahajena rozpoznavanim PAMPs pomoci PRR, ¢imz se aktivuji
intracelularni signalni cesty iniciujici tvorbu faktord a receptord bunééné a humoralni
imunity (Dubovskiy et al., 2016). Imunitni obrany vcel se ucastni 4 spolupracujici
signalni drahy, kterymi jsou drahy Toll, IMD, Janus kinase (JAK)/STAT a JNK. Signalni
drahy jsou prostudovany prostfednictvim ortholognich geni u octomilek Drosophila
melanogaster a komari Anopheles gambiae. Draha IMD zpusobuje aktivaci slozek

ucastnicich se signalni drahy JNK (Evans et al., 2006).

2.3.1 Signalni draha IMD

Aktivita drahy IMD a Toll naznacuje bakterialni infekci ¢i infekci zptisobenou houbami.
Draha IMD reaguje pifednostné na kyselinu diaminopimelovou, kterou obsahuji
peptidoglykany gramnegativnich bakterii, anebo na B-1,3-glukan, obsazeny v plisnich,
zatimco draha Toll je aktivovana lysinovym typem peptidoglykant grampozitivnich
bakterii. Peptidoglykany bunécnych stén eubakterii spoustéji aktivitu drahy Toll i IMD.
IMD draha v reakci na PAMPs aktivuje transkripéni faktor Relish, spadajici do rodiny
NF-kB. Transkrip¢ni faktory rodiny NF-«kB fidi transkripci mnoha imunitnich genti
vcetné gend pro AmP (Kaneko a Silverman, 2005, Ryu et al., 2010). Draha IMD, na
rozdil od drahy Toll, se ti€astni primarn€ imunitni obrany (Evans et al., 2006). Pokud by
vCele chybély drahy IMD a Toll, jeji imunita by byla oslabena i vici béznym

nepatogennim mikrobtim (Ratiu ez al., 2016).

Podle Evans et al. (2006) sekvenéni analyza genomu dokazuje, ze vceli Relish je
orthologni k Relish, vyskytujicimu se u Drosophila. Podle Schliins a Crozier (2007) byl
imunitni gen Relish podstatné snizen pomoci interference RNA (dale jen RNAI) asi o
70 %. Snizeni Relish korelovalo se snizenim abaecinu a hymenoptaecinu. Hladina
defensinu-1 zlstala nezménéna, jelikoz je transkripce gend pro defensinu-1

pravdépodobné fizena zejména Toll signalni drahou.

2.3.2 Signalni draha Toll

Toll signalni draha je vyvolana grampozitivnimi bakteriemi nebo plisnémi u Drosophila.

Hmyzi Toll a Toll-like receptory (dale jen TLR) maji dalezitou funkci v imunité i
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v embryonalnim vyvoji. Jsou to transmembranové transdukéni proteiny. Signalni drdha
Toll je spusténa, kdyz dojde ke specifické vazbé mezi extracelularni oblasti
transmembranového receptoru Toll a cytokin-like molekulou Spitzle, ktera je
proteolyticky §tépena. V genomu vcel se nachazeji dva orthologni geny pro Spitzle.
Vazbou molekuly Spétzle na receptor dochazi ke konformacnim zméndm receptoru,
umoziujicim vytvoreni komplexu receptoru s ne€kolika pfijatymi proteiny, obsahujicimi
domény smrti. Aktivni komplex zpisobuje degradaci Cactus, inhibitoru molekul rodiny
NF-kB , doprovazenou nuklearni translokaci NF-kB dorsalu. Genom vcel obsahuje dva
dorzalni homology — dorsal-1 a dorsal-2. Dorsal-1 ma dva transkripty — dorsal-1A a
dorsal-1B. Hlavnim produktem humoralni imunity v ramci signalni drahy Toll je
antifungélni peptid drosomycin u studované Drosophila (Evans et al., 2006,

Valanne et al., 2011).

Lourengo et al. (2018) zkoumali vliv dorsalu na expresi AmP, vpravenim dsRNA
prostfednictvim injekce do biisni tkdn€ kukel vcelich délnic, které byly infikované
P. larvae. Zmény v genové expresi byly vyhodnoceny pomoci kvantitativni
polymerazové retézové reakce v realném Case (dale jen qPCR) u kazdé vceli kukly zvlast'.
Bylo zji§téno, ze snizenim transkripniho faktoru dorsal doSlo ke snizeni exprese
defensinu. Ke snizeni defensinu-1 doslo zejména v reakci na snizeni isoforem dorsal-1A
a dorsal-2 pomoci RNAIi. Podle Di Prisco et al. (2016) uml¢eni genu dorsal-1A vedlo ke

snizeni hladin apidaecinu u dospélych vcel.

Predpoklada se, Ze signalni drahy Toll vedou k expresi genti pro AmP, PO a tfi typu
lysozymt (Evans et al., 2006). Draha Toll maze aktivovat i bunécnou imunitu vcetné
fagocytozy, zapouzdieni a likvidace patogent. SpoluuCastni se na regulaci proliferace a
koncentrovani hemocytd. Paraziticka vosa Leptopilina boulardi zpasobuje infekci
Drosophila, coz u ni vyvola odezvu zprostfedkovanou bunéénou imunitou. U Drosophila
dojde ke zvySeni tvorby cirkulyjicich plazmocytd, z nichz nékteré se diferenciuji do
odlisné tiidy hemocytt, kterymi jsou lamellocyty. Lamellocyty se poté pfimo ucastni
zapouzdreni patogent a jejich likvidace. Specializace plazmocyt na lamellocyty mize
byt zapti¢inéna mutaci genu pro Cactus, zisk funkéni mutace v genu pro Toll receptor

nebo konstitutivni exprese dorsal (Schmid ez al., 2014).
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2.3.3 Signalni draha JAK/STAT

Celym nazvem Janus kinasa/signal tranducers and activators of transcription (zkracené
JAK/STAT) (Harrison, 2012). Nazev kinasy Janus je spjat sfimskou mytologii,
konkrétn¢ s fimskym bohem, ktery ma dvé tvare, ¢imz se odkazuje na dvé kinasové
domény — tandemové kinasy a pseudokinasy (Imada a Leonard, 2000). Draha JAK/STAT
je spusténa cytokin-like molekulami v hemocytech. Genom vcel v porovnani s genomem
octomilek postrada neparovy ligand Upd, ktery u octomilek aktivuje drahu JAK/STAT.
U vcel byly nalezeny homology vSech ostatnich molekul octomilek, ucastnicich se této
drahy, véetné cytokinového receptoru domeless, diky nimz drdha JAK/STAT u vcel
zustava funkéni, ackoliv je spusténa neznamym ligandem (Evans et al., 2006). Neznamy
ligand se vaze na pfislusny cytokinovy receptor, ¢imz dojde k aktivaci Janus kinas
konstitutivné propojenych s receptorem. Janus kinasy fosforyluji tyrosin receptort, ¢imz
je vytvoreno vazebné misto pro STAT proteiny. Navazané STAT proteiny jsou
fosforylovany Janus kinasami, nasledkem je tvorba dimerti a pfesun téchto dimert do
jadra, kde formuji genovou expresi (Imada a Leonard, 2000). Draha JAK/STAT
podporuje fagocytozu hemocyty, antivirovou obranu a zvySeni regulace proteint

obsahujicich thiolester u octomilek (Evans et al., 2006).

2.4 Prehled publikovanych metod detekce a kvantifikace
antimikrobialnich peptida

Vyzkum imunitnich mechanismu véel a jejich soucasti véetné AmP muze pomoci zlepSit

odolnost a produktivitu véelstev. AmP jsou zkoumany i z divodu jejich potencialniho

nahrazeni béznych antibiotik a antimykotickych slou¢enin. VétSina vyzkuma se vénuje

zmeéné v urovni genové exprese AmP, priCemz je vyuzivana metoda qPCR, ktera slouzi

ke kvantifikaci exprese geni AmP ve vcelich tkanich nebo z celych tél vcel (Danihlik

etal.,2014).

Kwong et al. (2017) pouzili metodu qPCR ke zkoumani relativni genové exprese AmP
indukovanou bakteriemi stfevni mikroflory. Klaudiny et al. (2005) se zabyvali otazkou,
zda-li jsou royalisin a defensin-1 kodovany stejnym polymorfnim genem,
pfiCemz tuto hypotézu potvrdili. Nejprve zmnozili fragmenty komplementarni DNA
ziskané z hlav vcelich kojicek starych 8 dni pomoci metody qPCR. Transkripce
téchto genti byla zkoumana pomoci PCR s reverzni transkripci (dale jen RT-PCR).

Park et al. (2014) analyzovali alely geni mellitinu ze dvou vcelich druht A. mellifera
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a Apis cerana metodou qPCR zizolované DNA. Schlins a Crozier (2007) zkoumali
vztahy imunitnich gend u dospélych jedinci pomoci RNAi. Genova exprese byla
odhadnuta pomoci RT-PCR. Evans et al. (2006) zkoumali rozdily v expresi AmP tak, ze

vpravili injekci do téla vCel imunitni stimuly (solny pufr, E. coli a P. larvae).

Mezi dalsi cile vyzkumu kromé transkripénich studii patii analyzy bilkovin a peptida
obsazenych ve vceli hemolymfé a matefi kaSicce. K detekci a kvantifikaci AmP se
vyuzivaji metody HPLC, sekvenovani proteinti, SDS-PAGE a technika MS s laserovou
desorpci a ionizaci za Gi¢asti matrice s praletovym analyzatorem (dale jen MALDI-TOF)

(Danihlik et al., 2014).

Peptidy se Casto oddéluji pomoci metody HPLC na reverzni fazi (dale jen RP-HPLC).
Problém s retenci peptidi nastava u peptidi bohatych na Arg (Foettinger et al., 20006).
Park et al. (2014) purifikovali melittinové peptidy RP-HPLC na >95% distoty. Jejich

ucinnost byla nasledné testovana proti E. coli.

Kwong et al. (2017) detekovali apidaecin in vivo RP-HPLC s tandemovou MS.
Danihlik ez al. (2015) se vénovali vyvoji vysoce citlivé metody kvantifikace apidaecinu 1
ve vCeli hemolymfé nebo v riznych cCastech téla. Optimalizovali metodu MS pro
kvantifikaci apidaecinu. Apidaecin byl analyzovan procesem zaloZzenym na separaci
prostfednictvim kombinace extrakce na slabém katexu a reverzni fazi, nanokapalivé

chromatografie propojené s MS s vysokym rozliSenim.

Klaudiny et al. (2005) produkty PCR podrobili analyze elektroforézou na agarosovém
gelu. Dale provedli analyzu gelu obsahujiciho antibakterialni ¢ast, ktera byla detekovana
sledovanim inhibice rustu P. larvae. Peptid byl nasledné z polyakrylamidového gelu
izolovan elektroeluci. Bachanova er al. (2002) popsali postup purifikace royalisinu
z matefi kaSicky, zalinajici kyselou extrakci royalisinu a separaci elektroforézou
v nativnim diskontinualnim polyakrylamidovém gelu. Gétschenberger et al. (2013)
studovali imunitni obranu v rizném Zivotnim stadiu vCely odliSnymi strategiemi vcetné
detekce indukovanych AmP metodou SDS-PAGE elektroforézy. Po dokonceni
elektroforézy byly gely pfeneseny do fixacniho roztoku s naslednym koloidnim barvenim

Coomassie Brilliant Blue G250 (dale jen CBB G250).

AmP Casteels et al. (1989, 1990, 1993) urcili primarni strukturu AmP metodou
Edmanova odbouravani. Edmanovo odbouravéani je casto pouzivano k indentifikaci

peptidi po polyakrylamidové elektroforéze (Danihlik et al., 2014).
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Baracchi et al. (2011) porovnavali dva peptidy mellitin a apamin, ktefi jsou obsazeny
ve vCelimjedu a jejich vliv v socialni imunité¢ vcel pomoci MALDI-TOF MS.
MALDI-TOF je vhodna technika pro detekci peptidi v mozkové tkani véel bez Cisténi
(Boerjan et al., 2010).

Lourengo et al. (2018) vyuzili metodu Western blottingu pfi studiu regulacni role genu
dorsal na abaecin a defensin-1. Nejprve izolovali proteiny ze vzorku v¢eli hemolymfy,
ziskané z bficha vcelich kukel, vajecniku a tukovych télisek matek. Vzorky proteint byly
analyzovany SDS-PAGE elektroforézou v 7,5 % polyakrylamidovém gelu a poté
blotovany na polyvinyldendifluoridovou (dale jen PVDF) membranu. Nasledné pouzili
dvé primarni protilatky pro dorsal-1B a dorsal-1A pro srovnani jejich mnozstvi

v tukovém télisku a vajecnicich vcelich matek.

Shen et al. (2014) stanovili koncentraci royalisinu v hemolymf¢ metodou ELISA, kdy
byla méfena absorbance pii 450 nm cteckou desti¢ek ELISA. Nasledné byl vyhodnocena

celkova koncentrace royalisinu pomoci kalibra¢ni ptimky.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Akrylamid (AA; Acros Organics, USA)
5-Brom-4-chlor-3-indolylfostat (BCIP; Sigma-Aldrich, USA)
n-Butanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Citronan sodny (Lachema, Ceska republika)

Coomassie Brilliant Blue G250 (CBB G250; Bio-Rad, USA)
Dihydrat hydrogenfosforecnanu sodného (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (PENTA s.r.0, Ceska republika)
Dodecylsiran sodny (SDS; Applichem, Némecko)

Ethanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Glycerol (Lach-Ner, Ceské republika)

Glycin (Sigma-Aldrich, USA)

Hovézi sérovy albumin (BSA; Sigma-Aldrich, Némecko)

Hovézi sérovy albumin pro blotovani (BSA; ITW reagents, Spanélsko)
Chlorid draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid hofe¢naty (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Kozi anti-krali¢i sekundarni protilatka IgG enzymaticky konjugovana s alkalickou

fosfatasou (Sigma-Aldrich, USA)

Kozi anti-krali¢i sekundarni protilatka IgG (H+L) konjugovana
s fluoresceinisothiokyanatem (dale jen FITC) (Bethyl Laboratories, USA)

Kyselina fosfore¢na 85% (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Kyselina chlorovodikové (Lach-Ner, Ceska republika)
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B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Japonsko)

Methanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Mogovina (Lach-Ner, Ceska republika)

Nitroblue tetrazolium chlorid (NBT; Sigma-Aldrich, USA)
N,N'-methylen-bisakrylamid (bAA; MP Biomedicals, Francie)

Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, Némecko)

Peroxodisiran amonny (APS; Sigma-Aldrich, Japonsko)

Polyklonalni krali¢i primarni protilatky (Moravian Biotechnology, Ceska republika)
Ponceau S (Sigma-Aldrich, USA)

SDS-PAGE marker — S8445 SigmaMarker wide range (standard obsahuje: aprotinin
z hovézich plic (6500 Da), a-laktalbumin z kravského mléka (14200 Da), inhibitor
trypsinu ze so6ji (20000 Da), trypsinogen z hovéziho pankreatu (24000 Da), karbonicka
anhydrasa z hovézich erytrocytd (29000 Da), glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
z krali¢iho svalu (36000 Da), ovalbumin ze slepiciho vejce (45000 Da),
glutamatdehydrogenasa z hovézich jater (55000 Da), albumin z hovéziho séra
(66000 Da), fosforylasa B =z krali¢iho svalu (97000 Da), B-galaktosidasa z E.coli
(116000 Da) a myosin z praseciho srdce (200000 Da)) (Sigma-Aldrich, USA)

Siran hlinity (Lach-Ner, Ceska republika)
Tetramethylethylendiamin (TEMED; Carl Roth, Némecko)
Tricin (Sigma-Aldrich, USA)

Tricinovy vzorkovaci pufr (Bio-Rad, USA)

Tris (MP Biomedicals, Francie)

Tween 20 (Carl Roth, Némecko)
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3.1.2 Biologicky material

Pro stanoveni celkové koncentrace proteini metodou dle Bradforda a SDS-PAGE
elektroforézu byl pouzit vzorek hemolymfy, dodané Skolitelem. Hemolymfa byla
po odstfizeni zadeCku odebrana z hrudniku dospélych délnic, ziskanych z pokusného
vCelina Vyzkumného ustavu vcelarského na Kyvalce v zafi 2019. Odebrana hemolymfa

byla uschovana v mrazicim boxu.

Veli stieva, ktera byla pouzita pro imunohistochemii, byla vypreparovana z mladusek,

odebranych na v¢elnici skolitele v kvétnu 2021.

3.1.3 Instrumentace a pomucky

Analyticka vaha Denver Instrument SI-114 (Sartorius, Némecko)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)

Digitalni pH metr XS pH 50+ DHS (Chromservis, Ceska republika)
Dry Bath Incubator (Major Science, USA)

Elektroforeticky systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)

Magneticka michacka Big Squid IKAMAG (IKA, Némecko)
Mikroskop Olympus BX50 (Olympus, Japonsko)

Power Wave XS (Biotek, USA)

PVDF membrana (Bio-Rad, USA)

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, USA)

Trepacka 3D Blot Mixer (Cleaver Scientific Itd, Velka Britanie)
Vortex V-1 Plus (Biosan, Litva)

Zdroj napéti PowerPac HC (Bio-Rad, USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Stanoveni koncentrace celkovych proteini metodou dle
Bradforda

3.2.1.1 Zasobni roztoky pro Bradfordovu metodu
Zasobni roztok Coomasie Brilliant Blue:

Bylo rozpusténo 50 mg CBB G250 ve 25 ml ethanolu a 50 ml 85% kyseliny fosforecné.
Vysledny objem byl doplnén dH>O na 100 ml.

Pracovni roztok Bradfordova ¢inidla:

Zasobni roztok Coomasie Brilliant Blue byl zfedén dH>O v poméru 1:4. Bradfordovo
¢inidlo se vzdy pfipravuje Cerstvé pred vlastnim mefenim.

Standardy BSA:

Byl piipraven zasobni roztok BSA o koncentraci 2 mg-ml™!, rozpusténim 100 mg BSA
v 50 ml dH»O. Byla pfipravena kalibracni fada BSA o riznych koncentracich: 1000, 750,
500, 250, 100, 75, 50, 25, 10,5 a 1 pg'ml! (Tab. 1).

Tab. 1 Objemy zasobniho roztoku BSA a dH»O pro pfipravu standardti BSA pro sestaveni

kalibra¢ni pfimky.
Koncentrace BSA Objem roztoku Objem roztoku Objem dH,O [ul]
[ug-ml!] BSA o koncentraci BSA o
2 mg-ml! [ul] koncentraci
100 pg-ml! [ul]
1000 500 - 500
750 375 - 625
500 250 - 750
250 125 - 875
100 100 - 900
75 - 750 250
50 - 500 500
25 - 250 750
10 - 100 900
5 - 50 950
1 - 10 990
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3.2.1.2 Vlastni postup méreni

Do jednotlivych jamek na mikrodesticce byly oddélené pipetovany: blank, standardy
BSA o jednotlivych koncentracich od 1 pgrml' do 1000 pgrml! a poté vzorky
hemolymfy, ktera byla zfedéna 10x a 20x, vSe ve tfech opakovanich. Do kazdé jamky
bylo tedy postupné pipetovano 45 pl dH>O, 5 pl standardu BSA o dané koncentraci
nebo 5 pl vzorku zfedéné hemolymfy a 200 ul pracovniho roztoku Bradfordova cinidla.
Do jamek pro blank bylo pipetovano 50 pl dH20 a 200 pl roztoku Bradfordova €inidla.
Obsah jamek byl promichan opatrnym protfepanim. Pfed méfenim se ponechalo zbarveni
vyvijet minimalné 5 min. Absorbance byla méfena na mikrodestickovém readru Power
Wave XS pii 590 nm a 450 nm. Byla sestavena kalibra¢ni pfimka zavislosti poméru

absorbanci 590/450 nm na koncentraci standarda BSA.

Vzorek hemolymfy zfedéné 20x byl pfipraven rozpu§ténim 10 pl hemolymfy
ve 190 ul dH20, vzorek hemolymfy ziedéné 10x rozpusténim 10 ul hemolymfy
v 90 ul dH20.

3.2.2 SDS-PAGE elektroforéza

3.2.2.1 Priprava roztoku
AB-6 Separacni gel monomer (49.5%T, 6%C):

Pro ptipravu separa¢niho gelu AB-6 bylo navazeno 93,0 g AA a 6,0 g bAA. Navazky
byly rozpustény v 200 ml dH20. Roztok byl uschovan v lednici pii 4 °C.
AB-3 Zaosttovaci gel monomer (49,5%T, 3%C):

Pro pfipravu zaostfovaciho gelu AB-3 bylo navazeno 96,0 g AA a 3,0 g bAA. Navazky
byly rozpustény v 200 ml dH20. Roztok byl uschovan v lednici pfi 4 °C.
Anodovy pufr (0.1 mol-1"! Tris, pH 8.9), 10x:

Pro pfipravu anodového pufru bylo navazeno 60,57 g Tris a navazka byla rozpusténa
v 200 ml dH,0. pH pufru bylo upraveno pomoci 1 mol:I"! HCI na vyslednou hodnotu 8,9.
Objem pufru byl doplnén na 500 ml. Pufr byl uschovan v lednici pii 4 °C. Pufr byl
pred pouzitim 10x zfedén.

Katodovy pufr (0.1 mol‘1"! Tris, 0,1 mol‘l"' Tricine, 0,1% SDS. pH 8.25), 10x:

Pro pfipravu katodového pufru bylo navazeno 60,55 g Tris, 89,6 g Tricinu a 5 g SDS.
Navazky byly rozpustény v 500 ml dH>O. Pufr byl uschovan v lednici pti 4 °C a pied jeho

pouzitim byl zfedén 10x.
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Gelovy pufr (3,0 mol1"! Tris, 0.3% SDS, pH 8.45), 3x:

Pro ptipravu gelového pufru bylo navazeno 181,65 g Tris a 1,5 g SDS. Navazky byly
rozpustény v 300 ml dH>O. pH bylo upraveno na hodnotu 8,45 pomoci koncentrované
HCI a objem roztoku byl poté doplnén na 500 ml dH>O. Pufr byl uchovan v lednici
pii 4 °C. Pufr byl pfed pouzitim 3x zfedén.

10% Roztok APS:

Pro ptipravu 10% roztoku APS byla rozpusténa navazka 50 mg APS v 500 pl dH2O.

Roztok byl pfipraven tésné pied jeho pouzitim.

Barvici roztok koloidni CBB-G250 (0,02% CBB-G250, 5% siran hlinity, 10% methanol,

8% kyselina fosforecna)

Odbarvovaci roztok (10% methanol, 2% kyselina fosfore¢na)

3.2.2.2 Priprava gelu

Mala i velka sklicka byla odmasténa 96% ethanolem. Byla sestavena aparatura
pro nalévani gelu, pfipevnénim skli¢ek do nalévaciho stojanku. Byl pfipraven 10% roztok
APS. Byly pfipraveny roztoky pro 4% zaostiovaci gel, 16% délici gel bez piidavku
mocoviny a 16% délici gel s pfidavkem mocoviny (Tab. 2) za stalého michani
na elektromagnetické michacce. Po pfidani roztoku APS do roztokd pro pfipravu gelt
bylo postupovano rychle, jelikoz APS zahajuje polymeraci gelu. Po smichani APS
s roztokem pro délici gel, byl dikladné promichany vysledny roztok prenesen pomoci
Pasteurovy pipety do prostoru mezi malé a velké skli¢ko ptiblizné do jejich poloviny. Gel
byl prevrstven pomoci nékolika kapek n-butanolu. Po ztuhnuti gelu (cca 30 min) byl
odstranén n-butanol, gel byl promyt vodou a zbytky vody byly poté opatrné odsaty
filtracnim papirem. K roztoku pro zaostfovaci gel byl piidan roztok APS a vysledny
roztok byl pfenesen pomoci Pasteurovy pipety na ztuhly délici gel do prostoru mezi skla
az po jejich okraj. Hiebinek byl opatrné zasunut od jednoho kraje k druhému

do zaostfovaciho gelu, ktery se ponechal i s hfebinkem ztuhnout.

Ptiprava vzorku: 95 pl tricinového vzorkovaciho pufru bylo smichano
v mikrozkumavce s 5 pl B-merkaptoethanolu. Ke 100 pl pfipraveného vzorkovaciho
pufru s B-merkaptoethanolem bylo pfidano 100 pl vceli hemolymfy. Mikrozkumavka
byla inkubovana po dobu 10 min pfi 95 °C ve vyhfivaném stojanku. Poté byla
mikrozkumavka vlozena do kéadinky sledem. Pfed nanesenim na gel byl vzorek

centrifugovan 16000 g po dobu 10 min pfi laboratorni teploté centrifugou 5418 R.
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Tab. 2 SloZeni d¢liciho a zaostfovaciho gelu. Objemy jsou pro 2 gely.

Typgelu AB-6 AB-3 Gelovy Glycerol dH;O TEMED APS Mocovina

[ml]] [ml] pufr3x [g] [ml] [m] [ml] [g]
[ml]
16% délici 5 - 5 1,5 5 5 50
16% délici 5 - 5 1,5 5 5 50 5,4
s moc¢ovinou
4% - 0,5 1,5 - 4 4,5 45
zaostrovaci

3.2.2.3 Prubéh elektroforézy

Skla byla po ztuhnuti gelti uvolnéna ze stojanku a pomoci fixy byla na sklicka vyznacena
dna jamek pro usnadnéni pipetovani vzorki. Hebinek byl opatrné vyjmut tak,
aby nedoslo k poruSeni jamek. Jamky byly poté promyty dH>O pomoci stficky. Ve bylo
provedeno rychle, ale se zvySenou opatrnosti, aby nedoslo ke zborceni jamek. Byla
sestavena elektroforeticka komora tak, ze mala sklicka smétovala dovniti komory a velka
sklicka smérem ven. Do vzniklého prostoru mezi malymi skly byl nalit katodovy pufr
mirn€ nad uroven vrcholu jamek, do prostoru za vnéjsimi skly byl nalit anodovy pufr
nad uroven spodniho konce gelu. V prubéhu elektroforézy byla hladina pufrt
kontrolovana, pfipadné doplnéna. Do boc¢ni jamky byly pipetovany 2 ul standardu
molekulové hmotnosti, do dalSich jamek bylo pipetovano stiidaveé 5 a 10 pl pfipraveného
vzorku. Elektroforetickd komora byla uzaviena vikem, umisténa do lednice a pfipojena
ke zdroji napéti. Na zacatku elektroforézy bylo napéti nastaveno na 50 V. Po zaosttfeni
vzorkl v zaostfovacim gelu bylo napéti zvySeno na 180 V. Zdroj byl vypnut pfiblizné
po 2 h od zacatku elektroforézy. Po vypnuti zdroje byla elektroforeticka komora oteviena
a pufry vylity do odpadu. Malé sklo bylo opatrné odejmuto a zaostfovaci gel byl opatrné
prenesen do specialni nadoby na gely. Délici gely byly omyty dH>O.

3.2.3 Detekce celkovych proteini Coomassie Brilliant Blue

Délici gel byl umistén do fixa¢niho roztoku po dobu 30 min. Poté byl pfesunut do roztoku
koloidniho barviva CBB G-250. Po 1,5 h byly gely 3x proplachnuty odbarvovacim
roztokem. Gel byl zdokumentovan pomoci pfistroje Gel Doc EZ Imager na desticce

White Tray.
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3.2.4 Western blotting

3.2.4.1 Priprava roztoku

Blotovaci pufr, pH 8.3:

Bylo navazeno 4,54 g Tris a 21,62 g glycinu. Navazky byly rozpustény v 350 ml dH20
s 300 ml methanolu. Hodnota pH byla zkontrolovana a objem byl doplnén na 1,5 1 dH>O.
TBS pufr 5x, pH 7.5:

Pro pfipravu TBS pufru bylo navazeno 24,2 g Tris a 292,2 g NaCl. Navazky byly
rozpustény v 1,5 1 dH>0. Hodnota pH pufru byla upravena na 7,5 a objem byl doplnén
na 2 1 dH>O. Pufr byl uschovan pti 4 °C. Zasobni pufr byl pred jeho pouzitim zfedén 5x.
TBS-T (0,1% Tween) pufr:

K jiz pfipravenému ziedénému 1x TBS pufru byl pfidan Tween 20 (0,1 ml Tween
na 100 ml TBS pufru). Pufr byl uchovan pii 4 °C.

Pufr pro alkalickou fosfatasu (déle jen AP):

Bylo navéazeno 12,11 g Tris (0,1 mol-1'!), 1,02 g MgClL (50 mmol-1'!) a 5,84 g NaCl

(0,1 mol-I'"). Navazky byly rozpustény v 900 ml dH>O a hodnota pH byla upravena
na 9,5. Pufr byl doplnén na objem 1 1. Pufr byl uschovan piti 4 °C.
Roztoky NBT a BCIP:

Roztok NBT byl pfipraven rozpusténim 50 mg NBT v 1 ml 70% dimethylformamidu.
Pro ptipravu roztoku BCIP bylo navazeno 50 mg BCIP a navéazka byla rozpusténa v 1 ml

100% dimethylformamidu. Roztoky byly uschovany pii -30 °C.

3.24.2 Semi-dry blotting

PVDF membrana s péry o velikosti 0,2 pum byla pfed pouzitim namocCena na 5 min
do methanolu. Gel, 2 silné filtraéni papiry a PVDF membrana byly inkubovany
v blotovacim pufru po dobu 10-20 min. Jednotlivé komponenty byly sestaveny
do tzv. sendvice v poradi odspodu filtra¢ni papir, membrana, gel, filtracni papir. Pfipadné
bubliny byly odstranény valeCkem nebo posunutim komponentd. Komponenty byly poté
vlozeny do elektroforetické transferové komory pfistroje Trans-Blot Semi Dry. Proud byl

nastaven podle rozmérd (50 cm? x 0,8) na 40 mA.

3.2.5 Detekce proteinu na blotovaci membrané barvenim Ponceau S

PVDF membrana byla vlozena na 10 min do roztoku Ponceau S za stalého michani

pomoci tfepacky. Po inkubaci byla membrana promyta ptidavanim dH>O.

38



3.2.6 Imunochemicka detekce antimikrobialnich peptida

Po skonceni blotovani byla membrana rozdélena na 3 kusy. Kazdy kus membrany
obsahoval ¢ast s 5 pl a 10 pl vzorku. Kusy membrany byly vyuzity zvlast k detekci
defensinu-1, hymenoptaecinu a abaecinu. Kusy membrany byly rozdéleny do krabicek
obsahujici BSA v 1x TBS. Pro defensin-1 a hymenoptaecin byl 1 g BSA rozpustén
v20ml 1x TBS (5% BSA), pro abaecin bylo rozpusténo 0,2 g BSA v 20 ml 1x TBS
(1% BSA). Krabicky s oddélenymi membranami v roztoku BSA s 1x TBS byly
ponechany po dobu 2 h v lednici na tfepacce. Poté byly membrany promyty v 1x TBS-T
tiikrat 10 min za michani na tfepacce (pro defensin-1 a hymenoptaecin 0,1 % Tween,
pro abaecin 0,05 % Tween). Membrany byly inkubovany po dobu 2h v lednici
na tfepacce v roztoku polyklonalni krali¢i primérni protilatky. Pro defensin-1 byl roztok
pfipraven smichanim 5 pl primarni protilatky pro defensin-1 v 10 ml TBS-T,
pro hymenoptaecin bylo smichano 10 pl primarni protilatky pro hymenoptaecin v 10 ml
TBS-T a pro abaecin 20 pl primarni protilatky pro abaecin v 10 ml TBS-T. Membrany
byly poté promyty tfikrat 10 min v 1x TBS-T na tfepace. Membrany byly inkubovany
1 h pfi laboratorni teploté na tfepacce v roztoku kozi anti-krali¢i sekundarni protilatce
enzymaticky konjugovand s AP . Pro defensin-1 a hymenoptaecin byly roztoky
pfipraveny smichanim 14 pl sekundarni protilatky v 20 ml TBS-T, pro abaecin bylo
smichano 5 pl sekundarni protilatky v 10 ml TBS-T. Po inkubaci byly membrany
promyty tfikrat 10 min v roztoku TBS-T.

Nasledné bylo provedeno barveni membrany. Pfed pouzitim byl pfipraven roztok
smichanim 10 ml pufru pro AP, 33 ul NBT a 33 ul BCIP. Membrany byly ponofeny
do pripraveného barviciho roztoku na tfepacce. Po vzniku viditelnych fialovych prouzku
byla membrana oplachnuta dH>O. Membrana byla zdokumentovana pomoci systému

Bio-Rad Gel Doc EZ Imager, pfipadné vzduchové bubliny byly odstranény.
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3.2.7 Imunohistochemicka detekce antimikrobialnich peptidu ve stirevé

viely

3.2.7.1 Priprava roztoku

Fosfatovy pufr PBS, pH 7.4:

Na ptipravu 200 ml PBS bylo navéazeno 0,8 g NaCl, 0,02 g KCl, 0,14 g NaoHPO4
a 0,05 g KH2PO4. Navazky byly rozpustény v 200 ml dH2O a po rozpusténi bylo pH

upraveno pomoci HCI na hodnotu 7,4.
Roztok PBS-T (0,05% Tween 20):
Do 200 ml PBS bylo pfidano 100 pl Tween 20. Roztok byl promichan

na elektromagnetické michacce.

Citratovy pufr, pH 6.0 (0,05% Tween 20):

Bylo navéazeno 0,25 g citronanu sodného a rozpusténo ve 100 ml dH20. Do vysledného
roztoku bylo pipetovano 50 ul Tween 20.

Blokovaci pufr (1% BSA, 0,05% Tween 20):

Byl navazen 1 g BSA. Navazka byla rozpusténa ve 100 ml PBS-T (0,05% Tween 20).

3.2.7.2 Vlastni postup detekce

Vcely byly uspany pomoci oxidu uhlicitého. Vcela byla rozdélena v casti spojeni hrudi
a zadecku. Ze zadeCku byla vypitvana vceli stieva. V¢eli stieva byla zafixovana po dobu
1-3 h ve 4% paraformaldehydu v mikrozkumavce. Stfeva byla poté 3x promyta PBS-T
po dobu 10 min za stalého michani. PBS-T bylo opatrné€ odstranéno a nahrazeno 1 ml
citratového pufru. Mikrozkumavka byla zahtivana na 95 °C po dobu 1 h v topném bloku.
Citratovy pufr byl odstranén a vzorek stfev byl 3x promyt PBS-T po dobu 5 min. PBS-T
bylo odstranéno a ke vzorku stiev byl pfidan blokovaci pufr. Vzorek byl blokovan
po dobu 1 h pfi laboratorni teploté, ¢imz bylo zabranéno nespecifické vazbé protilatky.
Timto zptusobem byly pfipraveny 3 vzorky stifev — kontrolni vzorek, vzorek pro detekci
defensinu-1 a vzorek pro detekci abaecinu. Po odstranéni blokovaciho pufru byla ptidana
specificka primarni protilatka pro defensin-1 nebo abaecin fedénd v poméru 1:400
v blokovacim pufru, kontrolni vzorek byl ponechan pouze v blokovacim pufru. Vzorky
byly inkubovany po dobu 2 h za stalého michani. Po inkubaci byly vzorky promyty
PBS-T po dobu 5 min ¢tyfikrat. Po poslednim promyti bylo PBS-T nahrazeno blokovacim
pufrem a vzorek byl inkubovan po dobu 30 min. Blokovaci pufr byl odstranén a ke vzorku

bylo pipetovano 100 pl sekundarni protilatky (kozi anti-krali¢i IgG konjugované
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s fluorescencni znackou FITC) fedéné v poméru 1:500 v blokovacim pufru. Vzorky
vcelich stfev byly inkubovéany s roztokem sekundarni protilatky 1 h pfi laboratorni

teploté.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni Kkoncentrace celkovych proteini metodou dle

Bradforda

Byla méfena absorbance 11 roztoki BSA o znamé koncentraci spolecné se vzorky
proteini 0 neznamé koncentraci, které byly ziedéné 10x a 20x. Standardy BSA i vzorky
byly méfené v triplikatech vii¢i blanku. Absorbance byla méfena na mikrodestickovém
readru pfi 590 nm a 450 nm, z téchto absorbanci byl poté vypocitan pomér. Do grafu
(Obr. 6) byl vynesen pomér absorbanci v zavislosti na koncentraci standardd BSA a byla
urCena rovnice kalibracni pfimky, z které byla poté vypocitana koncentrace proteint
ve vzorku (Tab. 3). Rovnice kalibracni pfimky bylay = 0,0017x + 0,931 se spolehlivosti
R? =0,9999.
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Obr. 6 Graf zavislosti poméru absorbanci Asoo/Assona koncentraci vzorku BSA.
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Tab. 3 Stanoveni koncentrace celkovych proteinii ve vzorcich hemolymfy metodou dle

Bradforda.
Prumér poméru Koncentrace proteind  Koncentrace proteinu
Ason/Agso se v ziedéném vzorku v neziredéném vzorku
smérodatnou [ng-ml] [ng-ml]
odchylkou
Vzorek 1,46+0,04 310 6200
redény 20x
Vzorek 2,06+0,07 665 6650

redény 10x

Podle Zor a Selinger (1996) citlivost a piesnost stanoveni proteinti bézné€ vyuzivanou
metodou dle Bradforda pii 590 nm muze byt naruSena vnitini nelinearitou. Bylo
prokéazano, ze pouzitim poméru absorbance méfené pii 590 nm a 450 nm se zvySuje
linearita zéavislosti signalu na koncentraci proteinu a citlivost i presnost metody

se priblizné zdesetinasobi.

4.2 Detekce celkovych proteintii pomoci Coomassie Brilliant Blue

Celkové proteiny v gelech bez a s pfidavkem mocoviny byly po prob&hnuti tricinové
SDS-PAGE elektroforézy detekovany metodou koloidniho barveni CBB G250.
Predpoklada se, ze vhodnéjsi gel pro separaci malych peptidd je gel s ptidavkem
mocoviny, jelikoz pohyb proteint a peptidi v gelu se zpomaluje. Provedena elektroforéza
byla v obou pfipadech provedena pfili§ kratkou dobu nebo pfi prili§ malém napéti, jelikoz
band markeru snejniz§i molekulovou hmotnosti (6500 Da) nestihl doputovat
v elektrickém poli ke konci gelu a t€z§i molekuly proteini zustaly nerozdéleny v horni
Casti gelu. Nebylo mozné urcit pfesnou pozici banda detekovanych proteind a peptidu.
U gelu bez piidavku mocoviny i s pfidavkem mocoviny byly pozorovéany tii bandy
markerd molekulové hmotnosti, a to aprotinin (6500 Da), a-laktalbumin (14200 Da)
a inhibitor trypsinu ze sdji (20000 Da). Zbylé proteiny markeru nestihly doputovat nize
a zustaly v horni Casti gelu, proto nelze urcit jejich polohu. AmP se nachazeji ve spodni
casti gelu za bandem aprotininu, jelikoz maji niz§i molekulovou hmotnost nez aprotinin,
ktery je vyznacen (Obr. 7 a Obr. 8). Elektroforeticky pohyb bandi v gelu s mocovinou je
zpomaleny oproti bandim gelu bez mocoviny, coz potvrzuje hypotézu, ze gel
s mocovinou je vhodnéjsi pro malé peptidy, jelikoz gel jejich pohyb zpomaluje a jsou

1épe detekovatelné.
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Schagger a Von Jagow (1987) uvadeji ze, SDS-PAGE za pouziti tricinu
v elektrodovych pufrech umoziiuje separaci malych proteint pii nizSich koncentracich
AA nez v systémech glycin-SDS-PAGE i bez vyuziti mocoviny, ktera miize zplsobit
problémy v piipadé  nasledyjicich  sekvenovani ~ AMK. Dale  podle
Gitschenberger et al. (2013) byla provedena fixace gelu fixacnim roztokem, barveni
koloidnim barvivem CBB G250 a nasledné bylo provedeno odbarveni roztokem

obsahujici methanol.

Obr. 7 Detekce proteina v SDS-PAGE gelu bez pridavku mocoviny, po barveni koloidni
barvivem CBB G250. Vpravo — bandy markeru molekulové hmotnosti odspodu aprotinin
z hovézich plic (6500 Da), a-laktalbumin z kravského mléka (14200 Da), inhibitor
trypsinu ze s6ji (20000).
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Obr. 8 Detekce proteini v SDS-PAGE gelu s pridavkem mocoviny, po barveni koloidni barvivem
CBB G250. Vpravo — bandy markeru molekulové hmotnosti odspodu aprotinin z hovézich
plic (6500 Da), a-laktalbumin z kravského mléka (14200 Da), inhibitor trypsinu ze soji
(20000).
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4.3 Detekce proteinui na blotovaci membrané barvenim Ponceau S

K a¢innému urceni relativniho mnozstvi detekovaného proteinu po provedeni Western
blottingu je nezbytnd normalizace. Jednou z mnoha metod normalizace je barveni
membrany reverzibilnim barvivem Ponceau S. Ponceau S (Obr. 9), nebo-li sodna stl
kyseliny  3-hydroxy-4-(2-sulfo-4-[4-sulfofenylazo]fenylazo)-2,7-naftalendisulfonové,
lze vyuzit po gelové elektroforéze a nasledném prenosu na membranu k detekci
pfenesenych proteint jejich Cerveno-rizovym obarvenim. Principem metody je navazani
zaporn€ nabité slozky barviva na pozitivn€ nabité AMK proteind. Pouziva se pouze
na neutralni membrany, jako jsou nitrocelulosové a PVDF membrany, aby zistalo
zachované Cisté pozadi. Barvivo se pak snadno odstrani z membrany dH>O nebo TBS

pufrem (Sander et al., 2019).
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Obr. 9 Strukturni vzorec Ponceau S.
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Bylo provedeno barveni PVDF membran, po jejich blottingu z gelu bez mocCoviny a z
gelu s pridavkem mocoviny. Lze vidét Cervenorazove obarvené pasy proteinu (Obr. 10 a
Obr. 11) v Cervené vyznacené oblasti. Obarvenim past bylo prokazano, ze blotting byl

proveden uspésné a proteiny z gelt byly pfeneseny na membranu.

Obr. 10 Detekce proteini na PVDF membrané po blottingu barvenim Ponceau S. Cerveng jsou
vyznacen¢ obarvené proteinové pasy. Blotting byl proveden z gelu bez pfidavku mocoviny
(Obr. 7).
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Obr. 11 Detekce proteinti na PVDF membrané po blottingu barvenim Ponceau S. Cervené jsou
vyznaceng¢ obarvené proteinoveé pasy. Blotting byl proveden z gelu s prfidavkem mocoviny
(Obr. 8).
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44 Imunochemicka detekce antimikrobialnich peptidu

Byl proveden Western blotting, slouzici k pfenosu proteini a peptidd pomoci
elektrického pole na PVDF membranu s naslednou imunochemickou detekci AmP
pomoci specifickych primarnich protilatek — konkrétné pro abaecin, defensin-1
nebo hymenoptaecin. Po navazani sekundarni protilatky znacené AP (EC 3.1.3.1) byly
peptidy na PVDF membranach detekovany roztokem, ktery obsahoval substraty AP, NBT
a BCIP.

Na obou membranach byly detekované defensin-1 a abaecin (Obr.12 a Obr.13).
Hymenoptaecin nebyl na membranach detekovan, tudiz nebyl v hemolymfé& piitomen,
nebo byl pfitomen v mnozstvi niz§im, nez je limit detekce pouzité imunochemické
metody. Dle literatury abaecin reaguje antimikrobidlnimi UCinky na grampozitivni
i gramnegativni bakterie, zatimco defensin je u€inny predevS§im proti grampozitivnim
bakteriim (Casteels et al., 1990; Casteels-Josson et al., 1994). Jejich pfitomnost
v hemolymfé€ poukazuje na pritomnost patogenni infekce, ktera mohla byt zpisobena
jak grampozitivnimi, tak gramnegativnimi bakteriemi. Jelikoz vSak nebyl detekovan
hymenoptaecin, ktery je ucinny vuci gramnegativnim bakteriim a §irsi pasy detekce mél
defensin-1 (Obr. 12A), coz mohlo znalit jeho vySsi koncentraci, predpoklada se,

Ze patogenni infekce mohla byt zpiisobena grampozitivnimi bakteriemi.

Lépe viditelna detekce AmP byla u membrany, kde probéhl pfenos proteint z gelu
bez piidavku mocoviny (Obr. 12). Pasy na membrané po blottingu proteini z gelu
s pfidavkem mocoviny, byly hufe viditelné, jelikoZ peptidy nestihly doputovat stejné

daleko jako u gelu bez mocoviny (Obr. 13).

Pasy defensinu-1 jsou Iépe viditelné u pouzité koncentrace 5 pl vzorku hemolymfy
a 8irsi u 10 pl vzorku hemolymfy (Obr. 12A a Obr. 13B) nez u abaecinu, kde neni zadny
viditelny pas u koncentrace 5 ul vzorku, pouze u 10 pl vzorku je pozorovatelny uzsi pas
(Obr. 12C a Obr. 13C). Uzsi pas naznacuje nizsi koncentraci abaecinu oproti koncentraci
defensinu-1. U PVDF membrany s proteiny prenesenymi z gelu s pfidavkem mocoviny
(Obr. 13) byly pasy hufe viditelné vlivem rusSivého obarveni pozadi, které bylo
pravdépodobné zpisobeno nedostateCnym promytim PVDF membrany. Modré skvrny
(Obr. 12) pod detekénimi pasmy na PVDF membrané jsou zptuisobeny obtiskem barvy ve

vzorku hemolymfy vyuzité pfi elektroforéze.
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Obr. 12 Detekce AmP na PVDF membrané. Obr. 12A — membrana inkubovana s primarni
protilatkou pro abaecin. Obr. 12B — membrana inkubovana s primarni protilatkou

pro defensin-1. Obr. 12C - membrana inkubovana s primarni protilatkou pro
hymenoptaecin. Byla pouzita PVDF membrana s proteiny pfenesenymi z gelu bez
mocoviny.

Podle Mahmood et al. (2012) Ize vyuzit dvé membrany pro blotting proteini —
nitrocelulosovou a PVDF. Nitrocelulosova membrana ma vys$si afinitu k proteinim
alepsi retencni schopnosti, avSak je mechanicky méné odolnd a nelze ji vyuzit
k opakované imunochemické detekci. PVDF membrany jsou odolné&jsi a diky tomu
se lépe provéiuji a skladuji. Detekci na PVDF membranach muze rusit pozadi, proto je
tfeba je velmi peclivé promyvat. Podle Cho et al. (2012) je tfeba PVDF membranu
pted pouzitim navlh¢it v methanolu, jelikoz je extrémné hydrofobni a nebyla by
zvlh¢ovana vodnymi roztoky. Pokud je ale PVDF membrana ponofena v methanolu pfili§

dlouhou dobu, zhorsuje se vazebna kapacita pro proteiny i jeji mechanicka odolnost.
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Obr. 13 Detekce AmP na PVDF membrané. Obr. 13A — membrana inkubovana s primarni
protilatkou pro hymenoptaecin. Obr. 12B — membrana inkubovana s primarni protilatkou
pro defensin-1. Obr. 13C — membrana inkubovana s primarmi protilatkou pro abaecin. Byla
pouzita PVDF membrana s proteiny prenesenymi z gelu s pridavkem mocoviny.
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4.5 Imunohistochemicka detekce antimikrobialnich peptidu

Stfeva, ktera byla vyuzita k imunohistochemické detekci AmP, byla ziskana z uspanych
vCel (Obr. 14A), které byly nejprve rozd€leny v oblasti mezi hrudi a zadeCkem
(Obr. 14B). Stifeva (Obr. 14C) byla vytazena pomoci pinzety z oddéleného zadecku.
Vypreparovana stieva byla fixovana v 4% paraformaldehydu v PBS. Blokovani strev
bylo provedeno podle protokolu Dearden et al. (2009), ktery se vénuje imunohistochemii
vCelich embryi. Byly pfipraveny dva vzorky inkubované se specifickymi primarnimi
protilatkami pro defensin-1 nebo abaecin. Byl pfipraven 1 kontrolni vzorek, ktery nebyl

inkubovan s primarnimi protilatkami. Pod mikroskopem byla pozorovana cela stfeva

pii viditelném svétle (dale jen VIS) a ve fluorescencnim spektru.

Obr. 14 Preparace stiev z véely medonosné. Obr. 14A —uspana véela. Obr. 14B Rozpulena vcela,
pripravena k preparaci stiev. Obr. 14C — vypreparované stfevo.
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Defensin-1 fluoreskoval ve vnitini zadhybech stfevniho epitelu (Obr. 15B a Obr. 15D).
Ve stievé lze déale pozorovat fluoreskujici pylova zrna (Obr. 15B), které vcela

zkonzumovala a jejichz slozky fluoreskuji.

Fluorescen¢ni signal abaecinu (obr. 16) byl znatelné slabsi nez u defensinu-1,
jelikoz byla stfeva vcely, detekované na abaecin, plna pylovych zrn a potravy, které
také vykazovaly fluorescenci a zhorSovaly tak pozorovani fluorescence abaecinu.
Dale bylo zhorSeno pozorovani wvnitinich epitelidlnich zahybu stfeva vlivem
fluoreskujicich Malpighickych trubic (obr. 17), které byly vytrzeny spolu se stfevem
a Casto prekryvaly stfevo a znemoznily tak pozorovani fluorescence abaecinu.
Jelikoz byla pozorovana cela stieva, a ne jejich tkanové fezy, byla hife rozpoznatelna

vrstva stfeva, ktera byla pozorovana.
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Obr. 15 Mikroskopicka detekce defensinu-1 ve stfevech inkubovanych s primarni protilatkou pro
defensin-1. Obr.15A Mikroskopicka detekce defensinu-1 pii VIS pii zvétSeni 10x10.
Obr. 15B Mikroskopicka detekce defensinu-1 ve fluorescenénim spektru pifi zvétSeni
10x10. Zlutd zakrouzkované je pylové zrno. Obr. 15C Mikroskopicka detekce defensinu-1
pii VIS pfi  zvétSeni 20x10. Obr. 15D Mikroskopicka detekce defensinu-1
ve fluorescenénim spektru pfi zvétSeni 20x10.

53



Obr. 16 Mikroskopicka detekce abaecinu ve stfevech inkubovanych s primarni protilatkou pro
abaecin. Obr.16A Mikroskopicka detekce abaecinu pii VIS pii zvétSeni 10x10.
Obr. 16B Mikroskopicka detekce abaecinu ve fluorescenénim spektru pfi zvétseni 10x10.
Obr. 16C  Mikroskopicka detekce abaecinu pfi VIS pfi  zvétSeni 20x10.
Obr. 16D Mikroskopicka detekce abaecinu ve fluorescenénim spektru pfi zvétseni 20x10.
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Obr. 17 Malpighické trubice pod mikroskopem ve stfevé inkubovaném s primami protilatkou
pro abaecinu. Obr. 17A Zvétseni 10x10 pii VIS. Obr. 17B Zvétseni 10x10
ve fluorescencnim spektru. Obr. 17C ZvétSeni 20x10 pii VIS. Obr. 17D Zvétseni 20x10
ve fluorescenénim spektru.
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Byla provedena kontrola, kdy stfeva nebyla inkubovana se specifickymi primarnimi
protilatkami. U kontroly nebyl pozorovan fluorescencni signal epitelu stiev,

fluoreskovala pouze pylova zrna (obr. 18).
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Obr. 18 Stieva pod mikroskopem bez inkubace s primarni protilatkou. Obr. 18A ZvétSeni 10x10
pii VIS. Obr. 18B Zvétseni 10x10 ve fluorescenénim spektru. Obr. 18C Zvétseni 20x10
pii VIS. Obr. 18D Zvétseni 20x10 ve fluorescenénim spektru.
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S Zavér
V teoretické Casti této bakalarské prace byla vypracovana literarni resSerSe shrnujici
dostupné poznatky o funkci AmP jako slozkach humoralni imunity hmyzu, se zaméfenim

na epitelialni imunitu a v€elu medonosnou.

V praktické Casti byla provedena kalibrace Bradfordovy metody k urCeni celkové
koncentrace proteinu ve vzorku hemolymfy. Dale byla provedena tricinova SDS-PAGE
elektroforéza, ktera slouzila k separaci jednotlivych proteini a peptidd ve vzorku
hemolymfy. Byly pouzity 16% délici gely bez pfidavku a s pfidavkem mocoviny.
Pozorovana separace proteinu a peptidd nebyla efektivni z ddvodu kratkého provedeni
elektroforézy. Je tfeba tuto metodu dale optimalizovat. Dale byl uskuteCnén Western
blotting s naslednym barvenim PVDF membrany barvivem Ponceau S, které slouzilo
pro kontrolu spravného provedeni pfenosu proteini a peptidi z gelu na membranu.
Nasledovala detekce abaecinu, defensinu-1 a hymenoptaecinu s vyuzitim specifickych
primarnich protilatek a sekundarni protilatky konjugované s AP. V analyzovaném vzorku
hemolymfy byly detekovany abaecin a defensin-1, zatimco hymenoptaecin nebyl

v hemolymf€ detekovan.

Byla testovana metoda imunohistochemické detekce abaecinu a defensinu-1
ve vzorcich veelich stfev. Metoda byla uspésna, vzorky stfev inkubovany se specifickymi
protilatkami pro abaecin a defensin-1, vykazovaly fluorescenci v mistech zahybu
sttevniho epitelu ve fluorescen¢nim spektru pod mikroskopem. Pro budouci vyzkum je
vhodné proplachnout stieva, z davodu fluoreskujicich pylovych zr a potravy ve stfevech
a dale provést pficné tkaniové fezy stev pro lepsi detekci AmP ve stfevech véel pomoci

fluorescen¢ni nebo konfokalni mikroskopie.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AA akrylamid

AMK aminokyselina

AmP antimikrobialni peptidy

AP alkalicka fosfatasa

APS peroxodisiran amonny

bAA N,N'-methylen-bisakrylamid

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

BSA hovézi sérovy albumin

CBB G250 Coomassie Brilliant Blue G250

DAMPs molekularni vzory asociované s poskozenim
DOPA dopamin

LPS lipopolysacharidy

NBT nitroblue tetrazolium chlorid

MALDI-TOF laserova desorpce/ionizace za u¢asti matrice
MCD degranulacni peptid mastocyta

PAMPs molekularni vzory asociované s patogenem
PAP aktivni forma proteinasy

PBS fosfatovy pufr

pro-PAP neaktivni forma proteinasy

proPO profenoloxidasa

PRR rozpoznavaci receptory molekularnich vzort
PVDF polyvinylidenfluorid

gPCR kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném cCase
RNAIi RNA interference

RNS reaktivni formy dusiku

ROS reaktivni formy kysliku

RT-PCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci
VIS viditelné svétlo
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