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Abstrakt

Vely se fadi mezi hospodarsky velmi vyznamnéopylovatele, proto ztraty vcelstev
jsou velmi znepokojivym trendem. Aby Skody, které véelati a zemédé€lci za posledni
Iéta zaznamenali, byly co nejmensi, je tieba dale studovat imunitni systém véel, coz by
mohlo vést k aplikaci poznatka zakladniho vyzkumu do praxe.V teoretické ¢asti
bakalatské prace je shrnut imunitni systém véel (Apis mellifera). Imunitni systém
jednotlivych véel se sklada z 1)fyzikalnich bariér, 2) bunééné imunity, 3) humoralni
imunity. Nejen patogeny ¢i paraziti, ale také oxidacni stres zplisobeny mnoha faktory,
maji pfimy dopad na zdravi vcel. Ke snizovani oxida¢niho stresu maji organismy
vyvinuté obranné mechanismy,jejichz soucasti jsou i antioxida¢ni enzymy katalasa a
superoxiddismutasa. K humoralni imunité také patii antimikrobialni peptidy,

v hemolymf€ v¢el jsou obsazeny znamé antimikrobialni peptidy apidaeciny, abaecin,
defensiny a hymenoptaecin.

V praktické ¢asti byla spektrofotometricky stanovena specificka aktivita enzymu
katalasy jak u klinicky zdravych véel odebranych ptimo ze véelstev, tak u véel
krmenych v in vitro podminkach potravou obsahujici 50% sacharosu, 50% sacharosu
a pyl a také potravu obohacenou o piirozené v¢eli patogeny Paenibacillus larvae a
Ascosphaera apis. Ve vzorcich véel krmenych in vitro byla hodnota specifické
aktivity katalasy nejvyssi v pfipadé, ze potrava obsahovala 50% sacharosu s pylem. U
véel, které byly odebrany piimo ze véelstev, se hodnoty specifické aktivity katalasy
lisily pouze v homogenizovanych zadeécich v ramci véelstva 23 mezi porovnavanymi
odbérovymi mésici.

Pro detekci antimikrobialnich peptidi v hemolymfg, byla optimalizovana
metodagelové elektroforézy a nasledné imunodetekce antimikrobialnich peptidu
abaecinu a defensinul metodou Western blot. Pro vizualizaci proteini na gelech bylo
optimalni barveni koloidnim Coomassie Brilliant Blue-G250. Antimikrobialni peptidy
detekované metodou Western blot byly nejlépe vizualizované na nitrocelulosové
membrané blokované roztokem 5% BSA. Cely postup je ovSem potieba dale
optimalizovat.
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Abstract

Honey bees are very important pollinators and so the decline of bee colonies is
alarming. To minimalize the demage caused to beekeepers and farmers in the last
years it is necessary to proceed with research of bee immune system, which could
lead to the application of the basic research results into the practice. The theoretical
part of the bachelor's thesis describes the immune system of honey bees (Apis
mellifera). The immune system of a bee consists of 1) physical barriers, 2) cellular
immunity, 3) humoral immunity. Not only pathogenes or parasites, but also oxidative
stress caused by many factors, have direct influence on health of bees. The organisms
develop protective mechanisms to reduce oxidative stress, which include also
antioxidative enzymes catalase and superoxide dismutase. The humoral immunity
incorporates also antimicrobial peptides, the well-known antimicrobial peptides of
haemolymph are apidaecins, abaecin, defensin and hymeoptaecin.

In the practical part of the bachelor's thesis the specific activity of enzyme catalase
was determined by spectrophotometry, as of clinically healthy honey bees taken
directly from the bee colonies, as of the in vitro honey bees feeded by the nourishment
containing 50% of sucrose, 50% of sucrose with pollen and also by nourishment
enriched with natural bee's pathogens Paenibacillus larvae and Ascosphaera apis. In
the speciments of bees nourished in vitro was the highest figure of specific activity of
catalase in the cases nourished by 50% of sucrose with pollen. The levels of catalase
specific activity of the bees taken directly from the bee colonies were diferent only in
homogenized bee abdomens in the bee colony 23 between compared months.

The method of gel electrophoresis was optimalized and subsequent imunodetection
of antimicrobial peptides abaecin and defensin 1 by the Western blot method to detect
antimicrobial peptides in haemolymph. To make the proteins within the gels visible
the staining with coloid Coomassie Brilliant Nlue-G250 was optimal. Antimicrobial
peptides detected by the Western blot method were preferebly visualized on
nitrocellulose membrane blocked by 5% solution of BSA. It will be necessary to



further optimalize the whole procedure.
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Cile prace
Vypracovat resersi na téma signalnich drah a regulace exprese a hladiny komponent
humoralni slozky imunitniho syst¢ému hmyzu se zaméfenim na vcelu medonosnou,

vcetné prehledu metod analyzy slozek humoralni imunity vcel.

Optimalizace metod detekce antimikrobidlnich peptidii elektroforetickymi a

imunochemickymi metodami.

Analyza vybranych fyziologickych a biochemickych parametri na vzorcich vcel

odebranych ze véelstev v rliznou ro¢ni dobu.



1 Uvod

Veely (Apis mellifera) jsou celosvétove jednim z nejrozsifenéjSich druhi spolecenského
hmyzu. Hraji dilezitou roli v opylovani rostlin a v produkci medu, vosku, propolisu a
dalSich vcelich produkt. Zdravi vcel je v dnesni dob¢ velmi diskutovanym tématem.
V mnoha zemich dochazi kvyznamnym ztrdtdm vcelstev, jejichz pfic¢iny nejsou
doposud spolehlivé objasnény.Pokles poctu vcelstev nebo jejich sldbnuti je ziejmé
ovlivnéno fadou patogenil a parazitii vcetné bakterii, hub, vir, prvokd nebo roztocu.
V¢ fadé z nich nebyla dosud nalezena funkéni 1é€ba. Na zdravi vcelstev maji neblahy
dopad také xenobiotika, ktera se do t€la mohou dostat pfimym kontaktem, vdechovanim
nebo potravou. Tyto latky jsou soucasti riznych pesticidd, které vznikaji pfi praimyslové

vyrobé nebo jinou lidskou ¢innosti.

U vcel se vyvinula kask&da obrannych drovni, které se v ramci vrozeného imunitniho
systtmu déli na fyzikalni bariéry, bunéénou a humoralni imunitu zahrnujici
profenoloxidasovy aktiva¢ni systém, produkci reaktivnich forem Kkysliku, ¢i
antimikrobialnich peptidi.Dilezitou urovni imunitniho systému socialniho hmyzu je i
tzv. socialni imunita, kterd je zalozena na specifickém chovani jedinct v Glu nebo
obecnéji v hnizdé. Pro lepsi pochopeni ztrat vcelstev nebo jejich nevysvétlitelného
slabnuti, je tieba rdznymi metodami zkoumat véeliimunitni system a jeho zmény
vreakci na riuzné podminky, jako napf. interakce antimikrobidlnich peptida
S patogennimi mikroorganismy, nebo expresi diilezitych proteinii vlivem oxidac¢niho

stresu.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Imunitni systém vcel

Imunitni systém je dulezity pro udrzeni integrity organismu, pfedstavuje obranu proti
vnéj§im a vnitinim cizorodym biologickym vlivim a patii k homeostatickym
mechanismim organismu (Hofej$i a Bartinkova, 2009).Poruchy homeostatickych
stavil, které mohou zplsobit jednotlivym vcelam nebo celym vcelstviim problémy, se

projevuji jako nemoci (Tautz, 2010).

Nemoci véel délime podle jejich vyskytu na nemoci vceliho plodu a dospélych
jedinct. Jsou to onemocnéni nenakazliva (napf. priujem, zacpa), ktera se nedaji prenést
na okolni vcelstva, ale i onemocnéni nakaZzliva, ktera je mozno ptenést na ostatni
jednotlivece ve vcelstvu nebo na sousedni zdrava vcelstva. Nakazlivd onemocnéni
délime podle pivodci na infekéni a invazivni (parazitarni). Infekéni onemocnéni jsou
zpusobena patogeny - viry, bakteriemi a houbami. Pfi¢inou invazivnich onemocnéni
véel jsou piedev§im prvoci a rozto¢i. Nemoci plodu nelze ptenést na dospélé vcely a
naopak, dospé€lé vcely jsou vSak schopny nemoci plodu pfenéset, napi. spory bakterie
Paenibacillus larvae. Vyjimkou je aspergil6za a varro6za. Témito nemocemi muze byt

postizen jak plod, tak i dospélé vcely (Vesely et al., 1985; Ebeling et al., 2016).

Jelikoz véely ziji v neustalém vzajemném kontaktu, postupem ¢asu se u nich vyvinul
mechanismus ochrany, ktery lze rozdélit do t¥i Grovni(Tautz, 2010). Fyzikalni bariéry
jsou prvni obrannou slozkou hmyzu, kterd napomahad Kk ochrané¢ dutin téla pted
vniknutim mikroorganismt. Tyto bariéry zahrnuji kutikulu, sténu stfeva, tracheje a
peritrofickou membranu, ktera se vyskytuje v travicim traktu larev. Za druhou obrannou
linii je povazovana bun&na imunita, Kterd je propojena sposledni Grovni imunity -

humoralni imunitou (Antunez et al., 2009).

2.1.2 Sociélni imunita

Socialni hmyz muze byt povazovan za superorganismus, tedy skupinu piibuznych
jedinct zijicich v hnizdé. Nektefi jedinci v hnizdé se chovaji tak, Ze bréni a chrani
véelstva pfed patogeny a parazity. Tato obrannd chovani v ramci vcelstev zahrnuji
hygienicka chovani, groominga sbér antimikrobidlnich pryskyfic(Borba et al.,

2015).Zivot ve skupiné tedy piinasi fadu vyhod oproti solitérnimu zptsobu Zivota.

2



Spolupréace jedinct tak muze zvysit u¢innost v péci o plod, v hledani potravy nebo v
obran¢ proti predatorim. Diky témto vyhodam se socialni hmyz (v¢ely, vosy, mravenci,
termiti) stal na mnoha stanoviStich dominantnim druhem. Na druhou stranu, Zivot ve

vvvvvvv

mezi jednotlivci (Cremer et al., 2007).

2.1.2.1 Hygienické chovani a grooming

Hygienické chovani a Cisténi tzv. grooming jsou mechanismy, které ochranuji véelstva
proti chorobam a parazitarnim rozto¢tim (Boecking a Spivak, 1990).Hygienické chovani
se uziva k popisu dvoustupnového procesu provadéného délnicemi, kterym detekuji
mrtvé nebo nemocné larvy a kukly v plastu, ty pak nasledné odstrani(Lapidge et al.,
2002).

Grooming umoZiluje jednotlivelim i skupinam vcel ve vcelstvu eliminovat nejen
prach a pyl ztél, ale také odstranit pfipadné ektoparazity. Toto chovani zahrnuje
kousani a lizani a pohyby stiedohrudnich nohou. Tykadla jsou peclivé ¢isténa pomoci
nohou umisténych na ptedohrudi.Mnoho samodisticich aktivit (auto-grooming) vcel je
mozné vidét na kvétinach, v letu, pfi sbéru pylu a v Ulu. Sociélni grooming (allo-
grooming) je provadén mezi vCelami navzajem a muze byt vyvolan tancem.Viely
vykonavajici tento typ pohybu jsou ¢istény ostatnimi mladuskami, které tak naptiklad
odstranuji foretické rozto¢e (Varroa destructor)z téla dospélych vcel (Boecking a
Spivak, 1999).

2.1.2.2 Sbér antimikrobialnich pryskyric

Pryskyfice rostliny produkuji, aby chranily mladé listové pupeny pied patogeny a utoky
bylozZravcl. Tyto vymeésky jsou tvofeny antimikrobidlnimi latkami (napf. monoterpeny
a flavonoidy), které hraji dtlezitou roli pro pieziti rostlin (Borba et al., 2015). Vétsina
v¢el stavi hnizda bez pouziti materiala z prostfedi, ovSsem nékteré veely z Celedi Apidae
(Euglossa, Meliponin, A. melifera) casto shromazd'uji pryskyfice a pouzivaji je bud’
samostatné, nebo ve smési s Voskem, jako stavebni material(Nakamura a Seeley, 2006),
ktery je nazyvan propolis. Pokud véely maji hnizdo v dutinach stromti, obali propolisem
cely vnitini povrch dutiny, vytvoii propolisovy obal(Borba et al., 2015). V¢ely tedy
vyuZivaji propolis pro tmeleni dutin a otvord, n¢kdy jim dokonce zuzuji ¢esno tlu.
Tento tmel je dobrou izola¢ni latkou, ktera zaroven impregnuje dievéné stény ult a
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poskytuje ochranu proti dfevokaznym houbam. Je to soucasné dobry stavebni material,

kterym zpeviiuji namahané ¢asti vCeliho plastu a okraje bunék (Veselyet al., 1985).

2.1.2.3 Sekrece jedu jako obranné latky

Jedova zlaza vcel je dulezitym zdrojem antimikrobidlnich latek(Kuhn-Nentwig, 2003).
Vceli jed je tvofen Sirokym spektrem molekul, od biogennich aminli az po proteiny a
peptidy(Baracchi a Turillazzi, 2010). Polypeptid mellitin tvoii az 50 % suSiny vcéeliho
jedu. Apamin je dalsi peptid izolovany ze vceliho jedu, ktery plisobi na nervovou
soustavu. Mast cell degranulating peptid (MCD-peptid) naruSuje biologickou aktivitu
histiocytt, které jsou dilezité pro imunologickou reakci zivych organismi. Jed obsahuje
nejen fosfolipasu A a B, coz jsou hydrolytické enzymy, ale také bilkovinu minimin,
kterd plisobi na hmyz jako inhibitor pfijmu potravy, hmyz je nehybny, ale nehyne
(Veselyet al., 1985). V¢eli jed je diky svym vlastnostem vyuzivany jako 1éCivy
prostiedek. Je soucasti mnoha 1ékti i masti, kterymi se napiiklad 1é¢i revmatické,

svalové ¢i kloubni potize (Vesely et al., 1985).

2.1.2 Buné¢na imunita

Bunéénou imunitu pfedstavuji hemocyty zahrnujici bunécné obranné mechanismy
fagocytozu, enkapsulaci a nodulaci(Borba et al., 2015). Malé cizorodé castice jako
bakterie nebo jednobunécné houby jsou pohlceny fagocytdézou, zatimco vétsi celky
(shluky bung¢k, paraziti) jsou odstranény procesem enkapsulace. Nodulace se pak
uplatiiuje jako odpovéd na velké mnoZzstvi cizich bunck. Nodulace spolecné s
enkapsulaci jsou doprovazeny melanizaci, ktera je katalyzovana fenoloxidasou(PO; EC
1.14. 18.1) (Ashida a Brey, 1997).

U hmyzu se vyskytuje Sest typii hemocytt: prohemocyty, plasmatocyty, granulocyty
(granularni bunky), koagulocyty (cytocyty), sferocyty a oenocytoidy(Lavine a Strand,
2002). Podle Kodrika (2004) se vSechny typy hemocytu vyznacuji pfitomnosti jadra.
Prohemocyty vykazuji schopnost déleni, pficemz jde o velmi malé Gtvary. Granulocyty
jsou bunky uplatiiujici se pfi srazeni hemolymfy a v tvorbé nodult. Jsou typické svym
vysokym obsahem granuli vazanych v membranach. Plasmatocyty mohou taktéz
obsahovat granule, na rozdil od granulocytii hraji dilezitou roli pfi fagocytoze a

enkapsulaci patogenu, jedna se 0 nejcastéji se vyskytujici typ hemocytt (Kodrik, 2004).



Nepftilnavé hemocyty zahrnuji sferocyty a oenocytoidy obsahujici slozky PO kaskady
(Strand, 2008).

2.1.3 Humoralni imunita

Bunéénou a humorélni imunitu nelze zcela odd¢lit, protoze mnoho humoralnich faktort
reguluje aktivitu hemocytli a naopak hemocyty produkuji mnoho obrannych molekul
(Strand, 2008).Do humoralni slozky imunity patiiantimikrobialni peptidy, jejichz
syntéza je spousSténa pies signalni drahy (Toll, IMD, Jak-STAT), dale fenoloxidasova
kaskada, koagulace hemolymfy a produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku
(RNS)(Borba et al., 2015). Humorélni imunita zahrnuje také imunitni proteiny jako

lysozymy a lektiny (Ponnuvel and Yamakawa, 2002).

2.1.3.1 Lysozym

Tento enzym $tépi (lyzuje)s-(1,4)-glykosidickou vazbu mezi kyselinou N-
acetylmuramovou (NAM) a N-acetylglukosaminem (NAG) ve vrstvé peptidoglykanu
bunécné stény bakterii. Lysozym (EC 3.2.1.17) patiimezi hydrolasy, coz jsou enzymy
katalyzujici hydrolytické S$tépeni vazeb(Callewaert and Michiels, 2010).Molekulova
hmotnosthmyziho lysozymu je 14kDa, svou sekvenci se podoba lysozymu obratlovci
(Vilmos and Kurucz, 1998). U v¢el se vyskytuji tfi typylysozymu, dva c-(chicken) typy
a jeden i-(invertebrate) typ (Evans et al., 2006).

2.1.3.2 Lektiny

Lektiny hraji dualezitou roli v nespecifickém obranném mechanismu bezobratlych
zivocichu, ktefi nedokazi syntetizovat protilatky jako obratlovci (Kotaniet al., 1995).
Jde o proteiny interagujici se sacharidy. Tyto interakce jsou vyznamné ve dvou
odli$nych aspektech imunitni odpovédi. Zahrnuji jak rozpoznani patogenu, tak bunécné
interakce vedouci k zneskodnéni patogenu. Mnohé z téchto proteinti patii do skupiny C-
typu, tedy Ca?*-dependentni skupiny (Kanost et al.,2004). Lektiny purifikované
Z hemolymfy hmyzu lze povazovat za multimerni proteiny (70 — 1500 kDa), jejichz
podjednotky maji velikost 30 — 40 kDa (Gillespieet al., 1997).



2.1.3.3 Koagulace

V reakci na vznikla poranéni Kkutikuly dochdzi u hmyzu k aktivaci koagula¢niho

systému, ktery bréni ztrdtam hemolymfy z t€la. Hlavnim znakem koagulace je interakce

mezi humoralni a buné¢nou prokoagulacni aktivitou. U vétS§iny hmyzu dojde k pIné

aktivaci srazeni hemolymfy pouze za pfitomnosti bunécnych i prokoagulacnich slozek

(Liet al., 2002). Srazeni utésiuje rany a Géinné brani vniknuti mikroorganisma a jejich

Sifeni v dutiné hemocoelu. V mékkém téle larev je rychla koagulace nutnosti narozdil

od dospélych jedinct s tvrdou kutikulou, kdy ke koagulaci dochazet nemusi.Je velmi

pravdépodobné, ze na procesu koagulace ma také podil PO, ktera ovliviiuje nejen

zesitovani béhem uzavieni a hojeni ran, ale mé také vliv na produkci cytotoxickych

latek vuci bakteriim (Bidlaet al., 2005).

2.1.3.4 Fenoloxidasa
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Obr. 1: Schéma PO kaskady. Aktivace profenoloxidasového aktiva¢niho systému (Pro-AS),
nasledna aktivace PO a kone¢na syntéza melaninu (upraveno dle Soderhéll a Cerenius, 1998;

Eleftherianos a Revenis, 2011).



Nedilnou slozkou vrozené imunitni odpovédi je takeé profenoloxidasovy aktivaéni
systétm (Pro-AS) nebo také fenoloxidasova kaskdda (Obr. 1)vedouci k syntéze
melaninu, coz je tmava nerozpustna latka dulezitd pfi ochrané vici patogeniim, pfi
hojeni ran i pro pigmentaci kutikuly. Fenoloxidasa (PO, EC: 1.14. 18.1)je enzym patiici
do t¥idy oxidoreduktas (Gonzalez-Santoyo a Cérdoba-Aguilar, 2012) syntetizovany ve
form¢ neaktivniho zymogenu profenoloxidasy (ProPO), ktery je postupnu kaskadou
aktivovan molekulami  obsazenymi v buné¢né sténé bakterii nebo hub
(Zufelato,2004).Molekulami aktivujicimi ProPO mohou byt pB-1,3-glukany (BG),
lipopolysacharidy (LPS) a peptidoglykany (PG)(Sdderhall a Cerenius, 1998).

Aktivni PO poté katalyzuje oxidaci fenolu, konkrétné o-difenolu, na toxické a vysoce
reaktivni chinony, které podléhaji neenzymatické polymerizaci na melanin. Proces
melanizace vede k enkapsulaci mikroorganismt v hemolymf¢ a kone¢nym produktem je
barvivo melanin (Cerenius et al., 2008). Molekulova hmotnost zymogenu ProPO je 70-
80 kDa, tento protein obsahuje 2 atomy médi, které tvoii mista pro navazani kysliku. Po
proteolytické aktivaci ma PO molekulovou hmotnost 50-60 kDa. Sekvence
aminokyselin ProPO je u ¢lenoveti homologni s hemocyaniny, coz jsou transportni
proteiny bezobratlych, a hexameriny (zasobni protein). Serinové proteasy nazyvané
serpinyreguluji kaskadu tak, ze diky svym inhibi¢nim G¢inkim zabranuji nadmérné a
predcasné aktivaci. Enzymatickymi reakcemi kaskady dochazi k produkci nékolika
latek jako napt. cytotoxickych chinont, reaktivnich meziproduktid dusiku i kysliku
(Gonzalez-Santoyo a Cordoba-Aguilar, 2012; Eleftherianos a Revenis, 2011).

2.1.3.5 Antimikrobialni peptidy (AmP)

AmP tvofi dilezitou obrannou slozku vSech organismi vi¢i napadeni patogenti
(Reddyet al., 2004), zvysena exprese jejich gent je stimulovana infekci (Klaudinyet al.,
2009). Dosud bylo identifikovano kolem 2770 AmP z toho pies 270 téchto peptidi u
hmyzu (Guani-Guerraet al., 2010). AmP jsou utvareny zejména v tukovém télese, coz je
velky biosynteticky orgdn hmyzu, déle v hemocytech, stievech, epitelialnich bunkach

kutikuly, slinnych zl1azach a reprodukénim traktu (Vilmos a Kurucz, 1998).

Pokud je bakterie injektovana do hemocoelu dochazi k syntéze a vyplaveni AmP do
hemolymfy (Gillespie et al., 1997). Drahy vedouci ke tvorbé AmP jsou aktivovany

molekulami obsaZzenymi ve sténach mikrobt, u hostitelt tyto latky chybéji. Jedna se o



lipopolysacharidy nachézejici se na povrchu Gram-negativnich bakterii (G,
peptidoglykany u Gram-negativnich i Gram-pozitivnich (G")bakterii a p-1,3-glukany,
které jsou soucasti buné¢né stény hub (Randolt et al., 2008). AmP mohou byt v
hemolymf¢€ detekovany jiz do 2-4 hodin po septickém zranéni (Otvos, 2000).

Hmyzi antimikrobialni peptidy se skladaji z méné nez 50 aminokyselin, v jejich
sekvenci se nachazeji aminokyselinyarginin a lysin, diky nimz pfevazuje pozitivni
naboja hydrofobni rezidua (ptes 50 %) (Dolezilkovaet al., 2011). Kationické peptidy
jsou dale déleny na linearni peptidy s a-helikalni strukturou, AmP bohaté na cystein —
obsahujici disulfidické mustky a peptidy s prevazujici urcitou aminokyselinou — bohaté
na Pro, Gly, His (Vizioli a Salzet, 2002). AmP jsou molekuly amfipatické povahy,
kromé hydrofobni slozky obsahuji také slozku hydrofilni, kterd je kladné nabitd a
interaguje se zaporné nabitymi membranami bakterii. Nasledné diky hydrofobni ¢asti

peptidu mohou byt v membranach vytvoteny pory, viz. Obr. 2 (Wuet al., 1999).

Obr. 2: Schématicky piehled interakci mezi AmP a buné¢nou membranou. Na schématu A) — C)
je membrana stéle intaktni, schéma D) — F) znézorfiuje membranu narusenou peptidy; A)
ptiblizeni peptidi k membrané; B) pfi nizké koncentraci je peptid navazan jako monomer; C)
pti vysokych koncentracich se peptidy samovolné sdruzuji; D) tvorba port v membrang, tzv.
model sudové skruze; E) model tyroidniho péru, ktery je tvofen peptidy i lipidy; F) kobercovy
model, nedoch&zi k tvorb¢ poru, ale k lokalnimu naruseni membrany. Peptidy jsou navazany na
lipidy hydrofobnimi ¢astmi, zatimco hydrofilni ¢ast je odvracena vné (pfevzato z Strandberg a
Ulrich, 2004).



Prvnim izolovanym AmP hmyzu byl cecropin, jehoz nazev je odvozen od martinace
cecropijského (Hyalophora cecropia), coz je druh no¢niho motyla (Otvos, 2000). Jedna
se o linedrni amfipaticky peptid s molekulovou hmotnosti 3-4 kDa (Vizioli a Salzet,

2002) uc¢inny proti bakteriim, prvokim, parazitim i houbam (Reddyet al., 2004).

U vcely medonosné (Apis mellifera)dosud byly po infikaci bakteriemi detekovany
vV hemolymfé AmP abaecin, apidaeciny, hymenoptaecin a defensiny, v matefi kasicce

royalisin, jelleiny a ve v¢elim jedu mellitin (Danihliket al., 2015).

Defensinu hmyzu patii do rodiny AmP, pro kterou je charakteristicky vzor Sesti Cys
s tiemi disulfidickymi mustky: Cys1-Cys4, Cys2-Cys5 a Cys3-Cys6. Hmyzi defensin
obvykle obsahuje 36- 46 AMK, avsak u véel a ¢melaku je slozen z 51 AMK. Tento
antimikrobialni peptid je velmi aktivni vi&i Sirokému spektru G*bakterii, o néco méné
pasobi na G bakterie(Bulet et al., 1999).Defensiny v cilovych membranach vytvofi
pory, které umozni prostoupeni peptidi do cytosolu bunék, ¢imzzptsobi dalsi

intracelularni poskozeni (Ganz, 2003).

Apidaeciny a abaecin patfi do skupiny AmP bohatych na prolin. Piestoze apidaecin
ma krat$i peptidovy fetézec nez abaecin (Bulet et al., 1999)jejich sekvence AMK jsou
velmi podobnéTab. 1.lsoformy apidaecinu la, Ib, 1l a Il byly poprvé izolovany
z hemolymfy vcely medonosné (Apis mellifera) ajsou nejvyznamngj$imi soucastmi
humoralni imunity véel (Li et al., 2006). Obecné peptidy bohaté na Pro a Gly jsou
aktivni vuci G~ bakteriim (Otvos, 2000). Kromé apidaecinu a abaecinu Casteelset al.
(1993) identifikovali v hemolymf¢ v¢el hymenoptaecin, coz jemalyprotein slozeny z 93
AMK inhibujici ptevazné na G~ bakterie, ale také G* bakterie.

Tab. 1: Aminokyselinova sekvence AmP abaecinu a apidaecinu (upraveno a ptevzato z Liet al.,
2006, Casteels et al., 1990).

Typ AmP Isoforma  Sekvence aminokyselin

Abaecin YVPLPNVPQPGRRPFPTFPGQGPFNPKIKWPQGY
Apidaecin  la GNNRPVYIPQPRPPHPRI
Ib GNNROVYIPQPRPPHPRL

Il GNNRPIYIPQPRPPHPRL
Il GNNRPIYISQPRPPHPRL




Tab. 2: Sekvence AMK jelleint (upraveno dle Fontanaet al., 2004)

Typ Isoforma  Sekvence aminokyselin
AmP
Jelleiny 1 PFKISIHL

1 TPFKISIHL

Il EPFKISIHL

v TPFKISIH

Z mateii kasicky hmyzu byl izolovan 5,5kDa AmP royalisin slozeny z 51 AMK,
ktery pati do skupiny defensin@i. Royalisin inhibuje nejen riist G* bakterii (napf. P.
larvae), ale sou¢asné ma inhibi¢ni vliv na rast hub (Tseng et al., 2011). Dal$imi ¢tyfmi
typy AmP piitomnymi v matefi kasi¢ce jsou peptidy jelleiny (jellein-1, jellein-11, jellein-
I11 a jellein-IV)slozeny pouze z 8 — 9 AMK, vétsi ¢ast fetézce je hydrofobni. Tyto AmP
se neli§i pouze sekvenci AMK (Tab. 2), ale vyznacuji se také rozdilnou inhibi¢ni

aktivitou viiéi G"i G* bakteriim a kvasinkam(Fontanaet al., 2004).

Mellitin je jednou ze slozek véeliho jedu. Jedna se o peptid slozeny z 26
aminokyselin, které jsou, s vyjimkou hydrofilni sekvence (Lys-Arg-Lys-Arg) v blizkosti
C-konce, hydrofobni. Mellitin poSkozuje bun&étné membrany, zptsobuje rozklad
erytrocytu, leukocyti i trombocyti (Ownby et al., 1997).

2.1.4 Antioxida¢ni ochrana

Vyvoj aerobnich metabolickych procest jako dychani nebo fotosyntéza vedl k produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS) v mitochondriich, chloroplastech a peroxisomech.
Spole¢nym znakem riznych typi ROS je jejich schopnost zplisobit oxidacni poSkozeni
DNA, lipida i proteintu(Apel a Hirt, 2004). Tvorba ROS je stimulovana riznymi
faktory: starnuti, vliv zivotniho prostiedi (polutanty, teplota, hypoxicky stres) ¢i bézné
metabolické pochody(Lalouette et al., 2011). Hmyz disponuje sadou antioxida¢nich
enzyml a antioxidantd o malé molekulové hmotnosti, které mohou tvofit fetézové
reakce jako odpovéd na endogenné produkované oxidanty. Vyznamné antioxidacni
enzymy hmyzu jsou superoxiddismutasa (SOD, EC: 1.15.1.1), katalasa (CAT, EC:
1.11.1.6), glutathiontransferasa a glutathionreduktasa. Mezi hydrofilni a lipofilni
antioxidanty se fadi askorbat, glutathion, tokoferoly a karotenoidy (Felton a Summers,
1995).
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Obr. 3: Univalentni (jednomocna) draha redukce kysliku a enzymatické obrany viici reaktivnim
intermediatim kysliku (upraveno dle Fridovich,1978).

Reaktivni formy kysliku jsou pievazné redukované formy atmosférického kysliku
(O2). Obvykle jsou tyto intermediaty vysledky excitace kysliku (O;) za vzniku
singletniho kysliku (O"). Pokud dojde k ptevodu jednoho, dvou ¢&i tii elektroni na O
dojde ke tvorbé superoxidového anionradikélu (O;), peroxidu vodiku (H,O;) nebo
hydroxylového radikélu (HO") (Mittler, 2002).

2.1.41 Vybrané antioxidacni enzymy

2.1.4.1.1 Katalasa

Enzym CAT (peroxid vodiku oxidoreduktasa, hyperoxidasa) je ptitomen témét ve vsech
organismech s aerobnim metabolismem (Zdmocky, 1998). Tento tetramerni enzym je
sloZen ze Ctyt tetraedralné uspotadanych identickych 60kDa podjednotek, kdy na jednu
podjednotku pfipada jedna ferriprotoporfyrinova skupina. Celkovd molekulova
hmotnost enzymu je 240 kDa (Matés et at., 1999). Hlavni Glohou CAT je ochrana
bun€k pfed vysoce reaktivnimi molekulami obsahujicimi peroxidickou vazbu, které
vznikaji jako vedlej$i produkty katabolismu (Zamocky, 1998). Celkova reakce
katalyzovana CAT je rozklad dvou molekul peroxidu vodiku na vodu a kyslik, tuto
reakci Ize ovSem rozdélit do dvou fazi, v zavislosti na typu katalasy (Chelikaniet al.,
2004).

Monofunkéni katalasy (dfive oznacované jako typické katalasy)

Tento celkové nejrozsitenéjsi typ katalas se sklada z tetramernich molekul s jednim

protohemem. Monofunkéni CAT vynikaji vysokou katalytickou aktivitou a v mensi
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mife i dvouelektronovou peroxidasovou aktivitou (Zamocky, 1998). Monofunk¢ni
CAT délime do tii skupin. Prvni skupina zahrnuje katalasy rostlinného pivodu. V druhé
skuping jsou obsaZzeny enzymy bakterialniho a houbového puvodu. Z této skupiny jsou
enzymy vysoce odolné vuéi denaturaci a proteolyze. Malé podjednotky enzymu
bakterii, hub a jinych eukaryot jsou soucasti tfeti skupiny monofunk¢énich CAT
(Chelikaniet al., 2004).

Katalasy-peroxidasy

V porovnani s monofunkéni CAT Kkatalasy-peroxidasy disponuji niz$i katalasovou
aktivitou, zvySenou peroxidasovou aktivitou, Sir§im pH a teplotnim optimem. Tyto
molekuly jsou vétSinou dimery o molekulové hmotnosti 120 — 340 kDa. Pro tento typ
CAT je typické bifunkéni chovani. Obecné katalasy-peroxidasy pieménuji Sirokou Skalu

organickych molekul v procesu peroxidace(Zamocky a Koller, 1999).
Katalasa obsahujici mangan

Typ katalas, také zndmy pod nazvem nehemove-katalasy, je celkové méné rozsifen nez
monofunkéni CAT. Jeden typ této katalasy je obsaZen v bakterii mlééného kvaseni
Lactobacillus plantarum a druhy v termofilnim organismu Thermus thermophilus.

Enzym se nachéazi v homohexamerni struktufe (Zamocky a Koller, 1999).

2.1.4.1.2 Superoxid dismutasa

SOD je vSudypfitomny enzym ucinné katalyzujici superoxidové anionty, zaroven je
povazovan za prvni ochranny enzym proti ROS(Zelko et al., 2002). Pusobenim tohoto
enzymu je snizovan oxidacéni stres, coz ma za nasledek zabranéni poskozeni DNA,
RNA, proteint a lipidi. Katalyzuje pfeménu superoxidu na peroxid vodiku, ktery pak
dale muze byt rozkladan katalasou. Superoxidovy anionradikal, ktery ma oxidaéni i
redukéni vlastnosti, podléha dismutaci, kdy jedna jeho molekula poskytuje elektron

molekule druhé, tim padem se oxiduje a zaroven redukuje (Matouskovaet al., 2014).

V soucasné dob¢ jsou zndmy tii typy SOD, které katalyzuji stejnou reakci. SOD1
neboli Cuzn-SOD (EC 1. 15. 1.1) je homodimerni enzym obsahujici méd’ a zinek,
nachazi se predevs§im v cytoplasmé eukaryotickych bunék. SOD2 jinak také Mn-SOD

(EC 1. 15. 1.1) je enzym tetramerni struktury lokalizovany pfedev§im v matrix
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mitochondrii. Posledni z této rodiny enzymu je SOD3 tedy EC-SOD (EC 1. 15. 1.1)
vyskytujici se v extracelularnim prostoru (Zelko et al., 2002).

2.1.4.1.3 Aktivita antioxida¢nich enzymii u vcel

Weirich etal.(2002) zjistili, Ze enzymové aktivity v nékterych tkanich vykazovaly
znacné rozdily ve vzorcich vcel stejné kasty. Nelze urcit pfesnou ptic¢inu, pro¢ tomu tak
je. Nicméné to naznacuje, Zze enzymova aktivita mize byt ovlivnéna vnéjSimi nebo

vnitinimi faktory mezi jednotlivymi d€lnicemi, mladuskami a matkami.

Katalasové aktivita bylau vSech kast nejvyssi v zaludku a o néco nizsi ve spermatéce,
v zaludku matky vykazovala CAT vyssi aktivitu nez u délnic a mladusek. Tento trend
byl obdobny také ve spermatéce, kdy u matek byla namétend aktivita az pétkrat vyssi
nez u mladusek. Vhemolymf& je CAT aktivita obecné niz§i nez u ostatnich tkani, u
délnic vSak byla o néco vyssi nez u matek i mladusek. Svalova CAT aktivita byla

marginalni u délnic, mladusek i matek (Weirich et al., 2002).

Enzym SOD vykazoval oproti CAT mnohem vyssi aktivitu v jiz zminénych tkanich
u vSech tfi porovnavanych kast. V zaludku, hemolymf¢ ani spermatéce se vSak rozdily
mezi aktivitou signifikantné mezi jednotlivymi kastami nelisily. Ve svalové tkani matek
dosahovala aktivita hodnoty az 60 mU/pg, zatimco u délnic 1 mladuSek byla hodnota

polovi¢ni. Naopak v zaludku byla aktivita SOD nejvyssi u délnic (Weirich et al., 2002).

Lipinski a Zoltowska (2005) se ve své praci zabyvali méfenim aktivity
antioxida¢nich enzymt SOD, glutathionperoxidasy (GPX), peroxidasy a plazmatického
proteinu ceruloplasminu (Cp). Zkoumali trub¢i plod ve fazi pfedkukly, ktery byl
infikovan roztotem Varroa destructor. Vysledky ukazuji, Zze kvuli infestaci timto
parazitem byly hladiny aktivity SOD, GPX a Cp 2X — 4X vys§i ve srovnani se zdravymi

trub¢imi predkuklami.
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2.2 Vceli patogeny a paraziti a jejich vliv na zdravi véel a véelstev

K rozsédhlému rozsifeni vcelich onemocnéni doslo pfedevsim v disledku transportu
véel. Nejznaméjsim piikladem je rozto¢ Varroa destructor, ktery byl pfenes z vcely
vychodni (Apis creana) na evropskou vcelu medonosnou (A.mellifera). Neékteré
patogeny jako virus deformovanych kiidel (DWV) nebo Nosema ceranae maji Siroké
spektrum hostitelii a mohou napadat jak vcely, tak ¢melaky, zatimco jiné, jako
bakteriePaenibacillus larvae nebo prvokCrithidia bombi, jsou hostitelsky specifické
patogeny. Svétoveé rozSifena onemocnéni vcel, kterd zplisobuji vyznamné poklesy

véelstev, mohou byt zptisobena jak viry, tak bakteriemi (Goulsonet al., 2015).

2.2.1 Virozy véel

Viry jsou nejmensi organismy (velikost v nm), které maji schopnost rozmnozovani se v
buiikach urcitych tkani, zptsobuji jejich rozpad a naslednou smrt infikovaného jedince
(Veselyet al., 1985). Do dne$ni doby bylo u véel popsano vice nez 18 virovych nakaz,
které mohou napadat v¢ely nachazejici se v rizném obdobi Zivota i v odlisnych kastach.
Mezi svétove nejrozsSitencjs$i choroby patii virus akutni paralyzy vcéel (ABPV), virus
¢ernani mateéniki (BQCV), virus chronické paralyzy vcel (CBPV), virus
deformovanych kiidel (DWV), KaSmirsky virus (KBV) a virus pytlickovitého plodu
(SBV) (Chen a Siede, 2007).Vyskytem téchto virovych onemocnéni se v Némecku
zabyvali Nielsen et al. (2008), pfi¢emz nejvice véelint bylo napadeno SBV a nejméné
BQCV a KBV.
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Obr. 4: Fotografie vcely, u které se projevil DWV. Na obrazku je mozné vidét typické poniceni
k¥idel, které ukazuje Sipka (fotografie pouzita se svolenim autora Jifiho Danihlika).

DWYV jako i ostatni virova onemocnéni pretrvava v latentnim stavu bez jakychkoli
piiznakti. Nemoc se projevi az ve spojeni s kleStikem v¢elim (Varroa destructor),po
jehoz napadeni nejsou vcely schopny pieziti (Yue a Genersch, 2005). Typickymi
ptiznaky onemocnéni jsou scvrkla a zmackana k¥idla (viz Obr. 4), zmenSeni velikosti
téla a ztrata barvy dospélych vcel (Chen a Siede, 2007). K detekci tohoto onemocnéni
vyuzili Yue a Genersch (2005) metodureverzni transkripce s naslednym PCR (RT-
PCR).

Vuci nakaze SBV jsou nejméné odolné dvoudenni larvy, nemoci v§ak podléhaji také
dospélé vcely a jejich plody. BQCV ma vliv na rozvoj larev a kukel kralovny.

Typickym spoleénym symptomem téchto dvou onemocnéni je Zloutnuti a ztvrdnuti
larev (Chen a Siede, 2007).

ABPV i CBPV se vyznacuji stejnymi ptiznaky, kterymi jsou ties a neschopnost 1état.
CBPV je mén¢ virulentni a vCely hynou az po nékolika dnech od ndkazy. ABPV je

mnohem agresivngjsi, zptisobuje hynuti jiz do jednoho dne (Chen a Siede, 2007).

2.2.2 Bakteriozy véel

Hniloba véeliho plodu: Nemoc je zpiisobena patogenni G* bakterii Melissococcus

plutonius (Obr. 5). Jedna se o mirn¢ protahlé, na koncich zaspicatélé koky o pruméru
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0,8 pm, mohou se vyskytovat jednotlive, tvofit fetizky nebo shluky. Nemoc seprojevi jiz
na nezavickovaném plodu. Po ndkaze je barva larev zménéna z bilé ptes Zlutou az na

Sedo-Cernou (Forsgren, 2010).

Mor vceliho plodu: Za pivodce této stievni infekce je povazovan velice specificky
patogen Paenibacillus larvae. Jednd se o G', bi¢ikatou, sporulujici bakterii, jejiz
doposud jedinymi znamymi hostitely jsou larvy véel (Ebelinget al., 2016). Klidové
stadium v podob¢ spory vnikne spole¢né s potravou do gastrointestinalniho traktu larvy
(Vesely et al., 1985), zde P. larvae piechazi na komenzalni Zivotni styl (Genersch,
2010). Vyzivuje se tedy z potravy pozité larvou. Peritrofni membrana v lumenu stieva
brani praniku bakterie, ktera pies ni v§ak mize proniknout a v pozdé&j$im stadiu infekce
napada také epitel. K poruse epitelu dochazi paracelularni cestou, to znamena, Ze se
buiiky pohybuji pfes mezibunéény prostor a vstupuji do hemocoelu, kde jsou schopny
pohybu a poliferace. Pro P. larvae je typické, ze vylucuje vysoce aktivni extracelularni
proteasy, které jsou potiebné k poskozeni larev (Genersch, 2010). Ze stadia schopného
aktivniho déleni ptejde zpét do klidového stadia, ve kterém muze pieckat i nékolik let

(Vesely et al., 1985).

V hemolymf¢ larev véel, které byly inokulovany bakterii P. larvae, doslo béhem 24
hodin ke zvyseni exprese nejen abaecinu, ale také defensinu (Evans, 2004). Uéinnost
antimikrobialniho peptidu defensinu proti P. larvae byla prokazana v testech inhibice
rastu (Bilikova et al., 2001; Bachanovéet al., 2002). Podle tvrzeni Chan et al. (2009) by
se dala ocekavat zvySena hladina n€kterych AmP i antibakteridlnich enzymu jako je PO
a lysozym, ktery je vyznamny svou funkci degradovat peptidoglykanovou vrstvu G*
bakterii.
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Obr. 5: Bakterie M. plutonius po Gramové barveni (pievzato z Forsgren, 2010).

2.2.3 Houbova onemocnéni

Nosematoza:Véela medonosna (A. mellifera)mize byt infikovana hmyzomorkou vceli
(Nosema apis) a relativné nové i hmyzomorkou vychodni (Nosema ceranae) (Fries,
2010). Houba se dostane spole¢né s potravou do stfedniho stieva (zaludku), kde dochazi
k infekci epitelu zaludku pomoci poélového vlakna, které spora hmyzomorky vystieli.
V bunkach epitelu se houba mnozi, jeji spory jsou nasledné vyluCovany s vykaly.
Funkce stiev se tak narusi (Lampeitl, 1996). Dle Chaimanee et al. (2012) dochazi mezi
3. az 6. dnem po inokulaci hmyzomorkou k vyznamnému poklesu exprese ¢tyf gent
(apidaecinti, abaecinu, defensinu a hymenoptaecinu), to ma tedy za nasledek celkové
oslabeni imunity vcel. Takto napadené vcely nejsou schopny travit pyl, starnou a
pfedcasné¢ hynou v dusledku vycCerpani télesnych zdsob. Klinicky se nosematdza
projevuje piedevsim v jarnim obdobi. Onemocnéni indukuje Spatna strava, nemoznost

prolett véel béhem zimniho obdobi nebo celkové oslabeni velstva (Fries, 2010).

Zvapenaténi véeliho plodu: Zvapenaténi vceliho plodu je onemocnéni projevujici se
nejéastéji v jarnich mésicich, jelikoz pro rist hub jsou optimalni chladné a vlhké
podminky. Jedna se o invazivni mykozu napadajici v¢ely, ktera je zptisobena houbou
Ascosphaera apis. Tato paraziticka houba usmrti vceli larvu tim, Ze ji odCerpava
dalezité ziviny (Aronstein a Murray, 2010). Do larev muze A. apis proniknout formou
potravy (vytrusnice, mycelium)nebo pokozkou. Kli¢eni vytrusii v téle probiha v zaludku
a Vv zadni Casti stieva (vEtsi obsah kysliku), kde vyrostou do dlouhych vlidken. Mycelium

se poté dostane pies stievni sténu, vyplni télni dutinu a proriistd az na samotny povrch
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larvy, kde miize vytvofit plodnice. Na onemocnéni jsou nejcitlivéjsi larvy staré 3-6 dn,
u dospélych véel se nakaza neprojevi, mohou ji vSak rozSifovat. Spory jsou velice
odolné, piezivaji v medu, pylu, vosku i na sténach ulu. I kdyz se zarodky A. apis ve
vcelstvech velmi Casto vyskytuji, k samotnému onemocnéni vétSinou dochéazi jen
vlivem ur€itych podminek, kterymi mohou napf. byt pesticidy, nevhodnd krmiva,
oslabeni véelstva jinou chorobou nebo $patné hygienické podminky (Vesely et al.,

1985).

2.2.4 Vliv prostiedi na antioxida¢ni a imunitni systém vcel

Vsechny organismy jsou vyStaveny pusobeni cizorodych chemikalii nebo xenobiotik,
mezi které patii pramyslové a piirodni chemikalie jako napft. 1éCiva, pesticidy,
polutanty, sekundarni rostlinné metabolity napt. alkaloidy. Xenobiotika se snadno

vvvvv

odstranuji (Parkinson, 2001).

Vcely létavky urazi né¢kolik kilometr(, aby nasbiraly nektar, pyl, vodu a pryskyfice
potiebné pro Zivot v tlu. B&hem sbéru se sbéraky dostavaji do tzkého kontaktu
s toxickymi latkami ptirodniho pivodu, tato xenobiotika nasledné vnaseji do vcelstva.
Ptikladem miize byt sbér nektaru, obsahujiciho mimo sacharidy pottebné pro véelstvo
také latky syntetizované rostlinami. Pylkromé¢ AMK a sterolii obsahuje také fenolické

slouceniny, které mohou vykazovat toxickou biologickouaktivitu(Johnson, 2015).

Dal§imi latkami, které maji pfimy dopad na imunitni systém vcel, jsou pesticidy
(James a Xu, 2012). Organofosfaty, které ptedstavuji jeden z mnoha typl pesticidd,
ovliviiuji po¢et hemocytt i fagocytézu.Fagocytéza je obvykle doprovdzena produkci
melaninu, coZ muZe byt rychlejsi proces neZ produkce AmP. To vede ke tvorbé ROS,

které mohou pfispét k eliminaci patogenu Obr. 6(James a Xu, 2012).
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Obr. 6: Schéma shrnujici vliv insekticidi na imunitni systém vcel. PIné obrysy ramecki a Sipky
znazoriiuji drahy imunitniho systému, pferusované obrysy ramecku a Sipky vyznacuji ptisobeni
insekticidl na ptislusné drahy (pfevzato a upraveno dle James a Xu, 2012).

Nejnovéjsi  z hlavnich tiid insekticidi jsou neonikotinoidy - thiacloprid,
imidacloprid a klothianidin. Jde o neurotoxiny, které jsou agonisty nikotinovych
acetylcholinovych receptori (Henry, 2012), ovlivituji nervovy systém a nasledné
zpusobuji paralyzu i smrt (Goulsonet al., 2015). Brandt et al. (2016) dokazali, ze
subletalni koncentrace téchto tfi typl neonikotinoidi mély vliv na sniZeni koncentrace
hemocytt, odpovéd enkapsulace i antimikrobidlni aktivitu hemolymfy, kdy byla
testovana jeji inhibice vii¢i G bakterii Micrococcus flavus. Neonikotinoidni pesticidy

jsou vyuzivany k ochrané rostlin pfed msicemi a jinym savym hmyzem (Henry, 2012).

Detoxifikacni systém u zvitat, kterym se xenobiotika stavaji méné Skodliva a jsou
poté vyloucena, je d€len na tii faze. Faze I zahrnuje enzymy metabolizujici xenobiotika,
Které jsou tvofeny monooxygenasami cytochromu P450. Enzymy II. faze plsobi na
produkty faze I, zahrnuji glutathion S-transferasy (GSTs), UDP-glukuronosyltransferasy
(UGTs) a karboxylesterasy. Enzymy UGTs a GSTs se podileji na pfeménach toxickych
latek, coz ma za nasledek zvySeni hydrofility, ktera usnadiuje jejich vylucovani z téla.
Pro zajisténi detoxifikace jsou estery xenobiotik hydrolyzovany karboxylesterasami.
Faze 11l zahruje ABC transportér (anglicky ATPbinding cassette) a dalsi membranové
transportéry, diky kterym jsou konjugované toxiny aktivné vylucovany z bunck

(Misraet al., 2011).
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2.3  Slozeni hemolymfy vcel

Hemolymfa je vodna télni tekutina, ktera roznasi po téle vcely ziviny, odplavuje
odpadni produkty latkové pfemény k exkreénim organtim, nadbytecné ziviny piivadi
hlavné k tukovému télesu. Mlize byt bezbarva, Cira, obvykle ale byvé pigmentovana a je
tedy nazloutla az hnéda (Kodrik, 2004). Tato télni tekutina zaujima asi %4 z celkové
hmotnosti téla, obsahuje buiiky zvané hemocyty, které se podili na imunitnich reakcich,
kvuli absenci erytrocytti nerozvadi po téle kyslik (Veselyet al., 1985), pH je slabé
kyselé (6,4 — 6,8), koncentrace soli (1,5 — 2,1 %), aminokyselin i peptidi je vy$si nez u
obratlovcu (Kodrik, 2004). V hemolymf¢ jsou piitomny také sacharidy jako sacharosa,

glukosa nebo trehalosa, které pochazeji z traveni potravy (Arslanet al., 1986).

Dalsi dulezitou slozkou jsou proteiny, které se li§i riznymi funkcemi. Jejich obsah
zavisi na Zivotnim obdobi daného jedince, obvykle koncentrace proteinli zaujima 6 %,
V poslednim larvalnim instaru se muze hodnota zvysit az na 20 % (Kodrik, 2004).
Proteiny plnici zasobni funkci jsou téz nazyvany storage proteiny, jejich molekulova
hmotnost se pohybuje kolem 500 kDa, nejvice jsou tedy zastoupeny v larvalnim stadiu,
u dospélych jedincii se obsah snizuje. K tomuto typu proteinti fadime napt. arylphoriny ,
které jsou typické vysokym obsahem aromatickych aminokyselin (18 — 26 %).
Dulezitym lipoproteinem pro transport lipidi mezi organy hmyzu je lipophorin, ktery se
vV hemolymf& mize nachazet ve dvou formach. Prvni formou je HDLp (high-density
lipophorin), ktery je v hemolymf& ptitomen, pokud je hmyzu v klidu, naopak pfi
vykonavani aktivity napf. pfi dlouhém letu je vyplavovan LDLp (low-density
lipophorin). Tyto dvé formy se od sebe také lisi tim, Ze LDLp ma vyssi obsah tuku.
Lipophoriny transportuji Sirokou skalu lipidd, od triacylglycerold az po cholesterol,
jehoz hlavnimi slozkami jsou fosfolipidy a diacylglycerol. Lipidy jsou transportovany
do rostoucich tkani nebo do tukového télesa k uskladnéni (Kanost et al., 1990). Mezi
lipophoriny patii také JHBP (juvenile hormone binding protein), ktery slouzi
k transportu juvenilniho hormonu (Kodrik, 2004). Juvenilni hormon patii mezi
gonadotropiny, ovlivituje rist, reprodukci i zivotnost hmyzu. DalSim proteinem
pfitomnym v hemolymf¢ je vitellogenin. Jde o glykolipoprotein s molekulovou
hmotnosti 180 kDa syntetizovany v samicich tukovych bunkach a nasledné uvolnény do

hemolymfy, ma u délnic antioxida¢ni ucinky (Yang a Cox-Foster, 2005).

Hemolymfa je taktéz mistem vyskytu AmP, lysozymu, lektinti, tedy latek
souvisejicich s humoralni imunitou. V této télni tekutiné¢ bylo detekovano nékolik
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proteint inhibujicich proteasy jako cystein proteasovy inhibitor nebo serpiny, ty aktivuji
fenoloxidasovou kaskddu. Enzymy vyskytujici se v plasmé hemolymfy jsou obvykle
syntetizovany Vv hemocytech nebo tukovém télese. Mezi nejvyznamnéj$i enzymy
obsazené Vv hemolyfé patii trehalasa, ktera katalyzuje hydrolysu dulezitého sacharidu

vyskytujiciho se v hemolymfg, trehalosy (Kanostet al., 1990).
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2.4 Chov véel in vitro

Aby mohly byt za podminek in vitro studovany ruzné aspekty véel jako napf.
parazitologie, toxikologie nebo fyziologie za specifickych podminek, jsou vcely
chovany v laboratornich klickach bud’ jednotlivé, nebo ve skupinach. Williams et al.

(2013) shrnuli optimalni podminky pro laboratorni chov véel.

Idealni klicka slouZici k experimentalnim ac¢elim by méla byt pouZita pouze jednou
a poté zlikvidovana, nebo lze pouzitsterilizovanou a vycisténou klicku, coZz ma za
nasledek minimalizaci kontaminace patogeny a jinymi zbytky z pfedchozich
experimenti. Pro studie spojené s toxikologii pesticidi je doporuovana Kklicka
jednorazova. Méla by byt vyrobena z materialt, které mohou byt sterilizovany
(nerezova ocel, sklo). Kovové a plastové klicky mohou byt dekontaminovany acetonem.
M¢ly by mit dostatek vétracich otvori na ventilaci, které by mély byt pokryty
prody$nym materialem (filtra¢ni papir), aby se opét snizilo riziko kontaminace. Klicky
by mély umoziovat lehkou manipulaci s mrtvymi véelami, aby mohly byt snadno
odstranény. Velikost klicky by méla byt prizpisobena po&tu véel, napi. 500 cm® (500
ml) pojme az nékolik set délnic. Pro skupinu mén¢ nez 100 jedincii se pro vybér
uplatituje velikost klece v poméru 3:1 (Cm3/Véela). Doporucena teplota pro chov
dospélych jedinct je 30°C. Doporucena relativni vlhkost se pohybuje v rozmezi od
50 % do 70 %. Vlhkost uvniti véelstva je ovlivnéna nejen teplotou, ale i jednotlivymi
véelami. V¢ely v laboratofi jsou vzdy udrzovany v naprosté tmé. Nutnosti je take
vcelam zajistit prisun kysliku. Oxid uhli¢ity dosahuje ve vcelstvu vysSich hodnot nez
v atmosféie. Z divodu vymény vzduchu je nutné zajistovat vétrani v klicce (Williams

etal., 2013).

Pro chov vcel je dilezity také pfisun spravné vyzivy, kterd ma vliv na Zivotnost a
fyziologii. Dilezitou slozkou potravy pro vcely jsou sacharidy a proteiny piijimané ve
form¢ nektaru a pylu, dale vitaminy, mineraly a lipidy. Délnice chované in vitro jsou
piikrmovany roztoky sacharosy, matkdm je energie dodavana formou sacharosové pasty

(Williams et al., 2013).
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2.5 Metody méieni sloZek humoralni imunity hmyzu

K detekci a kvantifikaci jednotlivych AmP byla pouzita vysokoucinna kapalinova
chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC), diky které byly identifikovany peptidyjako
hymenoptaecin, apidaecin i abaecin. Pro identifikaci téchto peptidt, byly testované
véely infikovany Zivotaschopnymi bakteriemiE. coli, a po 24 hodinachjim byla
odebrana hemolymfa.Metodou Edmanovy sekvenace byla stanovena aminokyselinova
sekvence zminénych peptidu (Casteels et al.,1989; Casteels et al., 1990; Casteels et al.,
1993). Dalsi metodou je Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight
(MALDI-TOF MS), kvantitativni hmotnostni spektrometrie, ktera byla pouzita
napiiklad k porovnani obsahu melittinu, apaminu a MCD-peptidu v jedu matky, délnic a
oSetiovatelek, tedy mladych délnic (Baracchi aTurillazzi, 2010), ale také pro zkoumani
neuropeptidi v mozku vcel (Pratavieiraet al.,2014). Turillazzi et al. (2006) pro
izolacidvou enzymu (dominulin A, dominulin B) z pokozky samic vosika skvrnitého
(Polites dominula) pouzili metodu RP-HPLC i MALDI-TOF. Aminokyselinova
sekvence potom byla zjisténa pomoci hmotnostni spektrometrie (Turillazziet al., 2006).
za pouziti HPLC a kapilarni elektroforézy (CE) s detekci pomoci UV nebo hmotnostni
spektrometrie (MS). Kombinace HPLC-MS se prokazala jako rychlejsi a citlivéjsi pro
kvantifikacimelittinu i v malé koncentraci (Zhouet al., 2010;Donget al., 2015). Z
riznych vzorkd veelich hlav, hrudnikd a mateti kasSicky byl elektroforetickou metodou
v polyakrylamidovém gelu (PAGE) stanoven peptid royalisins antimikrobialnim

ucinkem vuéi bakterii P. larvae (Bachanovaet al., 2002).

Metoda polymerasové fetézové reakce (PCR) byla vyuzita pro ovéfeni kandidath
imunitnich genti v€ely medonosné a dale také pro stanoveni jejich zmény po interakci
organismu s patogeny (Evanset al.,2006). Chaimanee et al. (2012)kvantifikovali
genovou expresi nékolika AmP u vcel po inokulaci parazitem N.ceranae pouzitim
kvantitativni PCR (gQPCR). Tuto metodu pouzil také Yang a Cox-Foster (2005) ke
stanoveni miry genové exprese tii AmP (abaecinu, defensinu a hymenoptaecinu) a

enzymi souvisejicich s imunitou (PO a lysozym).

Pro studium detaild ve strukturdch vétSiny znamych AmP se jako velmi uZzitecna
metoda projevila nuklearni magneticka rezonance (NMR). Diky této analyze jsou

znamy trojrozmérné struktury a je tak snadnéj$i porozumét funkci jednotlivych
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peptidt(Reddyet al., 2004).Pomoci NMR Holak et al. (1988) identifikovali strukturu
cecropinu A.

Laughton a Siva-Johty (2011) standardizovali protokol pro méfeni aktivity PO i
ProPO v hemolymf¢ vcel (A.mellifera). Hladiny aktivity PO byly testovany pomoci
katalytické pifemény bezbarvého L-DOPA  (3,4-dihydroxy-L-fenylalanin)na
cervenohnédy dopachrom, ktery je méfen spektrofotometricky pii vinové délce
490nm.Pro ptevedeni zymogenu ProPO na aktivni PO se ukdzal jako nejvhodnéjsi -
chymotrypsin o koncentraci 0,5 mg/ml, doba inkubace byla 5 minut. Vyssi hladiny této

proteasy v§ak mély negativni vliv na aktivitu PO (Laughton a Siva-Johty, 2011).

V ramci imunitniho systému jsou mimo jiné dileZzit¢ dva antioxida¢ni enzymy, CAT
a SOD (Weirichet al., 2002). Aebi (1984) optimalizoval metodu pro méfeni katalasy a
z jeho standardizace vychazeji dalsi stanoveni. V metodé pro stanoveni aktivity katalasy
se vyuziva rozkladu 10 mM peroxidu vodiku (H,0,) pisobenim tohoto enzymu. Méfeni
se provadi stanovenim zmény absorbance pii 240 nm a probiha v prostiedi 50 mM K-

fosfatového pufru o pH 7.

Schopnosti SOD inhibovat reakce superoxidi je vyuzivano k nepiimému stanoveni
tohoto enzymu (Matouskova et al.,2014). Metoda stanoveni byla optimalizovana
Paolettim et al. (1986) a Paolettim a Mocalim (1990). Metoda stanoveni SOD se sestava
ze tii kroku. Prvni zahrnuje produkci superoxidl, kdy dochazi k pfeméné xantinu
xantinoxidasou, nebo se vyuziva reakce NADH (NADPH) s fenazin methosulfatem. Ve
druhé fazi dochazi k detekci superoxidu, ke které je mozno vyuzit nitrotetrazoliovou
modi (NBT), pyrogallol, cytochrom c¢ a dal$i spektrofotometricky méfitelné
chromogenni substraty. Posledni krok této metody predstavuje inhibici reakci
superoxidi. To znamend, ze SOD katalyzuje pfeménu superoxidt, dochazi k inhibici

pfemény chromogennich substratli na jejich barevné produkty (Matouskovaet al., 2014).
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2.6  Elektromigraéni metody

2.6.1 Gelova elektroforéza
SDS-PAGE

Dodecylsulfat sodny (SDS), je detergent, schopny vazat se svou hydrofobni ¢asti na
proteiny. Dokaze ménit tvar proteinti do valcovité podoby. Navazany SDS na protein
pak diky svému velkému negativnimu naboji piekryva vlastni ndboj proteinu. To
zpusobi, ze pokryté proteiny pak maji shodny pomér ndbojii na jednotku hmoty a
zaroven podobny tvar. Poté se proteiny pii gelové elektroforéze déli podle své
molekulové hmotnosti za pisobeni stejnosmérného elektrického proudu (Schéagger,
2006). Nejpouzivangjsi SDS-PAGE metodou je metoda dle Laemmliho (1970). Jde o
diskontinualni systém elektroforézy za pouziti dvou gelti, tzv. zaostiovaciho a dé€liciho
gelu. Gely se lisi predev§im stupném zesitovani, odliSnym pH a koncentraci pufru
(Garfin, 2002). Analyzovany vzorek je rozpustén v pufru obsahujicim Tris-HCI
(udrzuje konstantni pH), reduk¢ni €inidlo (rozruSuje kvarterni strukturu proteintt), SDS,
glycerol (zvySuje hustotu vzorku) a barvivo bromfenolovou modi (vizualizace). Poté
dochézi k zahtivani na vodni l4zni nebo v termobloku, coz ma za nasledek rozpusténi a
denaturaci vSech proteintt (Kinter a Sherman, 2005).Elektroforéza je zahdjena
bezprosttedné po naneseni vzorku mikropipetou do jamky v polyakrylamidovém gelu a
ukoncena, jakmile se vzorek pfibliZi k okraji gelu. Pomoci n&které z detekénich metod

pak zkoumé&me rozseparované fragmenty proteinu(Garfin, 2002).

2.7 lzoelektricka fokusace

Izoelektricky bod proteinu je hodnota pH, pfi které nema protein naboj. Pii izoelektrické
fokusaci proteiny putuji v gradientu pH az do faze, neZ se dostanou do ¢asti o pH, které
se rovna jejich izoelektrickému bodu, tam proteiny ztrati naboj a prestanou putovat dale.
Kdyz se proteiny zastavi, jsou pak fokusovany neboli zaostieny do tizkych zon (s témér
stejnym pH) kolem izoelektrického bodu. Pro ptipravu pufrii pro fokusaci se pouzivaji
nizkomolekularni  oligomery s alifatickymi  karboxylovymi  skupinami a
aminoskupinami s podobnymi izoelektrickymi body. V elektrickém poli se tyto roztoky

v

rozmisti tak, ze nejkyselejsi putuji k anodé a ke katodé sméfuji zasaditéjsi. Izoelektricka

25



fokusace je vyhodné pro analytické a preparativni t¢ely. Mlze se dale kombinovat s

elektroforézou. (Voet a Voetova, 1995).
2D-PAGE

Jak z nazvu plyne, jde o dvourozmérnou metodu, kterd je nejcastéji pouzivand pro
analyzu smési proteind na zakladé jejich pl a molekulové hmotnosti. Pti této metod¢ je
vyuzita kombinace izoelektrické fokusace (d€leni latek ve sméru podle hodnoty pl) a
SDS-PAGE celektroforézy (separace latek ve sméru kolmém k piivodnimu podle
molekulovych hmotnosti). Metoda je citliva a lze tak oddélit proteiny, které se lisi
jedinym nabojem. Této metody se vyuziva pro separaci jednotlivych slozek

z komplexnich smési obsahujici proteiny (Issag a Veenstra, 2008).

2.8  Western Blotting

Western blot(Wb) je metoda znamé také pod nédzvemprotein blotting nebo
immunoblotting, vyuzivana k immunodetekci proteinll po elektroforéze. Wb umoziuje
ptenos proteint z SDS polyakrylamidového gelu na adsorpéni membranu, na které je
mozné identifikovat bandy proteinti po reakci se specifickymi protilatkami. Postup Wb

je znazornén naObr. 7(Kurien a Scofield,2006).

Whb a nasledna

— detekce

l Western blot T

IPIII |

LTI
[ b=

Obr. 7: Schéma procesu Wh: A) gel po SDS-PAGE pied procesem Wb; B) piesny otisk gelu na
membrané po blotovani; C) navazani primarnich protilatek na specifickém bandu na blotu; D) navazani
sekundarnich protilatek konjugovanych s enzymy (alkalicka fosfatasa, kienova peroxidasa) tvofici vazby

s primarnimi protilatkami; E) vyvolani barevné reakce (pfevzato a upraveno dle Kurien a Scofield, 2006)

26



Ptenos bilkovin je zprosttedkovan ptisobenim elektrického pole ptisobiciho kolmo na
povrch gelu, coz zapticini pohyb proteinli z gelu na membranu, ktera je umisténa mezi
gelem a kladnou elektrodou — vytvofi se tzv. sendvi¢. Sendvi¢ zahrnuje na kazdém
konci podlozku z vlaken (houbu), filtra¢ni papir k ochrané gelu a blotovaci membranu
(Mahmood a Yang, 2012).

Pro Wb je velmi dilezité, aby byl tésny kontakt gelu a membrany pro zajisténi
jasného obrazu, a také, aby membrana byla umisténa mezi gelem a kladnou elektrodou.
Tak doch&zi k pfenosu zaporné nabitych proteinti z gelu na membrénu. Tento typ
transportu se nazyva elektroforeticky a muze byt uskutecnén v polosuchych nebo
vlhkych podminkach, které jsou preferovanéjsi z divodu prevence vyschnuti gelu
(Mahmood a Yang, 2012).

Nezbytnou soucasti Wb je membrana, ktera muze byt nitrocelulosova nebo
polyvinyliden fluoridova (PVDF). PVDF membrany jsou vyhodné&jsi diky jejich vysoké
kapacité vazani proteint, pevnosti a chemické stabilité. PVDF je vhodné pro barveni
barvivem Coomassie Brilliant Blue (CBB). Nitrocelulosova membrana se vyuziva
predev§im pro svou vysokou afinitu k proteinu, v suchém stavu je vSak velmi kiehka
(Kurien a Scofield, 2006).

Dalsim krokem je tzv. blokovani, tedy ochrana nespecifickych mist membrany pted
navazanim antigend. Blokovani se obvykle provadi s 5% roztokem BSA nebo
s roztokem netu¢ného susené¢ho mléka ziedéného v TBS (kvili snizeni pozadi). Poté je
membréna inkubovéna s protilatkami, nejdiive primarnimi a poté se sekundarnimi, které

jsou obvykle vazany s enzymy (napf. kienova peroxidasa) (Mahmood a Yang, 2012).

2.9 Detekce celkovych proteini na polyakrylamidovém gelu po
provedené elektroforéze

2.9.1 Detekce pomoci Coomassie Brilliant Blue
Od zavedeni této metody detekce pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue (CBB) do
oblastni analytické biochemie Fazekas De St. Groth et al. (1963) je tato metoda v

oblasti detekce proteint stale nejpouzivané;si.
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Obr. 8: Strukturni vzorec CBB-R250.

Obr. 9: Strukturni vzorec CBB-G250.

CBB existuji ve dvou derivatech odvozenych od trifenylmetanu. Coomassie R-250
(modry odstin s nadechem cCervené, Obr. 8) a Coomassie G-250 (modry odstin
snadechem zelené,Obr. 9), které se vazi na aminoskupinu proteinlt diky
elektrostatickym a hydrofobnim interakcim. V ptuvodnim protokolu byly gely umistény
do roztoku s 0,01% CBB rozpusténého v 45% metanolu (mohl byt nahrazen ethanolem
nebo isopropanolem), 45% vody a 10% kyseliny octové (Westermeier a Marouga,
2005).

V dnesni dobé¢ existuje mnoho modifikaci protokoli barveni, jejichz vychozi latkou
je CBB, napt. protokol dle Neuhoffa et al. (1988), Andersonaet al. (1991), Kanga et al.
(2002), Candiana et al. (2004), Wanga et al. (2007), Dyballa a Mitzgara (2009) a Pinka
et al. (2010).

Vyhodou barveni metodou CBB je dobra afinita barviva k proteinim, metoda je
levnd s dobrou opakovatelnosti a reprodukovatelnosti. Nevyhody jsou dlouhd doba
barveni a spiSe nizka citlivost (Westermeier a Marouga, 2005).
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2.9.2 Fluorescencni detekce proteinii

Metoda byla objevena roku 1971, nabizi vyssi citlivost v porovnani s detekci CBB.
Fluorescen¢ni molekuly SYPRO Orange a SYPRO Red se vazi prostfednictvim
nekovalentnich interakci na proteiny. Dalsi pouzivané barvivo je SYPRO Ruby Red,
podobn¢ citlivé jako barveni stiibrem (Merril et al., 1983). Jako citlivéjsi se projevilo
barvivo Deep Purple obsahujici fluoroforepicocconziskavany z houby Epicoccum
nigrum. Fluorescen¢ni barveni je optimalni spolehlivd metoda pro ziskani vysoké

citlivosti, viz Tab. 3., barviva jsou drazsi (Westermeier a Marouga, 2005).

2.9.3 Detekce proteint stiibrem

Metoda detekce proteind, ktera byla objevena v poloving 17. stoleti. Prvotné byla hojné
vyuzivana ve fotografickém prumyslu, postupem ¢asu slouzila K vizualizaci bunéénych
struktur (Merrilet al., 1983). Pfestoze existuje mnoho protokoli barveni stfibrem,
vSechny jsou zalozeny na redukci stiibrnych iontl plisobenim vedlejSich fetézcii
aminokyselin v alkalickém prostfedi. K této preméné dochédzi po interakci stiibra
s proteiny na gelu. Stiibrné ionty vazi proteiny na zakladé elektrostatickych interakci s
COO' skupinou Asp a Glu nebo se komplexuji s imidazolem, SH nebo NH3 skupinami
His, Cys, Met a Lys. Nejdtive jsou gely fixovany bud’ v 20% kyseling trichloroctové, a
to zejména gely tenéi nez 0,5 mm, nebo v 50% metanolu s 12% kyselinou octovou. Poté
gely dvakrat promyvame 10% ethanolem s 5% kyselinou octovou. V dalSich krocich
jsou gely nejprve namoceny v dichromanu draselném a poté v dusi¢nanu stiibrném.
Opét proplachujeme (uhli¢itanem sodnym s formaldehydem). Jakmile se objevi jemné
nazloutlé pozadi, proces zastavujeme ulozenim gelu na 5 minut do 3% kyseliny octové
(Merrillet al., 1983).

Existuji Ctyfi zpisoby vyvolavani gelt. Kratka metoda s dusi¢nanem stiibrnym a
dlouha metoda s dusi¢nanem stiibrnym, fixace v roztoku obsahujicim amoniak a stiibro
bez aldehydu nebo v amoniaku s formaldehydem. Vyvolavani v roztoku bez aldehydu
poskytuje vynikajici kompatibilitu s hmotnostni spektrometrii. Vyvolavani s
formaldehydem je nejcitlivéjsi (Chevalletet al., 2006). Barveni stéibrem je pouzivanou
metodou diky dobré citlivosti, viz Tab. 2, naklady jsou vSak vyssi v porovnani

s barvenim CBB,vysledky ziskame pomérné rychle (Westermeier a Marouga, 2005).
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Tab. 3: Porovnani inkubacnich dob a detekénich limitd barviv (pfevzato a upraveno dle
Granvogl et al., 2007)

Barvivo Inkubaéni doba (hodiny)  Detek¢ni limit (ng proteinu)
Coomassie (G-250) 15 1-16

Coomassie (R-250) 12-48 30-100

Stiibro 0,25-3 0,5

SyproRuby 5,5-12 0,5-5

Deep Purple 3,5 0,1

2.9.4 Negativni barveni gelu zinkem s SDS a imidazolem

Metoda, pti které nedochazi k barveni proteind, ale je vizualizovano pozadi gelu.
Komplexni sl zinku, SDS a imidazolu se vysrazi v polyakrylamidovém gelu.
Proteinové pasy se vuci tmaveé zbarvenému gelu stavaji dobie viditelné. Citlivost této
metody je fazena mezi barveni CBB a stfibrem. Vysrazend sil mlze byt zpétné

rozpusténa pufrem Tris-EDTA, coz podporuje elektroforeticky transport proteint pro

Wb (Westermeier a Marouga, 2005).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Materidl

3.1.1 Pouzité chemikalie
Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

APS (Sigma-Aldrich, Némecko)

Bisakrylamid (MP Biomedicals, USA)

n-Butanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Coomassie BB G-250 (Bio-Rad, USA)

Coomassie BB R-250 (Bio-Rad, USA)
Dihydrogenfosforecnan draselny (Sigma-Aldrich, Némeckou
Fenylthiomocovina (Sigma-Aldrich, Némecko)

Glycerol (Lach-Ner, Ceska republika)

Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydrogenfosforeénan draselny (Sigma-Aldrich, Spanélsko)
Kyselina ethylendiamintetraoctova (Lach-Ner, Ceska republika)
Kyselina fosfore¢na 85% (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)
Kyselina trifluoroctova (Fluka, Svycarsko)

Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Japonsko)

Metanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Mocovina (Sigma-Aldrich, Némecko)
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Peroxid vodiku 30% (Lach-Ner, Ceska republika)
Primarni protilatky (Clonestar, Ceské republika)
SDS (Applichem, Némecko)

SDS-PAGE marker — Ultra Low range Molecular Weight Marker (standard obsahuje:
triosafosfat isomerasu z krali¢iho svalu (26.600 Da), myoglobin z koniského srdce
(17.000 Da), a-laktalbumin z kravského mléka (14.200 Da), aprotinin z hovézich plic
(6.500 Da), insulinovy fetézec B (3.496 Da) a bradykinin (1,060 Da); Sigma-Aldrich,
USA)

Sekundarni protilatky(anti-krali¢i IgG protilatky znacené alkalickou fosfatasou; Sigma-
Aldrich, USA)

Siran hlinity (Lach-ner, Ceska republika)

Susené odstiedéné mléko (Sigma-Aldrich, Némecko)
TEMED (Sigma-Aldrich, Cina)

Tricin (Sigma-Aldrich, USA)

Tris (MP Biomedicals, Francie)

Tween-20 (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko), automatické pipety (Eppendorf, Némecko),
elektroforeticky systtm Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA),
elektromagnetickd michacka (Biosan, Litva), Gel Doc EZ System (Bio-Rad, USA),
chlazena centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko), digitlni pH metr InoLab pH levell
(InoLab, Némecko), nitrocelulosova membrana (Bio-Rad, Némecko), PVDF membrana
Bio-Rad, Némecko),tiepacka Bio Shaker 30 (Biosan, Litva), tiepacka vortex V-1 Plus
(Biosan Litva), zdroj napéti pro elektroforézu (Bio-Rad, USA), ptedvazky (KERN,
Némecko), kulovy mlynek FastPrep FP120 (Thermo Savant, USA), UV-VIS
spektrofotometr (Agilent Technologies, USA)
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3.1.3 Biologicky materiél

Vzorky vc¢el Apis mellifera carnica pochazi ze vcelnice na Kyvalce u Rosic u Brna.
Vcely byly odebirdny ndhodné z plastl, stati véel nebylo rozliSovano, vcely byly vzdy
odebirany v odpolednich hodinach a po odbéru ihned zamrazeny v tekutém dusiku.
Vcelstva byla klinicky zdrava. K dispozici jsem méla vzorky vcel ze vcelstev 23, 24 a

131, odbéry probéhly v kvétnu a srpnu roku 2016.

Dalsi véely, které jsem vyuzila pro experiment, byly rozdéleny do skupin, viz Tab. 4
a krmeny ad libitum rtiznou potravou.Vzorky v¢el pochazi ze véelstva 588, vylihly se za
laboratornich podminek a od staii jednoho dne byly krmeny potravou, ktera je uvedena
v Tab. 4. Veely (A. melifera carnica) pochazeji ze soukromé vcelnice Ing. Kvétoslava
Cermaka, CSc. z Petrusova. Ze véelstva 588 byl odebran zavickovany plod 1 — 2 dny
pted lihnutim, plasty byly pfevezeny do laboratofe, kde se vcely vylihly v izolatoru

umisténém v inkubétoru (34,5°C).

Tab. 4: Pouzité experimentalni skupiny véel a ptislusny obsah potravy.

Experimentalni Typ krmiva

skupina

1 50% roztok sacharosy

2 50% roztok sacharosy+ pyl

3 50% roztok sacharosy+ P. larvae CCM 4483

4 50% roztok sacharosy+ A. apis

5 50% roztok sacharosy+ pyl + P. larvae CCM 4483
6 50% roztok sacharosy+ pyl + A. apis

*A. apis — Ascosphaera apis

Ptiprava roztoki potravy pro vcely:

MYPGP medium (200 ml): 2 g Mueller Hinton broth; 3 g yeast extrakt; 0,6 g
K,HPOy; 0,2 g Na pyruvat; 4 g agar + 4 ml 10% glukosa

50% sacharosa: 100 g cukru rozpusténo ve 100 ml sterilni H,O, rozmichano,

doplnéno na objem 200 ml.

50% sacharosa + bakterialni suspenze P. larvae: Bakterie byly inkubovany pftes
noc pii 37 °© C (50 ml suspenze), po inkubaci byly bakterie pro¢istény (rozpusténo ve
fyz. roztoku; 2x centrifugace 10000 xg, 8-10 min). Pelety po posledni centrifugaci
rozpustény v 10 ml fyziologického roztoku — fedéno v roztoku 50% sacharosy na

ODggo= 0,1 ve 200 ml sacharosy.
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50% sacharosa + spory A. apis: Odebrano 5 ks larev napadenych A. apis (zvapenatélé
mumie). Spory byly zhomogenizovéany v 1 ml sterilni H,O. Do 200 ml 50% sacharosy

pridavek 2x 1ml zhomogenizovanych larev (celkem 10 ks larev).

Pro SDS-PAGE elektroforézu byla vyuzita hemolymfa, kterd byla odebrana vcelam
Vv srpnu 2016 na vcelnici na Kyvalce. Celkem 10 véel bylo pouzito k odbéru hemolymfy
pro smésny vzorek, kazdé vcele byly odebrany 2 ul hemolymfy z hrudniku.

Biologické vzorky jsem obdrzela od svého vedouciho.
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3.2 Metody

3.2.1 Stanoveni kalibrace pro vypo¢et koncentrace proteini

Stanoveni koncentrace proteinti bylo provedeno metodou dle Bradforda (1976). Do
jamky na mikrodesti¢ku bylo naneseno 45 pl deionizované H,O, 5ul standardu, kterym
byl roztok hovéziho sérového albuminu (BSA; koncentrace 50 — 1000 pg/ml), nebo
vzorku proteinu a 200 pl roztoku Bradfordova ¢inidla. Zasobni roztok tohoto ¢inidla byl
piipraven rozpusténim 50 mg CBB G-250 ve 25 ml MeOH a 50 ml 85% kyseliny
fosfore¢né. Roztok byl doplnén deionizovanou vodou na objem 100 ml a uchovavan
V lednici. Pfed pouzitim byl zasobni roztok vzdy nafedén deionizovanou vodou
v poméru 1:4 (Stoscheck, 1990). Méieni bylo provedeno spektrofotometricky pti vinové
délce 595 nm.

35



3.2.2 Stanoveni aktivity CAT

Specificka aktivita je stanovena z koncentrace proteinii ve vzorku a aktivity daného
enzymu v prislusném vzorku. Pro méfeni aktivity enzymu CAT byly vyuzity jednotlivé
téni ¢asti(hlava, hrudnik, zadec¢ek) ze vcel (veelstva 23, 24, 131) odebranych v kvétnu a
srpnu, a také hrudniky vcel ze vcelstva 588, vcely byly krmeny in vitro rtznou
potravou, viz. Tab. 4. Pro stanoveni specifické aktivity téchto vzorkt byla
zméfenajejich koncentrace metodou dle Bradforda (1976), ptfi¢emz vzorky hlav byly

fedény 4Xa vzorky hrudniki a zadeckt 7x — 10X.

3.2.2.1 Priprava vzorki véel pro stanoveni aktivity CAT

Veskeré vzorky véel byly uchovany v mrazaku pii -80°C. Vcely byly rozdéleny na
ledové 1azni na hlavu, hrud’ a zadecek a umistény do mikrozkumavek. Zde ke kazdé
Casti byly pfidany homogenizaéni kuli¢ky (cca 10 ks)a 100 ul 0,1M K-fosfatového
pufru (pH 7,0), ktery navic obsahoval 1ImM EDTA a 0,01% PTU. Vzorky byly
homogenizovany v kulovém mlynku. Poté bylo pifidano dalsich 100 pl 0,1M K-
fosfatoveho pufru a zkumavky byly opét homogenizovany a nasledné centrifugovany
pti 12000xg pii teploté 5°C po dobu 10 minut. Do doby dalSich méteni byly vzorky
skladovany pti -80°C.

3.2.2.2 Meéreni aktivity CAT
Méfeni bylo provedeno dle pivodniho protokolu podle Aebi (1984), n¢které parametry

byly ovsem optimalizovany (koncentrace H,O,, mnozstvi vzorku). Pro zjisténi aktivity
CAT byla méfena spektrofotometricky absorbance Ubytku peroxidu vodiku pti vinové
délce 240 nm.

Z upravenych vzorkl hlav nebo hrudnikli bylo pro analyzu napipetovdno do UV-
kyvety 50 ul, ke kterym bylo pfidano 1950 ul 50mM K-fosfatového pufru (pH 7,0).
Z homogenati zadecku bylo pro jejich méteni aktivity odebrano a napipetovano do UV-
kyvety 10 ul, k nim bylo pifidano 1990 ul 50mM K-fosfatového pufru (pH 7,0). Byl
méfen poklesabsorbance 60mM H,0,, kterého bylo do jednotlivych kyvet ptidanovzdy
500 pl. Nasledné byla spocitana zména koncentrace a tedy i aktivita vztazena na
jednotku ¢asu. Kazdy vzorek byl méfen v triplikatech po dobu 60 sekund pii 25°C,

teplota byla udrzovana vodnim termostatem.
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3.2.3 SDS-PAGE elektroforéza

Metoda byla vyuzita k separaci proteinti ve vzorcich hemolymfy, u kterych byly po
jejich upravé (viz kapitola 3.2.3.1) zméteny koncentrace metodou dle Bradforda (1976),
a k néslednému porovnani citlivosti metod detekce proteinti na polyakrylamidovych
gelech a Wh.

3.2.3.1 Priprava vzorki
Po odchyceni a odstfizeni zadeCku byly v¢elam odebrany 2 ul hemolymfy. Do jedné
mikrozkumavky byla napipetovana hemolymfa z 10 v¢el (celkem 20 pl), ke které bylo

ptidano 100 pl 0,1% TFA, poté byly vzorky lyofilizovany, uchovany piti -80°C.

Pro nanaSeni vzorku hemolymfy na jamku, byl pfipraven zdsobni roztok hemolymfy
pfipraveny rozpusténim lyofilizované hemolymfy ve 100ul 0,1% TFA. Jako standardy
pro metodu Wb jsem pouzila kompletné syntetizovany peptid abaecin (UniProt
P15450), dale pak peptid pokryvajici ¢ast sekvence abaecinu, ktery byl pouzit pro
ptipravu protilatek, oznaten CFN. CFN byl dale kaplovan na BSA nebo na KLH
protein, tyto standardy jsem také vyuzila pro optimalizact Wb. Pro optimalizaci
immunodetekce defensinu jsem pouzila ¢astecnou sekvenci defensinu, pouzitou pro
ptipravu protilatek, oznacenou jako CRK. Tato ¢ast antimikrobialniho peptidu
defensinu byla stejné jako pfi ptipavé protilatek proti abaecinu kaplovana na BSA nebo

KLH protein.

3.2.3.2 Priprava pufri a geli

Piiprava anodového pufru: Na pfipravu anodového pufru bylo navazeno 6,06 g Tris,
ktery byl rozpustén ve 200 ml dH,O. Hodnota pH roztoku byla upravena 1M HCI na
hodnotu 8,9, poté byl roztok doplnén dH,O na 500 ml celkového objemu. Pufr tedy
obsahoval 0,1M Tris, pH 8,9.

Piprava katodového pufru: Na piipravu katodového pufru bylo navazeno 6,06 g Tris,
8,96 g Tricinu a 0,5 g SDS, vse bylo rozpusténo ve 200 ml dH-O, roztok byl doplnén
na objem 500 ml. Vysledny pufr tedy obsahoval 0,1M Tris, 0,1 M Tricin, 0,1% SDS,
pH 8,25.
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Ptiprava roztoku do separac¢niho gelu AB-6: Bylo navazeno 930 g akrylamidu (AA) a
6,0 g N,N"- methylen-bisakrylamidu (bAA), které byly rozpustény ve 200 ml dH,O.
Pufr byl skladovan v lednici pii teploté 4° C (Schéagger, 2006).

Ptiprava roztoku do zaostfovaciho gelu AB-3: Bylo navazeno 96,0 g AA a 3,0 g bAA,
které byly rozpustény ve 200 ml dH,O. Pufr byl skladovan v lednici pii teploté 4° C
(Schagger, 2006).

Piiprava gelového pufru: Bylo navazeno 181,65 g Trisu a 1,5 g SDS, které byly
rozpustény ve 300 ml dH,O. Hodnota pH roztoku byla pomoci HCI upravena na 8,45 a
roztok byl doplnén na 500 ml celkového objemu.

Piiprava vzorkovaciho — redukujiciho pufru: Na piipravu bylo pouzito 12% SDS, 6%
merkaptoethanol, 30% glycerol, 0,05% Coomassie Brilliant Blue G-250 a 150mM
Tris/HCI (pH 7)

Piiprava 16% polyakrylamidového gelu: Bylo smichano 10 ml AB-6, 10 ml gelového
pufru a 3 g glycerolu, roztok byl doplnén na celkovy objem 30 ml. Polymerizace

probéhla po ptidavku 100 pul 10% APS a 10 ul TEMEDU.

Piiprava 16% polyakrylamidového gelu s ptidavkem 6M mocoviny: Bylo smichano 10
ml AB-6, 10 ml gelového pufru a 10,8 g mocoviny, roztok byl doplnén na celkovy
objem 30 ml. Polymerizace probéhla po ptidavku 100 pl 10% APS a 10 ul TEMEDU.

Piiprava zaostfovaciho 4% gelu: Byl smichan 1 ml AB-3 a 3 ml gelového pufru.
Polymerizace probéhla po piidavku 90 pl 10% APS a9 ul TEMEDU.

3.2.3.3 Provedeni SDS-PAGE elektroforezy

Byla provedena tricinova elektroforéza v 16% polyakrylamidovém gelu a v 16%
polyakrylamidovém gelu s piidavkem 6M mocoviny (Schégger, 2006). Pfed nanesenim
na gel byly vzorky vzdy inkubovany se vzorkovacim pufrem v poméru 3:1 pfi teploté
90°C po dobu 5 minut. Na jamku bylo naneseno 12ul standardu malych molekulovych
hmotnosti (ULMW, rozsah 1.060-26.600 Da) a 12ul vzorku hemolymfy,standardu AmP
10uM abaecinunebo CRK(oznaceni ¢asti peptidu defensinu) o koncentraci 10 mg/mi.
Na gely, které byly pfipraveny pro porovnani citlivosti barveni, byl nanesen ULMW

marker a hemolymfa. Na gely, které byly po elektroforéze preblotovany, byla nanesena
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hemolymfa a standard AmP abaecinu, nebo CRK. Napéti pro prichod vzorku
zaostfovacim gelem pti prubéhu elektroforézy bylo 50 V a napéti pro prichod vzorku

délicim gelem bylo 80 V, aparatura byla umisténa do lednice (teplota 4°C).

3.2.3.4 Detekce proteini na gelech po provedenielektroforezy

3.2.3.4.1  Detekce Coomassie Brillant Blue

Byly pouzity tti typy barveni: CBB R-250 (Schdgger, 2006), koloidni barveni CBB G-
250 (Kang et al., 2002; Dyballa a Metzger, 2009) a barveni CBB G-250, které prob&hlo
v mikrovlnné troub&é. Barveni roztokem CBB R-250 vychazelo z protokolu dle
Schdggera (2006). Gely byly po vyjmuti z elektroforetické aparatury umistény po dobu
30 minut az 1 hodiny do fixacniho roztoku, poté nasledovalo samotné barveni gell
v roztoku obsahujicim CBB R-250. Po uplynuti doby barveni byly gely nékolikrat

proplachnuty odbarvovacim roztokem 1(10% kyselina octovéa, 40% metanol).

Gely, které byly obarveny koloidnim barvenim CBB G-250 byly nejprve oplachnuty
dH,0 a poté umistény do koloidniho roztoku obsahujiciho CBB G-250 (Pink et al.,
2010). Po 2-12 hodinach byly gely nékolikrat proplachnuty odbarvovacim roztokem 2
(10% methanol, 2% kyselina fosfore¢na).

Pro porovnani barveni bylo otestovano také barveni roztokem CBB-G250, které
probéhlo v mikrovinné troub€. Jedna se o barveni bez organického rozpoustédla. Gely
byly nejprve umistény do roztoku CBB-G250, ve kterém byly po dobu 30 sekund
vystaveny pusobeni mikrovinné trouby. Po vyjmuti byly gely ponechény v roztoku jesté
15 minut. Poté byl roztok vylit a gely byly proplachnuty dH,0. Dokumentace gelt po
detekci byla provedena pomoci piistroje Gel Doc EZ Imager.

3.23.4.2  Detekce stiibrem

Gely byly nejprve umistény do fixacniho roztoku po dobu 20 minut. Poté byly
premistény do oplachovaciho roztoku na 10 minut, nasledovalo promyti v dH,O (10
minut). Pro zvySeni cistlivosti byly gely na 1 minutu umistény do 0,02% (w/v)
thiosiranu sodného. Gely byly promyty vodou (2 X1 minutu) a dale umistény do

vyvijeciho roztoku, dokud se na gelu neobjevily obarvené pasy proteinti. Nakonec byl
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gel umistén do zastavovaciho roztoku 5% (v/v) kyseliny octové. Dokumentace gelti po

detekci byla provedena pomoci pfistroje Gel Doc EZ Imager.

3.2.3.4.3 Roztoky pouzité pro detekci

Fixa¢ni roztok: 50% metanol, 10% Kkyselina octova
Barvici roztok CBB-R250: 0,1% CBB-R250, 45% metanol, 15% kyselina octova

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

metanol, 8% kyselina fosfore¢na

Barvici roztok CBB-G250 (mikrovinna trouba): 80 mg CBB-G250 v 1 | dH,0, 3 ml
koncentrované HCI

Odbarvovaci roztok 1: 10% kyselina octova, 40% metanol
Odbarvovaci roztok 2: 10% metanol, 2% kyselina fosfore¢na
Oplachovaci roztok: 50% metanol

Vyvijeci roztok: 0,04 % formaldehyd, 2% Na,COs

3.2.4 Western blot

Po elektroforéze vzorkli hemolymfy a AmP byl proveden Western blot v uspofadani
tank-blot. Tento proces zahrnuje pienos proteint z gelu na NC nebo PVDF membrany,
jejichz velikosti port byly 0,45 um (Bio-Rad, Némecko). Membrana byla pfitisknuta na
gel, a spolec¢né byly obklopeny filtraénim papirem a porézni houbickou, tento ,,sendvic¢*
byl vlozen do kazety a ta do komlrky MiniProtean (Bio-Rad, Némecko).Nejprve byly
vSechny komponenty pted vlozenim do aparatury ponechany 10 minut v blotovacim
pufru, ktery byl uchovavan v lednici (4°C). Proud pii blotovani byl nastaven na0,8
mA/cm?, aparatura byla umisténa do lednice a blotovaci proces probihal vétsinou pies

noc, nebo minimalné po dobu 4 hodin.

Po blotovacim procesu byla kazeta z komirky vyjmuta a rozlozena. Dale nasledoval
proces blokace membrany, kdy NC nebo PVDF membrana byla ponotfena do
blokovacich roztoku (5% (w/v) suseného mléka nebo 5% (w/v) BSA v TBS). Po 2

hodinach blokovani byla membrana promyta 3x po 10 minutach v TBS obsahujicim
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0,1% Tween-20. Po promyvani byla membrana inkubovana s primarni protilatkou, kterd
byla nafedéna v poméru 1:500 s roztokem 5% suseného mléka v TBS nebo roztokem

5% BSA v TBS. Byly pouzity protilatky proti defensinu a proti abaecinu.

Primarni protilatky proti abaecinu a defensinu byly dodany firmou Clonestar, Brno.
Soucasné byly dodany standardy k ovéfeni funkcnosti primérnich protilatek, a to
antigen navazany na BSA, antigen navdzany na KLH protein a samotny purifikovany
peptid. Dale néasledovalo promyti obdobné jako po blotovacim procesu a umisténi
membran do roztoku s kozi sekundarni anti-krali¢i IgG protilatkouznacené alkalickou
fosfatasou (Sigma-Aldrich). Protilatka byla fedéna v poméru 1:1000 s roztokem 5%
suseného mléka v TBS nebo 5% BSA v TBS, zde byla membrana ponechéana inkubaci
po dobu 1-2 hodin. Dale nasledovalo opét promyti a detekce barvicim roztokem. Asi po
5 minutach jemného protfepavani doslo ke zbarveni vSech bandii, kde byl obsazen

ptislusny AmP. Reakce barveni byla ukonc¢ena promytim v dH>O.

3.24.1 Pouzité roztoky pro imunodetekci abaecinu a defensinu
Barvici roztok: Ptipraven vzdy Cerstvy pted pouzitim, 33 ul NBT, 33 ul BCIP, 10 ml

AP pufru na 2 membrany.

Blotovaci pufr: 0,025M Tris-HCI, 0,192M glycin, 20% metanol, pH 8,3, doplnéno
dH,0 do objemu 1 litr.

Blokovaci roztoky: 5% suSené mléko v TBS; 5% BSA v TBS.

TBS pufr: 20mM Tris, 500 mM chlorid sodny, pH 7,5.

3.2.5 Pouzité statistické metody

Ziskané vysledky byly statisticky vyhodnoceny v programu Statistica 13.1. Statisticka
vyznamnost pouzitych testli byla vyhodnocovana na hladiné o = 0,05. Pro znazornéni
vysledkt byly pouzity krabicové (box-plot) grafy, K jejichz sestrojeni byl vyuzit nastroj
BoxPlotR dostupny na webu: http://shiny.chemgrid.org/boxplotr/, 22.4. 2017.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Kalibrace pro vypocet koncentrace proteint

Pro vypocet koncentrace proteini ve vzorcich, byly nejprve pfipraveny roztoky o
vzrustajici koncentraci hovéziho sérového albuminu. Pro stanoveni koncentrace
proteinti v rozmezi hodnot 200 — 1000 pg/ml byl sestrojen graf (Obr. 10), koncentrace
proteint vzorkt byly po¢itany z kvadratické rovnice. Koncentrace proteint ve vzorcich,
jejichz hodnoty byly nizsi, tedy do 200 pg/ml, byly poéitany z rovnice piimky (y =
0,0005x + 0,0933; R? = 0,9678). M¢feni bylo provedeno metodou dle Bradforda (1976)
spektrofotometricky pti 595 nm.

0,7
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0,5
0,4

0,3 & 7;“,._»‘-"""
0,2

Absorbance (A595)
&

0,1

0 200 400 600 800 1000
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Obr. 10: Kalibra¢ni kiivka BSA pro piepocet koncentraci proteint ve vzorcich v rozmezi 200 —
1000ug/ml. Rovnice kiivky, podle které byly koncentrace prepoéitany je y = 5E-07x? -0,0002x
+0,2766; R? = 0,9908.

Pro ovéfteni spravnosti metody pro piepocet koncentraci proteinti ve vzorcich byly
pfipraveny roztoky hovéziho sérového albuminu o koncentracich 50, 100, 150, 200,
400, 600 a 800 pg/ml (Obr. 11). Kazdy vzorek o dané koncentraci byl pfipraven vzdy
6X a takto pfipravené vzorky byly potom méfeny v triplikatech, dle kalibra¢ni rovnice

byly zpétné vypocitany koncentrace BSA.
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Obr. 11: Graf znazornujici ovéfeni spravnosti metody pro prepocet koncentraci proteini ve
vzorcich. Na ose x jsou hodnoty pfipraveného standardniho roztoku BSA, ktery byl pfipraven
z navazeného standardu BSA a nasledé nafedén na pozadované koncentrace. Ny ose y jsou
znazornény koncentrace proteint, které byly ve vzorcich naméfeny a piepocitany pomoci
danych rovnic.

4.2 Koncentrace proteini v homogenizovanych tkanich véel

Metodou dle Bradforda (1976) byly zjistény koncentrace v jednotlivych vzorcich, které
byly pfipraveny homogenizaci télnich tkani v€el. Vzorek obsahoval vzdy danou télni
Cast, ke které bylo napipetovano 200 ul 0,05M K-fosfatového pufru. Vzorky byly pied
méfenim vzdy centrifugovany (12000 xg) pfi teploté 5°C po dobu 10 minut a po dobu
méfeni uchovany na ledu. Vzorky obsahujici homogenizované hlavicky byly pro
stanoveni koncentraci proteinti fedény pouze 4, vzorky obsahujici homogenizované

zadecky a hrudniky potom byly fedény 7% - 10X.

Z hodnot méteni byly vypocitany koncentrace proteind, které jsou pro hlavi¢ky (Obr.
12), hrudniky (Obr. 13) a zadecky (Obr. 14) uvedeny v grafech.S vyuzitim t-testu byly
porovndvany primeéry koncentraci proteinii jednoho véelstva v ruznych odbérovych
mésicich (mezi kvétnem a srpnem Vv rdmci jednoho véelstva), porovnavana data jsou

vzdy v grafu vyznacena svorkou (hodnota p — pravdépodobnost vysledkit).
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Obr. 12: Graf koncentraci proteini v hlavi¢kach véel ze véelstev 23, 24 a 131 odebranych
v kvétnu a srpnu.
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Obr. 13: Graf koncentraci proteinti v hrudnicich véel ze véelstev 23, 24 a 131 odebranych
v kvétnu a srpnu.
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Obr. 14: Graf koncentraci proteinii v zadeCcich véel ze véelstev 23, 24 a 131 odebranych
v kvétnu a srpnu.

Koncentrace proteind v hlavickach (Obr. 12) se celkové pohybovaly v rozmezi od
0,5 po 5 mg/ml. Jak ukézaly vysledky t-testu, priméry koncentraci ve v¢elstvu 23 a 131
vkvétnu a srpnu se nelisily (p> 0,05). Naopak tomu bylo u vcelstva 24, kdy

bylypriméry koncentraci proteinti vyznamné odlisné (p < 0,05).

V hrudnicich byly, vzhledem Kk ostatnim télnim ¢astem, koncentrace proteint
nejvyssi (Obr. 13), nachazely se v rozmezi od 4 do 9,5 mg/ml. Koncentrace celkovych
proteinti byly podobné jako v homogenatech z hlavi¢ek. Praiméry koncentraci u vcel
odebranych v kvétnu a srpnu se statisticky nelisily jak u véelstva 23, tak 131 (p> 0,05).
Jinak tomu bylo u vcelstva 24, zde se praméry v dané tkani v kvétnu a srpnu opét

signifikantn¢ lisily (p < 0,05).

V zadeccich se koncentrace proteini pohybovaly od 2,5 do 7,5 mg/ml (Obr. 14).
V tomto piipadé se priméry koncentraci signifikantné neliSily pouze v ramci vcelstva
131 (p> 0,05), zatimco vcelstva 23 a 24 vykazovala signifikantné odlisné koncentrace

proteint v kvétnu a sprnu (p< 0,05).

Vysoke koncentrace v zadeccich a hrudnicich mohou byt zptsobeny pfitomnosti
tukového télesa, které vyplnuje zadecek vcel, naopak hrudnik je pfevazné tvoren

létacimi svaly (Vesely et al., 1985). Predev§im v abdominalni Casti tukového télesa
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dochédzi k syntéze zasobnich proteinl, napf. vitellogeninu nebo antimikrobialnich
peptidt (Corona el al., 2007,Danihliket al., 2015).

Stejnym zptisobem (homogenizace) byly také upraveny tkan¢ infikovanych véel, u
kterych byla stanovena koncentrace proteint. Vysledky byly opét zpracovany do grafu
(Obr. 15). Priméry koncentraci byly porovnany statistickou analyzou one-way

ANOVA.
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Obr. 15: Graf koncentraci proteinti v hrudnicich véel ze v¢elstva 588 krmenych in vitro rtiznou
potravou (one-way ANOVA, p = 0,023).

Koncentrace proteini byly tedy stanoveny v hrudnicich véel (Obr. 15), které
pochazely z experimentu, kdy byly ad libitum krmeny v laboratornich podminkéach od
stafi jednoho dne potravou, uvedenou v Tab. 4 v kapitole 3.1.3. U téchto vcel se
koncentrace proteini pohybovala v rozmezi hodnot od 4 do 9 mg/ml. Piestoze rozmezi
hodnot bylo témét obdobné jako u véel odebranych ze veelstva 23, 24 a 131, priméry se
signifikantné lisily (p < 0,05). Porovnani koncentraci v hrudnicich klinicky zdravych

v¢el a infikovanych véel je uvedeno v Obr. 16.
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Obr. 16: Graf porovnani koncentraci proteint v hrudnicich klinicky zdravych véel ze vcelstev
23, 24, 131 a v hrudnicich v¢el infikovanych ze véelstva 588.

4.3  Stanoveni specificke aktivity enzymu CAT

Specifickd aktivita je aktivita vztazena na 1 mg proteinu, jednotkou je tedy 1 nkat/mg.
Pomoci této veliCiny je tedy vyjadiena ptitomnost enzymu CAT v homogenizovanych
tk&nich. Pro méfeni byly vyuzity tkang, u kterych byly diive stanoveny koncentrace
proteind, jejichz vysledky jsou shrnuty v pifedchozi kapitole 4.2. Pfi méfeni se
vychazelo z pivodniho protokolu dle Aebi (1984), ktery byl ovSem v né€kolika
parametrech modifikovan. Pro spektrofotometrické méfeni (240 nm) nebyl pouzit jako
substrat reakce 10mM H,O,uvedeny v ptivodnim protokolu dle Aebi (1984), ale60mM
H,0,. Jako vhodny ¢as pro méfeni zmény absorbance bylo zvoleno 60 s, pfi kterych

byla zména absorbance evidentni, a stale byl ve smési v nadbytku ptitomen substrat.

U jednotlivych tkani se také liSil objem naneseného vzorku, celkovy objem reakéni
smési byl vSak zachovan (2,5 ml). Pro homogenaty hlavi¢ek (Obr. 17) i hrudnikt
klinicky zdravych v¢el (Obr. 18) byl experimentalné zvolen objem vzorku 50 ul, ktery
byl doplnén na pozadovany objem 2 ml 0,05M K-fosfatovym pufrem (pH 7). V piipadé
zadecku (Obr. 19) byl pouzit objem 10 pl, ktery byl 0,05M K-fosfatovym pufrem (pH
7) opét doplnén na celkovy objem 2 ml. Reakce byla zahajena piidavkem 500 pl
substréatu.
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Déle byla specificka aktivita ur¢ena v hrudnicich véel (v¢elstvo 588), ve kterych byl
porovnavan vliv obsahu potravy na oxidacni stres,jehoz neptiznivé vlivy snizuje praveé
enzym CAT. Pro méfeni vzorkt hrudnikti byl opét pouzit objem 50 ul, ktery byl
doplnén na celkovy objem 2 ml 0,056M K-fosfatovym pufrem a byl sledovan pokles
absorbance 60mM H,0,, kterého bylo ptidano 500 pl. Vysledky jsou pro porovnani
shrnuty graficky (viz. Obr.20a Obr. 21, ve kterych je uvedeno srovnéni hodnot

specifické aktivity CAT mezi hrudniky v¢el, které byly krmeny uvedenou potravou).
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Obr. 17: Graf specifické aktivity enzymu katalasy v hlavickach veel ze veelstev 23, 24 a 131,
odebranych v kvétnu a srpnu.
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Obr. 18: Graf sepcifické aktivity enzymu katalasy hrudnicich vcel ze veelstev 23, 24 a 131,
odebranych v kvétnu a srpnu.
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Obr. 19: Graf specifické aktivity enzymu katalasy v zadeccich véel ze véelstev 23, 24 a 131,
odebranych v kvétnu a srpnu.

Specifickd aktivita enzymu CAT v hlavickach (Obr. 17) se pohybuje v rozmezi
hodnot od 85 do 720 nkat/mg. Zde jsou hodnoty specifické aktivity nejvyssi, protoze se

jedna o aktivitu vyjadienou na 1 mg proteinu. Mnozstvi proteinii bylo v hlavickach
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v

Vv hlavickach mezi daty odbéru (kvéten vs. srpen) signifikantné nelisily (p >0,05).
Z grafu je vSak evidentni, Ze specifickd aktivita v hlavickach vcelstva 23 1 131 je az
dvojnasobné¢ vyssi nez V hlavickach vcelstva 24. Muze to znamenat, Ze vcely ze

vCelstva 23 a 131 trpély vice oxida¢nim stresem nez véely ze vcelstva 24.

V hrudnicich véel se hodnoty specifickych aktivit (Obr. 18) pohybovaly od 50 do
185 nkat/mg. V ramci jednotlivych vcelstev se hodnoty pramért specifickych aktivit

mezi daty odbéru (kvéten vs. srpen) pfili$ neliSily (p >0,05), obdobné jako u hlavicek.

Cvwr

nejvyssi hodnota byla 437 nkat/mg. Jak je jiz z grafu (Obr. 19) evidentni, hodnoty
pruméru v kvétnu a srpnu byly signifikantné odlisné v ramci véelstva 23 i 24(p <0,05),
u vcelstva 131 se hodnoty priméri aktivit mezi porovnavanymi meésici Statisticky

neliSily. Z grafu dale plyne, ze nejvyssi hodnoty specifické aktivity CAT byly v srpnu u

v

V zadeccich vykazoval enzym CAT nejvyssi aktivitu v porovnani s ostatnimi ¢astmi.
Weirich et al. (2002) publikovali ¢lanek, ve kterém uvadi méteni aktivity CAT. OvSem
neméiili aktivitu v celych ¢astech téla vcel, ale pouze ve vybranych tkanich, pficemz
nejvyssi aktivitu vykazovaly zaludky délnic a sperma trubcii. Pro méfeni aktivity
enzymu vychazeli také z protokolu dle Aebi (1984). Na tento ¢lanek navazali Collins et

al. (2004), kteti mefili vliv enzymu na Zivotnost a reporodukénost matek.
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Obr. 20: Graf porovnani vlivu potravy véel na hodnoty specifické aktivity enzymu CAT.
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Obr. 21: Graf porovnani vlivu potravy véel na hodnoty specifické aktivity enzymu CAT.
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Grafy na Obr. 20 a 21 shrnuji vliv vyzivy, ktera v experimentalnich skupinéch
obsahuje také patogenyP. larvae a A. apis, na hodnoty specifickych aktivit v hrudnicich
v¢el podrobenych tomuto in vitro experimentu.V Obr. 21 byl porovnavan nejprve vliv
potravy obsahujici pouze 50% sacharosua 50% sacharosu spylem na hodnotu
specifické aktivity. Dle vysledkti se ukazal jako méné oxidacné stresujici piisun
samotného cukru (50% sacharosa). Hodnota pravdépodobnosti vysla velminizkd (p
<0,0001). Dale byl porovnavan vliv potravy obsahujici samotny cukr a cukr obsahujici
patogen P. larvae. Zde se praméry hodnot také vyznamné lisily (p< 0,05). Potrava
obsahujici cukr s pylem vedla k vyssi aktivit¢ CAT nez samotny cukr s P. larvae.
Obdobny trend se objevil i v ptipadé, kdy byl cukr s pfimési patogenni houby A. apis,
zde se praméry specifické aktivity liSily opét vyrazné (p< 0,05). Rozdily ve specifické

aktivité¢ CAT se neprojevily pfiporovnani mezi sledovanymi patogeny (p = 0,698).

Z grafu Obr. 21 jsou patrné vysoké hodnoty specifické aktivity hrudniki vcel, které
byly krmeny pylem, coz je jedna z komponent béZzné potravy. Pyl obsahuje lipidy,
steroly, mastné kyseliny, aminokyseliny i vitaminy, jejichz obsah je mnohem vyssi nez
u ostatnich produkti s vyjimkou matefi kaSicky. Proteiny tvoii az % suSiny pylu,
pficemz vétsi ¢ast zaujimaji enzymy (Veselyet al.,1985). Di Pasquale et al. (2013) se ve
své praci zabyvali vlivem nékolika typt pylu o pfesné definovaném mnoZstvi danych
komponent na zdravi v¢el. Dle vysledki ma pyl vyznamny vliv na expresi proteinu
vitellogeninu, jehoz antioxida¢ni G¢inky jsou piipisovany schopnosti tvofit vazbu se
zinkem (Corona et al., 2007). Vlivem pylu na zdravi véel se ve své praci zabyval také
Huang (2012), z jehoz vysledkd je evidentni, ze pyl ma pozitivni vliv na zivotnost véel,
jelikoz vcely, které byly nakazeny patogenem Nosema a krmeny zaroven pylem, zily
déle, nez véely, jejichz potrava pyl neobsahovala.Nikolic et al. (2015) zkoumali hladinu
aktivity CAT u vc¢el, které byly chovany v méstské oblasti, v primyslové zoné a na
venkove. Nejvyssi CAT aktivita byla naméfena u véel pochazejicich z méstské casti.
Tuto skute¢nost pfipisuji negativnimu vlivu organickych polutantd, jelikoz se ukazuje,
ze latky uvolnéné spalovanim nafty, coz jsou napfi. polycyklické aromatické uhovodiky
a chinony, vyvolavaji tvorbu superoxidu a poskozuji tak buné¢né membrany (Nikolic et
al. 2015).

V grafu na Obr. 21 jsou porovnavany hodnoty vlivu potravy, kterd obsahovala cukr
(50% sacharosu) s pylem vs. potrava obsahujici 50% sacharosu s pylem a patogeny.

Pritomnost pylu v potravé vede k vyssi specifické aktivité CAT. Hodnoty srovnavanych
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praméru specifickych aktivit naméfenych v jednotlivych skupiniach se dle t-testu
nelisily (p> 0,05). Na specifickou aktivitu CAT neméla opét ptitomnost patogena(P.
larvaevs. houbaA. apis) vyrazny vliv (p = 0,875).Tyto vysledky, kdy je v potravé
obsahujici pyl pfitomen také patogen, jsou shodné s vysledky Alaux et al. (2011), ktefi
testovali, jaky vliv ma potrava slozena z pylu, kterym byly krmeny zdravé a vcely
infikované roztocem V. destructor. Potrava ovlivnila expresi vitellogeninu i aktivitu PO.
Pyl aktivuje mnoho metabolickych drah a také aktivuje expresi geni zodpovédnych za
dlouhovékost nebo produkci Amp (Alaux et al., 2011). V nasem experimentu krmeni
v¢el 50% sachorosou s pylem ovlivnila specifickou aktivitu CAT vice, nez potrava
slozena z 50% sacharosy, pylu a patogenu.

4.4 SDS-PAGE - porovnani metod vizualizace proteint na gelech

Srovnanybyly jak metody vizualizace proteinil na gelech, tak i separa¢ni vlastnosti 16%
tricinového gelu a 16% tricinového gelu s pifidavkem 6M mocoviny (Tab. 5) které byly

ptipraveny podle ptivodniho protokolu dle Schéggera (2006).

Tab. 5: Optimalizace detekce proteini na gelech.

Typ gelu Metoda detekce proteinti
16% tricinovy Klasické barveni CBB R-250 (Obr. 22)
Koloidni barveni CBB G-250 (Obr. 23)
Barveni roztokem CBB-G250 bez organického rozpoustédla
(Obr. 24)
Barveni stiibrem (Obr. 25)
16% tricinovy + Klasické barveni CBB R-250 (Obr. 26)
6M mocovina Koloidni barveni CBB G-250 (Obr. 27)
Barveni roztokem CBB-G250 bez organického rozpoustédla
(Obr. 28)
Barveni stéibrem (Obr. 29)
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Obr. 22: Tricinovy 16% gel, na kterém jsou proteiny vizualizovany klasickym CBB-R250
barvivem. V zonach jsou naneseny: 1,3 — standard ULMW; 2,4 — vzorek hemolymfy.
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Obr. 23: Tricinovy 16% gel, na kterém jsou proteiny vizualizovany koloidnim CBB-G250
barvivem. V zénéch jsou naneseny: 1,3 — standard ULMW; 2,4 — vzorek hemolymfy.
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Obr. 24: Tricinovy 16% gel, na kterém jsou proteiny vizualizovany barvivem CBB-G250
v mikrovlnné troubé&. V zonach jsou naneseny: 1,3 — standard ULMW; 2,4 — vzorek hemolymfy.
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Obr. 25: Tricinovy 16% gel, na kterém jsou proteiny vizualizovanystfibrem. V zénach jsou
naneseny: 1,3 — standard ULMW; 2,4 — vzorek hemolymfy.
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Obr. 26: Tricinovy 16% gel s ptidavkem 6M mocoviny, na kterém jsou proteiny vizualizovany
klasickym CBB-R250 barvivem. V zénéch jsou naneseny: 1,3 — standard ULMW; 2,4 — vzorek
hemolymfy.
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Obr. 27: Tricinovy 16% gel s ptidavkem 6M mocoviny, na kterém jsou proteiny vizualizovany
koloidnim CBB-G250 barvivem. V z6nach jsou naneseny: 1,3 — standard ULMW; 2,4 — vzorek
hemolymfy.
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Obr. 28: Tricinovy 16% gel s pfidavkem 6M mocoviny, na kterém jsou proteiny vizualizovany
barvivem CBB-G250 bez organického rozpoustédla. V zonach jsou naneseny: 1,3 — standard
ULMW; 2,4 — vzorek hemolymfy.

Da

26,600
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Obr. 29: Tricinovy 16% gel spfidavkem 6M mocoviny, na kterém jsou proteiny
vizualizovanystiibrem. V zénach jsou naneseny: 1,3 — standard ULMW; 2,4 — vzorek
hemolymfy.

V experimentu bylo provedeno porovnani dvou typi geli — tricinového 16% a

tricinového 16% s pfidavkem 6M mocoviny, kdy jako vhodné&jsi se jevil gel bez
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ptidavku mocoviny. Pro separaci proteinli o malé molekulové hmotnosti se ukazal jako
optimalni postup dle pivodniho protkolu Schagger a von Jaggov (1987), kdy jde o

tricinovou elektroforézu, diky které dochazi k separaci proteint od 1 do 100 kDa.

Jako optimalnibarveni pro detekci proteini na obou gelech se ukdzalo barveni
koloidnim CBB-G250 (Obr. 23 a Obr. 27), které vychazi z protokolu dle Schaggera
(2006), jelikoz je mozné pozorovat nejvice vizualizovanych bandt.Velice citlivé se
ukézalo také barveni tricinového 16% gelu, které prob¢hlo v mikrovinné toubé
v roztoku CBB-G250 (Obr. 24), provedené podle protokolu dle Lawrence a Besira
(2009). Ze vsech pouzitych metod je tato ¢asové nejméné narofna (max. 20 minut),
ovSem na gelu s pfidavkem moc¢oviny bylo vizualizovano mensi mnozstvi banda (Obr.
28). Metoda barveni stiibrem, ktera by méla byt nejcitlivéjsi, se ani v jednom piipadé
pouzitych gelti jako vhodna neosvéd¢ila (bandy nebyly dostateéné viditelné), coz mohlo
byt zpisobeno napiiklad nepfitomnosti nékterych aminokyselin (Asp, Glu, His, Cys,
Met, Lys) v primarni struktufe malych proteint. Tato metoda opét vychazela z protokolu
dle Schéaggera (2006).

45 Imunodetekce antimikrobialnich peptidi abaecinu a defensinu

po Western blotu
Nejprve byla provedena SDS-PAGE, kdy byly ptipraveny opét dva typy gelt — 16%
tricinovy a 16% tricinovy s piidavkem 6M mocoviny (Schégger, 2006). Do jamek na
gely byla nanesena hemolymfa (z&sobni roztok), 10uM roztok standardu AmP abaecinu
a roztok CRK-defensinu o koncentraci 10mg/ml. Po ukonceni elektroforézy byla
provedena optimalizace Wb, ktera tedy spocivala jak v provéfeni typu gelu, typu
membrany (NC, PVDF),tak v neposledni fad¢ ve slozeni blokovaciho roztoku, kterymi

byly 5% (w/v) roztok suSeného odtu¢néného mléka a 5% (w/v) roztok BSA.

Bylo provedeno srovnani nitrocelulosovych membran po pienosu proteint z 16%
tricinoveho gelu (Obr. 30a-d), dale pak porovnani PVDF membran po pfenosu proteind
z 16% tricinového gelu, NC membran po pienosu proteini z 16% tricinového gelu s
ptfidavkem 6M mocoviny asrovnani PVDF membran po pfenosu proteinlt z 16%

tricinového gelu s ptidavkem 6M mocoviny.
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a b c d

Obr. 30a: Detekce antimikrobialniho peptidu abaecinu a defensinul metodou Western blot. NC
membrana po pienosu proteint z tricinového 16% gelu, blokovani — roztok 5% suSeného mléka,
v zénach jsou 1 — hemolymfa, 2 — 10uM abaecin; Obr. 30b: NC membrana po pienosu proteini
z tricinového 16% gelu, blokovani - roztok 5% BSA, v zonéach jsou 1 — hemolymfa, 2 — 10uM
abaecin; Obr. 30c: NC membréna po ptenosu proteint z tricinového 16% gelu, blokovani -
roztok 5% suSeného mléka, v zonach jsou 1 — hemolymfa, 3 — CRK-defensin (10 mg/ml); Obr.
30d: NC membrana po pienosu proteind z tricinového 16% gelu, blokovani - roztok 5% BSA,
v zonach jsou 1 — hemolymfa, 3 — CRK-defensin (10 mg/ml). Membréany na Obr. 30a,b byly
inkubovany s protilatkou proti AmP abaecinu, membrany na Obr. 30c,d byly inkubovany s
protilatkou proti AmP defensinu.

Po provedeni Wb, kdy doslo k pfenosu danych proteini na membrany, byly vysledky
vizualizovany enzymatickou reakci alkalickou fosfatasou s barvivem obsahujici AP
pufr, NBT a BCIP. Jako vhodné se dle srovnavanych vysledkt projevilo spojeni
pfenosu proteind z tricinového 16% gelu na NC membranu (Obr. 30). Zde byly nejlépe
viditelné pasy detekovanych proteini. Na Obr. 30a a 30b doslo k pozitivni detekci AmP
abaecinu, pii srovnani t€chto dvou membran se ukazal jako vhodné&jsi blokovaci roztok
5% BSA (Obr. 30b), kdy je tento peptiddetekovatelny také ve vzorku hemolymfy,
ovSem nerozseparovany, ale navazany ziejmé na vétSich proteinech, protoze
vizualizované bandy se vyskytuji v horni ¢asti membran. TotéZ plati pro srovnani Obr.
30c a Obr. 30d, kde vsak byl nanesen misto abaecinu CRK-defensin. Jelikoz jsou oba
antimirkobialni peptidy ptitomny také v hemolymfé, mohly byt véely infikovany jak
G', tak G™ bakterii (Casteelset al., 1990).
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Z vysledku je tedy patrné, Ze optimalni volbou pro detekci AmP véel je membrana
NC. Negativni vysledky na PVDF membranach mohou byt zplisobeny jejich vysSim
pozadim, ¢emuz se da piedejit peClivym promytim (Mahmood a Young, 2012), nebo
tim, Ze je PVDF membrana v porovnani s NC membranou vice hydrofobni a tudiz

Spatnéinteraguje S AmP (Kang a Cao, 2014).
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S5 Zavér
V teoretické Casti byla vypracovana reSerSe na téma signalnich drah a regulace exprese
a hladiny komponent humoralni slozky imunitniho systému hmyzu se zaméfenim na

véelu medonosnou, vetné prehledu metod analyzy slozek humoralni imunity vcel.

V praktické ¢asti byla provedena analyza vybranych fyziologickych a biochemickych
parametri na vzorcich vcel odebranych ze vcelstev v riznou ro¢ni dobu. V nékterych
vzorcich homogenati ¢asti té€l veel se porovnavané hodnoty koncentraciproteini a také
specifickych aktivit enzymu katalasy mezi jednotlivymi mésici odbéru v ramci véelstev
signifikantné lisily, i kdyZ v nékterych pfipadech se tento trend neopakoval. V préci byl
porovnan také vliv obsahu potravy vcetné patogent (A. apis, P. larvae) na oxidacni

stres hmyzu. Z vysledku plyne, Ze potrava obsahujici pyl vedla k vyssi aktivité CAT.

Dale byly optimalizovdny metody detekce antimikrobialnich  peptida
elektroforetickymi a imunochemickymi metodami. Bylo zjisténo, Zze pro detekci
proteind na gelu jak 16% tricinovém, tak 16% tricinovém s pfidavkem mocoviny je
optimalni vizualizace koloidnim barvivem Coomassie Brilliant Blue G-250, pticemz gel
bez ptidavku mocoviny je pro separaci vhodnéj$i. Pro imunodetekci Western blotem
vykazovalo optimalni vysledky spojeni pfenosu proteintt z gelu tricinového 16% na
nitrocelulosovou membranu. Pro blokovani membrany vykazoval optimalni vysledky
blokovaci roztok obsahujici 5% (w/v) BSA v TBS roztoku.
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7 Seznam pouzitych zkratek

ABPV virus akutni paralyzy vcel
AmP antimikrobialni peptidy

AP alkalické fosfatasa

AS aktivacni systém

B-1,3-G B-1,3-glukan

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat
BQCV virus ¢ernani matecnikt
BSA hovézi sérovy albumin

CAT katalasa

CBB Coomassie Brilliant Blue
CBPV virus chronické paralyzy vcel
Cp ceruloplasmin

DWV virus deformujici kiidla

GPX glutathionperoxidasa

G Gram-negativni bakterie

G’ Gram-pozitivni bakterie
KBV Kasmirsky virus

LPS lipopolysacharid

MCD-peptid Mast cell degranulating peptid

NBT nitrotetrazoliova modf

NC nitrocelulosa

PG peptidoglykan

PO fenoloxidasa

ProPO profenoloxidasa

Pro-AS profenoloxidasovy aktivaéni systém
PVDF polyvinyliden fluorid

ROS reaktivni formy kysliku

SBV virus pytlickovitého plodu

71



SDS
SOD
uLMw
Wb

dodecylsulfat sodny
superoxiddismutasa
Ultra Low range Molecular Weight

Western blotting
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