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Abstrakt  

Včely se řadí mezi hospodářsky velmi významnéopylovatele, proto ztráty včelstev 

jsou velmi znepokojivým trendem. Aby škody, které včelaři a zemědělci za poslední 

léta zaznamenali, byly co nejmenší, je třeba dále studovat imunitní systém včel, coţ by 

mohlo vést k aplikaci poznatků základního výzkumu do praxe.V teoretické části 

bakalářské práce je shrnut imunitní systém včel (Apis mellifera). Imunitní systém 

jednotlivých včel se skládá z 1)fyzikálních bariér, 2) buněčné imunity, 3) humorální 

imunity.  Nejen patogeny či paraziti, ale také oxidační stres způsobený mnoha faktory, 

mají přímý dopad na zdraví včel. Ke sniţování oxidačního stresu mají organismy 

vyvinuté obranné mechanismy,jejichţ součástí jsou i antioxidační enzymy katalasa a 

superoxiddismutasa. K humorální imunitě také patří antimikrobiální peptidy, 

v hemolymfě včel jsou obsaţeny známé antimikrobiální peptidy apidaeciny, abaecin, 

defensiny a hymenoptaecin. 

V praktické části byla spektrofotometricky stanovena specifická aktivita enzymu 

katalasy jak u klinicky zdravých včel odebraných přímo ze včelstev, tak u včel 

krmených v in vitro podmínkách potravou obsahující 50% sacharosu, 50% sacharosu 

a pyl a také potravu obohacenou o přirozené včelí patogeny Paenibacillus larvae a 

Ascosphaera apis. Ve vzorcích včel krmených in vitro byla hodnota specifické 

aktivity katalasy nejvyšší v případě, ţe potrava obsahovala 50% sacharosu s pylem. U 

včel, které byly odebrány přímo ze včelstev, se hodnoty specifické aktivity katalasy 

lišily pouze v homogenizovaných zadečcích v rámci včelstva 23 mezi porovnávanými 

odběrovými měsíci. 

Pro detekci antimikrobiálních peptidů v hemolymfě, byla optimalizována 

metodagelové elektroforézy a následná imunodetekce antimikrobiálních peptidů 

abaecinu a defensinu1 metodou Western blot. Pro vizualizaci proteinů na gelech bylo 

optimální barvení koloidním Coomassie Brilliant Blue-G250. Antimikrobiální peptidy 

detekované metodou Western blot byly nejlépe vizualizované na nitrocelulosové 

membráně blokované roztokem 5% BSA. Celý postup je ovšem potřeba dále 

optimalizovat. 
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Cíle práce 

Vypracovat rešerši na téma signálních drah a regulace exprese a hladiny komponent 

humorální sloţky imunitního systému hmyzu se zaměřením na včelu medonosnou, 

včetně přehledu metod analýzy sloţek humorální imunity včel. 

Optimalizace metod detekce antimikrobiálních peptidů elektroforetickými a 

imunochemickými metodami. 

Analýza vybraných fyziologických a biochemických parametrů na vzorcích včel 

odebraných ze včelstev v různou roční dobu. 
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1 Úvod 

Včely (Apis mellifera) jsou celosvětově jedním z nejrozšířenějších druhů společenského 

hmyzu. Hrají důleţitou roli v opylování rostlin a v produkci medu, vosku, propolisu a 

dalších včelích produktů. Zdraví včel je v dnešní době velmi diskutovaným tématem. 

V mnoha zemích dochází k významným ztrátám včelstev, jejichţ příčiny nejsou 

doposud spolehlivě objasněny.Pokles počtu včelstev nebo jejich slábnutí je zřejmě 

ovlivněno řadou patogenů a parazitů včetně bakterií, hub, virů, prvoků nebo roztočů. 

Vůči řadě z nich nebyla dosud nalezena funkční léčba. Na zdraví včelstev mají neblahý 

dopad také xenobiotika, která se do těla mohou dostat přímým kontaktem, vdechováním 

nebo potravou. Tyto látky jsou součástí různých pesticidů, které vznikají při průmyslové 

výrobě nebo jinou lidskou činností.  

 U včel se vyvinula kaskáda obranných úrovní, které se v rámci vrozeného imunitního 

systému dělí na fyzikální bariéry, buněčnou a humorální imunitu zahrnující 

profenoloxidasový aktivační systém, produkci reaktivních forem kyslíku, či 

antimikrobiálních peptidů.Důleţitou úrovní imunitního systému sociálního hmyzu je i 

tzv. sociální imunita, která je zaloţena na specifickém chování jedinců v úlu nebo 

obecněji v hnízdě. Pro lepší pochopení ztrát včelstev nebo jejich nevysvětlitelného 

slábnutí, je třeba různými metodami zkoumat včelíimunitní systém a jeho změny 

v reakci na různé podmínky, jako např. interakce antimikrobiálních peptidů 

s patogenními mikroorganismy, nebo expresi důleţitých proteinů vlivem oxidačního 

stresu. 
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2 Současný stav řešené problematiky 

2.1 Imunitní systém včel 

Imunitní systém je důleţitý pro udrţení integrity organismu, představuje obranu proti 

vnějším a vnitřním cizorodým biologickým vlivům a patří k homeostatickým 

mechanismům organismu (Hořejší a Bartůňková, 2009).Poruchy homeostatických 

stavů, které mohou způsobit jednotlivým včelám nebo celým včelstvům problémy, se 

projevují jako nemoci (Tautz, 2010).  

 Nemoci včel dělíme podle jejich výskytu na nemoci včelího plodu a dospělých 

jedinců. Jsou to onemocnění nenakaţlivá (např. průjem, zácpa), která se nedají přenést 

na okolní včelstva, ale i onemocnění nakaţlivá, která je moţno přenést na ostatní 

jednotlivce ve včelstvu nebo na sousední zdravá včelstva. Nakaţlivá onemocnění 

dělíme podle původců na infekční a invazivní (parazitární). Infekční onemocnění jsou 

způsobena patogeny - viry, bakteriemi a houbami. Příčinou invazivních onemocnění 

včel jsou především prvoci a roztoči. Nemoci plodu nelze přenést na dospělé včely a 

naopak, dospělé včely jsou však schopny nemoci plodu přenášet, např. spory bakterie 

Paenibacillus larvae. Výjimkou je aspergilóza a varroóza. Těmito nemocemi můţe být 

postiţen jak plod, tak i dospělé včely (Veselý et al., 1985; Ebeling et al., 2016).  

 Jelikoţ včely ţijí v neustálém vzájemném kontaktu, postupem času se u nich vyvinul 

mechanismus ochrany, který lze rozdělit do tří úrovní(Tautz, 2010). Fyzikální bariéry 

jsou první obrannou sloţkou hmyzu, která napomáhá k ochraně dutin těla před 

vniknutím mikroorganismů. Tyto bariéry zahrnují kutikulu, stěnu střeva, tracheje a 

peritrofickou membránu, která se vyskytuje v trávicím traktu larev. Za druhou obrannou 

linii je povaţována buněčná imunita, která je propojena sposlední úrovní imunity - 

humorální imunitou (Antunez et al., 2009). 

2.1.2 Sociální imunita 

Sociální hmyz můţe být povaţován za superorganismus, tedy skupinu příbuzných 

jedinců ţijících v hnízdě. Někteří jedinci v hnízdě se chovají tak, ţe brání a chrání 

včelstva před patogeny a parazity. Tato obranná chování v rámci včelstev zahrnují 

hygienická chování, groominga sběr antimikrobiálních pryskyřic(Borba et al., 

2015).Ţivot ve skupině tedy přináší řadu výhod oproti solitérnímu způsobu ţivota. 
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Spolupráce jedinců tak můţe zvýšit účinnost v péči o plod, v hledání potravy nebo v 

obraně proti predátorům. Díky těmto výhodám se sociální hmyz (včely, vosy, mravenci, 

termiti) stal na mnoha stanovištích dominantním druhem. Na druhou stranu, ţivot ve 

skupině můţe přinést také řadu nevýhod, jako snadnější šíření infekčních onemocnění 

mezi jednotlivci (Cremer et al., 2007).  

2.1.2.1 Hygienické chování a grooming 

Hygienické chování a čištění tzv. grooming jsou mechanismy, které ochraňují včelstva 

proti chorobám a parazitárním roztočům (Boecking a Spivak, 1990).Hygienické chování 

se uţívá k popisu dvoustupňového procesu prováděného dělnicemi, kterým detekují 

mrtvé nebo nemocné larvy a kukly v plástu, ty pak následně odstraní(Lapidge et al., 

2002).  

 Grooming umoţňuje jednotlivcům i skupinám včel ve včelstvu eliminovat nejen 

prach a pyl z těl, ale také odstranit případné ektoparazity. Toto chování zahrnuje 

kousání a lízání a pohyby středohrudních nohou. Tykadla jsou pečlivě čištěna pomocí 

nohou umístěných na předohrudi.Mnoho samočistících aktivit (auto-grooming) včel je 

moţné vidět na květinách, v letu, při sběru pylu a v úlu. Sociální grooming (allo-

grooming) je prováděn mezi včelami navzájem a můţe být vyvolán tancem.Včely 

vykonávající tento typ pohybu jsou čištěny ostatními mladuškami, které tak například 

odstraňují foretické roztoče (Varroa destructor)z těla dospělých včel (Boecking a 

Spivak, 1999). 

2.1.2.2 Sběr antimikrobiálních pryskyřic 

Pryskyřice rostliny produkují, aby chránily mladé listové pupeny před patogeny a útoky 

býloţravců. Tyto výměšky jsou tvořeny antimikrobiálními látkami (např. monoterpeny 

a flavonoidy), které hrají důleţitou roli pro přeţití rostlin (Borba et al., 2015). Většina 

včel staví hnízda bez pouţití materiálů z prostředí, ovšem některé včely z čeledi Apidae 

(Euglossa, Meliponin, A. melifera) často shromaţďují pryskyřice a pouţívají je buď 

samostatně, nebo ve směsi s voskem, jako stavební materiál(Nakamura a Seeley, 2006), 

který je nazýván propolis. Pokud včely mají hnízdo v dutinách stromů, obalí propolisem 

celý vnitřní povrch dutiny, vytvoří propolisový obal(Borba et al., 2015). Včely tedy 

vyuţívají propolis pro tmelení dutin a otvorů, někdy jím dokonce zuţují česno úlu. 

Tento tmel je dobrou izolační látkou, která zároveň impregnuje dřevěné stěny úlů a 
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poskytuje ochranu proti dřevokazným houbám. Je to současně dobrý stavební materiál, 

kterým zpevňují namáhané části včelího plástu a okraje buněk (Veselýet al., 1985). 

2.1.2.3 Sekrece jedu jako obranné látky 

Jedová ţláza včel je důleţitým zdrojem antimikrobiálních látek(Kuhn-Nentwig, 2003). 

Včelí jed je tvořen širokým spektrem molekul, od biogenních aminů aţ po proteiny a 

peptidy(Baracchi a Turillazzi, 2010). Polypeptid mellitin tvoří aţ 50 % sušiny včelího 

jedu. Apamin je další peptid izolovaný ze včelího jedu, který působí na nervovou 

soustavu. Mast cell degranulating peptid (MCD-peptid) narušuje biologickou aktivitu 

histiocytů, které jsou důleţité pro imunologickou reakci ţivých organismů. Jed obsahuje 

nejen fosfolipasu A a B, coţ jsou hydrolytické enzymy, ale také bílkovinu minimin, 

která působí na hmyz jako inhibitor příjmu potravy, hmyz je nehybný, ale nehyne 

(Veselýet al., 1985). Včelí jed je díky svým vlastnostem vyuţívaný jako léčivý 

prostředek. Je součástí mnoha léků i mastí, kterými se například léčí revmatické, 

svalové či kloubní potíţe (Veselý et al., 1985).  

2.1.2 Buněčná imunita 

Buněčnou imunitu představují hemocyty zahrnující buněčné obranné mechanismy 

fagocytózu, enkapsulaci a nodulaci(Borba et al., 2015). Malé cizorodé částice jako 

bakterie nebo jednobuněčné houby jsou pohlceny fagocytózou, zatímco větší celky 

(shluky buněk, paraziti) jsou odstraněny procesem enkapsulace. Nodulace se pak 

uplatňuje jako odpověď na velké mnoţství cizích buněk. Nodulace společně s 

enkapsulací jsou doprovázeny melanizací, která je katalyzována fenoloxidasou(PO; EC 

1.14. 18.1) (Ashida a Brey, 1997).  

 U hmyzu se vyskytuje šest typů hemocytů: prohemocyty, plasmatocyty, granulocyty 

(granulární buňky), koagulocyty (cytocyty), sferocyty a oenocytoidy(Lavine a Strand, 

2002). Podle Kodríka (2004) se všechny typy hemocytů vyznačují přítomností jádra. 

Prohemocyty vykazují schopnost dělení, přičemţ jde o velmi malé útvary. Granulocyty 

jsou buňky uplatňující se při sráţení hemolymfy a v tvorbě nodulů. Jsou typické svým 

vysokým obsahem granulí vázaných v membránách. Plasmatocyty mohou taktéţ 

obsahovat granule, na rozdíl od granulocytů hrají důleţitou roli při fagocytóze a 

enkapsulaci patogenů, jedná se o nejčastěji se vyskytující typ hemocytů (Kodrík, 2004). 
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Nepřilnavé hemocyty zahrnují sferocyty a oenocytoidy obsahující sloţky PO kaskády 

(Strand, 2008). 

2.1.3 Humorální imunita 

Buněčnou a humorální imunitu nelze zcela oddělit, protoţe mnoho humorálních faktorů 

reguluje aktivitu hemocytů a naopak hemocyty produkují mnoho obranných molekul 

(Strand, 2008).Do humorální sloţky imunity patříantimikrobiální peptidy, jejichţ 

syntéza je spouštěna přes signální dráhy (Toll, IMD, Jak-STAT), dále fenoloxidasová 

kaskáda, koagulace hemolymfy a produkce reaktivních forem kyslíku (ROS) a dusíku 

(RNS)(Borba et al., 2015). Humorální imunita zahrnuje také imunitní proteiny jako 

lysozymy a lektiny (Ponnuvel and Yamakawa, 2002). 

2.1.3.1 Lysozym 

Tento enzym štěpí (lyzuje)β-(1,4)-glykosidickou vazbu mezi kyselinou N-

acetylmuramovou (NAM) a N-acetylglukosaminem (NAG) ve vrstvě peptidoglykanu 

buněčné stěny bakterií. Lysozym (EC 3.2.1.17)  patřímezi hydrolasy, coţ jsou enzymy 

katalyzující hydrolytické štěpení vazeb(Callewaert and Michiels, 2010).Molekulová 

hmotnosthmyzího lysozymu je 14kDa, svou sekvencí se podobá lysozymu obratlovců 

(Vilmos and Kurucz, 1998). U včel se vyskytují tři typylysozymu, dva c-(chicken) typy 

a jeden i-(invertebrate) typ (Evans et al., 2006). 

2.1.3.2 Lektiny 

Lektiny hrají důleţitou roli v nespecifickém obranném mechanismu bezobratlých 

ţivočichů, kteří nedokáţí syntetizovat protilátky jako obratlovci (Kotaniet al., 1995). 

Jde o proteiny interagující se sacharidy. Tyto interakce jsou významné ve dvou 

odlišných aspektech imunitní odpovědi. Zahrnují jak rozpoznání patogenu, tak buněčné 

interakce vedoucí k zneškodnění patogenu. Mnohé z těchto proteinů patří do skupiny C-

typu, tedy Ca
2+

-dependentní skupiny (Kanost et al.,2004). Lektiny purifikované 

z hemolymfy hmyzu lze povaţovat za multimerní proteiny (70 – 1500 kDa), jejichţ 

podjednotky mají velikost 30 – 40 kDa (Gillespieet al., 1997). 
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2.1.3.3 Koagulace 

V reakci na vzniklá poranění kutikuly dochází u hmyzu k aktivaci koagulačního 

systému, který brání ztrátám hemolymfy z těla. Hlavním znakem koagulace je interakce 

mezi humorální a buněčnou prokoagulační aktivitou. U většiny hmyzu dojde k plné 

aktivaci sráţení hemolymfy pouze za přítomnosti buněčných i prokoagulačních sloţek 

(Liet al., 2002). Sráţení utěsňuje rány a účinně brání vniknutí mikroorganismů a jejich 

šíření v dutině hemocoelu. V měkkém těle larev je rychlá koagulace nutností narozdíl 

od dospělých jedinců s tvrdou kutikulou, kdy ke koagulaci docházet nemusí.Je velmi 

pravděpodobné, ţe na procesu koagulace má také podíl PO, která ovlivňuje nejen 

zesíťování během uzavření a hojení ran, ale má také vliv na produkci cytotoxických 

látek vůči bakteriím (Bidlaet al., 2005).  

2.1.3.4 Fenoloxidasa 

 

Obr. 1: Schéma PO kaskády. Aktivace profenoloxidasového aktivačního systému (Pro-AS), 

následná aktivace PO a konečná syntéza melaninu (upraveno dle Söderhäll a Cerenius, 1998; 

Eleftherianos a Revenis, 2011). 
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Nedílnou sloţkou vrozené imunitní odpovědi je také profenoloxidasový aktivační 

systém (Pro-AS) nebo také fenoloxidasová kaskáda (Obr. 1)vedoucí k syntéze 

melaninu, coţ je tmavá nerozpustná látka důleţitá při ochraně vůči patogenům, při 

hojení ran i pro pigmentaci kutikuly. Fenoloxidasa (PO, EC: 1.14. 18.1)je enzym patřící 

do třídy oxidoreduktas (González-Santoyo a Córdoba-Aguilar, 2012) syntetizovaný ve 

formě neaktivního zymogenu profenoloxidasy (ProPO), který je postupnu kaskádou 

aktivován molekulami obsaţenými v buněčné stěně bakterií nebo hub 

(Zufelato,2004).Molekulami aktivujícími ProPO mohou být β-1,3-glukany (BG), 

lipopolysacharidy (LPS) a peptidoglykany (PG)(Söderhäll a Cerenius, 1998).  

 Aktivní PO poté katalyzuje oxidaci fenolů, konkrétně o-difenolů, na toxické a vysoce 

reaktivní chinony, které podléhají neenzymatické polymerizaci na melanin. Proces 

melanizace vede k enkapsulaci mikroorganismů v hemolymfě a konečným produktem je 

barvivo melanin (Cerenius et al., 2008). Molekulová hmotnost zymogenu ProPO je 70-

80 kDa, tento protein obsahuje 2 atomy mědi, které tvoří místa pro navázání kyslíku. Po 

proteolytické aktivaci má PO molekulovou hmotnost 50-60 kDa. Sekvence 

aminokyselin ProPO je u členovců homologní s hemocyaniny, coţ jsou transportní 

proteiny bezobratlých, a hexameriny (zásobní protein). Serinové proteasy nazývané 

serpinyregulují kaskádu tak, ţe díky svým inhibičním účinkům zabraňují nadměrné a 

předčasné aktivaci. Enzymatickými reakcemi kaskády dochází k produkci několika 

látek jako např. cytotoxických chinonů, reaktivních meziproduktů dusíku i kyslíku 

(González-Santoyo a Córdoba-Aguilar, 2012; Eleftherianos a Revenis, 2011).  

2.1.3.5 Antimikrobiální peptidy (AmP) 

AmP tvoří důleţitou obrannou sloţku všech organismů vůči napadení patogenů 

(Reddyet al., 2004), zvýšená exprese jejich genů je stimulována infekcí (Klaudinyet al., 

2009). Dosud bylo identifikováno kolem 2770 AmP z toho přes 270 těchto peptidů u 

hmyzu (Guaní-Guerraet al., 2010). AmP jsou utvářeny zejména v tukovém tělese, coţ je 

velký biosyntetický orgán hmyzu, dále v hemocytech, střevech, epiteliálních buňkách 

kutikuly, slinných ţlázách a reprodukčním traktu (Vilmos a Kurucz, 1998). 

 Pokud je bakterie injektována do hemocoelu dochází k syntéze a vyplavení AmP do 

hemolymfy (Gillespie et al., 1997). Dráhy vedoucí ke tvorbě AmP jsou aktivovány 

molekulami obsaţenými ve stěnách mikrobů, u hostitelů tyto látky chybějí. Jedná se o 
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lipopolysacharidy nacházející se na povrchu Gram-negativních bakterií (G
-
), 

peptidoglykany u Gram-negativních i Gram-pozitivních (G
+
)bakterií a β-1,3-glukany, 

které jsou součástí buněčné stěny hub (Randolt et al., 2008). AmP mohou být v 

hemolymfě detekovány jiţ do 2-4 hodin po septickém zranění (Otvos, 2000).  

 Hmyzí antimikrobiální peptidy se skládají z méně neţ 50 aminokyselin, v jejich 

sekvenci se nacházejí aminokyselinyarginin a lysin, díky nimţ převaţuje pozitivní 

náboja hydrofobní rezidua (přes 50 %) (Doleţílkováet al., 2011). Kationické peptidy 

jsou dále děleny na lineární peptidy s α-helikální strukturou, AmP bohaté na cystein – 

obsahující disulfidické můstky a peptidy s převaţující určitou aminokyselinou – bohaté 

na Pro, Gly, His (Vizioli a Salzet, 2002). AmP jsou molekuly amfipatické povahy, 

kromě hydrofobní sloţky obsahují také sloţku hydrofilní, která je kladně nabitá a 

interaguje se záporně nabitými membránami bakterií. Následně díky hydrofobní části 

peptidu mohou být v membránách vytvořeny póry, viz. Obr. 2 (Wuet al., 1999).  

 

Obr. 2: Schématický přehled interakcí mezi AmP a buněčnou membránou. Na schématu A) – C) 

je membrána stále intaktní, schéma D) – F) znázorňuje membránu narušenou peptidy; A) 

přiblíţení peptidů k membráně; B) při nízké koncentraci je peptid navázán jako monomer; C) 

při vysokých koncentracích se peptidy samovolně sdruţují; D) tvorba pórů v membráně, tzv. 

model sudové skruţe; E) model tyroidního póru, který je tvořen peptidy i lipidy; F) kobercový 

model, nedochází k tvorbě pórů, ale k lokálnímu narušení membrány. Peptidy jsou navázány na 

lipidy hydrofobními částmi, zatímco hydrofilní část je odvrácena vně (převzato z Strandberg a 

Ulrich, 2004). 
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 Prvním izolovaným AmP hmyzu byl cecropin, jehoţ název je odvozen od martináče 

cecropijského (Hyalophora cecropia), coţ je druh nočního motýla (Otvos, 2000). Jedná 

se o lineární amfipatický peptid s molekulovou hmotností 3-4 kDa (Vizioli a Salzet, 

2002) účinný proti bakteriím, prvokům, parazitům i houbám (Reddyet al., 2004).  

 U včely medonosné (Apis mellifera)dosud byly po infikaci bakteriemi detekovány 

v hemolymfě  AmP abaecin, apidaeciny, hymenoptaecin a defensiny, v mateří kašičce 

royalisin, jelleiny a ve včelím jedu mellitin (Danihlíket al., 2015).  

 Defensinu hmyzu patří do rodiny AmP, pro kterou je charakteristický vzor šesti Cys 

s třemi disulfidickými můstky: Cys1-Cys4, Cys2-Cys5 a Cys3-Cys6. Hmyzí defensin 

obvykle obsahuje 36- 46 AMK, avšak u včel a čmeláků je sloţen z 51 AMK. Tento 

antimikrobiální peptid je velmi aktivní vůči širokému spektru G
+
bakterií, o něco méně 

působí na G
-
 bakterie(Bulet et al., 1999).Defensiny v cílových membránách vytvoří 

póry, které umoţní prostoupení peptidů do cytosolu buněk, čímţzpůsobí další 

intracelulární poškození (Ganz, 2003).  

 Apidaeciny a abaecin patří do skupiny AmP bohatých na prolin. Přestoţe apidaecin 

má kratší peptidový řetězec neţ abaecin (Bulet et al., 1999)jejich sekvence AMK jsou 

velmi podobnéTab. 1.Isoformy apidaecinu Ia, Ib, II a III byly poprvé izolovány 

z hemolymfy včely medonosné (Apis mellifera) ajsou nejvýznamnějšími součástmi 

humorální imunity včel (Li et al., 2006). Obecně peptidy bohaté na Pro a Gly jsou 

aktivní vůči G
-
 bakteriím (Otvos, 2000). Kromě apidaecinu a abaecinu Casteelset al. 

(1993) identifikovali v hemolymfě včel hymenoptaecin, coţ jemalýprotein sloţený z 93 

AMK inhibující převáţně na G
-
 bakterie, ale také G

+
 bakterie.  

Tab. 1: Aminokyselinová sekvence AmP abaecinu a apidaecinu (upraveno a převzato z Liet al., 

2006, Casteels et al., 1990). 

Typ AmP Isoforma Sekvence aminokyselin 

Abaecin  YVPLPNVPQPGRRPFPTFPGQGPFNPKIKWPQGY 

Apidaecin Ia GNNRPVYIPQPRPPHPRI 

 Ib GNNROVYIPQPRPPHPRL 

 II GNNRPIYIPQPRPPHPRL 

 III GNNRPIYISQPRPPHPRL 
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Tab. 2: Sekvence AMK jelleinů (upraveno dle Fontanaet al., 2004) 

Typ 

AmP 

Isoforma Sekvence aminokyselin 

Jelleiny I PFKISIHL 

 II TPFKISIHL 

 III EPFKISIHL 

 IV TPFKISIH 

 

 Z mateří kašičky hmyzu byl izolován 5,5kDa AmP royalisin sloţený z 51 AMK, 

který patří do skupiny defensinů. Royalisin inhibuje nejen růst G
+
 bakterií (např. P. 

larvae), ale současně má inhibiční vliv na růst hub (Tseng et al., 2011). Dalšími čtyřmi 

typy AmP přítomnými v mateří kašičce jsou peptidy jelleiny (jellein-I, jellein-II, jellein-

III a jellein-IV)sloţeny pouze z 8 – 9 AMK, větší část řetězce je hydrofobní.  Tyto AmP 

se neliší pouze sekvencí AMK (Tab. 2), ale vyznačují se také rozdílnou inhibiční 

aktivitou vůči G
-
 i G

+
 bakteriím a kvasinkám(Fontanaet al., 2004).  

 Mellitin je jednou ze sloţek včelího jedu. Jedná se o peptid sloţený z 26 

aminokyselin, které jsou, s výjimkou hydrofilní sekvence (Lys-Arg-Lys-Arg) v blízkosti 

C-konce, hydrofobní. Mellitin poškozuje buněčné membrány, způsobuje rozklad 

erytrocytů, leukocytů i trombocytů (Ownby et al., 1997). 

2.1.4 Antioxidační ochrana 

Vývoj aerobních metabolických procesů jako dýchání nebo fotosyntéza vedl k produkci 

reaktivních forem kyslíku (ROS) v mitochondriích, chloroplastech a peroxisomech. 

Společným znakem různých typů ROS je jejich schopnost způsobit oxidační poškození 

DNA, lipidů i proteinů(Apel a Hirt, 2004). Tvorba ROS je stimulována různými 

faktory: stárnutí, vliv ţivotního prostředí (polutanty, teplota, hypoxický stres) či běţné 

metabolické pochody(Lalouette et al., 2011). Hmyz disponuje sadou antioxidačních 

enzymů a antioxidantů o malé molekulové hmotnosti, které mohou tvořit řetězové 

reakce jako odpověď na endogenně produkované oxidanty. Významné antioxidační 

enzymy hmyzu jsou superoxiddismutasa (SOD, EC: 1.15.1.1), katalasa (CAT, EC: 

1.11.1.6), glutathiontransferasa a glutathionreduktasa. Mezi hydrofilní a lipofilní 

antioxidanty se řadí askorbát, glutathion, tokoferoly a karotenoidy (Felton a Summers, 

1995).  
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Obr. 3: Univalentní (jednomocná) dráha redukce kyslíku a enzymatické obrany vůči reaktivním 

intermediátům kyslíku (upraveno dle Fridovich,1978). 

 Reaktivní formy kyslíku jsou převáţně redukované formy atmosférického kyslíku 

(O2). Obvykle jsou tyto intermediáty výsledky excitace kyslíku (O2) za vzniku 

singletního kyslíku (O2
1
). Pokud dojde k převodu jednoho, dvou či tří elektronů na O2 

dojde ke tvorbě superoxidového anionradikálu (O2
-
), peroxidu vodíku (H2O2) nebo 

hydroxylového radikálu (HO
-
) (Mittler, 2002).  

2.1.4.1 Vybrané antioxidační enzymy 

2.1.4.1.1 Katalasa 

Enzym CAT (peroxid vodíku oxidoreduktasa, hyperoxidasa) je přítomen téměř ve všech 

organismech s aerobním metabolismem (Zámocký, 1998). Tento tetramerní enzym je 

sloţen ze čtyř tetraedrálně uspořádaných identických 60kDa podjednotek, kdy na jednu 

podjednotku připadá jedna ferriprotoporfyrinová skupina. Celková molekulová 

hmotnost enzymu je 240 kDa (Matés et at., 1999). Hlavní úlohou CAT je ochrana 

buněk před vysoce reaktivními molekulami obsahujícími peroxidickou vazbu, které 

vznikají jako vedlejší produkty katabolismu (Zámocký, 1998). Celková reakce 

katalyzována CAT je rozklad dvou molekul peroxidu vodíku na vodu a kyslík, tuto 

reakci lze ovšem rozdělit do dvou fází, v závislosti na typu katalasy (Chelikaniet al., 

2004).  

Monofunkční katalasy (dříve označované jako typické katalasy) 

Tento celkově nejrozšířenější typ katalas se skládá z tetramerních molekul s jedním 

protohemem. Monofunkční CAT vynikají vysokou katalytickou aktivitou a v menší 
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míře i dvouelektronovou peroxidasovou aktivitou (Zámocký, 1998).  Monofunkční 

CAT dělíme do tří skupin. První skupina zahrnuje katalasy rostlinného původu. V druhé 

skupině jsou obsaţeny enzymy bakteriálního a houbového původu. Z této skupiny jsou 

enzymy vysoce odolné vůči denaturaci a proteolýze. Malé podjednotky enzymů 

bakterií, hub a jiných eukaryot jsou součástí třetí skupiny monofunkčních CAT 

(Chelikaniet al., 2004). 

Katalasy-peroxidasy 

V porovnání s monofunkční CAT katalasy-peroxidasy disponují niţší katalasovou 

aktivitou, zvýšenou peroxidasovou aktivitou, širším pH a teplotním optimem. Tyto 

molekuly jsou většinou dimery o molekulové hmotnosti 120 – 340 kDa. Pro tento typ 

CAT je typické bifunkční chování. Obecně katalasy-peroxidasy přeměňují širokou škálu 

organických molekul v procesu peroxidace(Zámocký a Koller, 1999). 

Katalasa obsahující mangan 

Typ katalas, také známý pod názvem nehemové-katalasy, je celkově méně rozšířen neţ 

monofunkční CAT. Jeden typ této katalasy je obsaţen v bakterii mléčného kvašení 

Lactobacillus plantarum a druhý v termofilním organismu Thermus thermophilus. 

Enzym se nachází v homohexamerní struktuře (Zámocký a Koller, 1999).  

2.1.4.1.2 Superoxid dismutasa 

SOD je všudypřítomný enzym účinně katalyzující superoxidové anionty, zároveň je 

povaţován za první ochranný enzym proti ROS(Zelko et al., 2002). Působením tohoto 

enzymu je sniţován oxidační stres, coţ má za následek zabránění poškození DNA, 

RNA, proteinů a lipidů. Katalyzuje přeměnu superoxidu na peroxid vodíku, který pak 

dále můţe být rozkládán katalasou. Superoxidový anionradikál, který má oxidační i 

redukční vlastnosti, podléhá dismutaci, kdy jedna jeho molekula poskytuje elektron 

molekule druhé, tím pádem se oxiduje a zároveň redukuje (Matouškováet al., 2014).  

 V současné době jsou známy tři typy SOD, které katalyzují stejnou reakci. SOD1 

neboli  CuZn-SOD (EC 1. 15. 1.1) je homodimerní enzym obsahující měď a zinek, 

nachází se především v cytoplasmě eukaryotických buněk. SOD2 jinak také Mn-SOD 

(EC 1. 15. 1.1) je enzym tetramerní struktury lokalizovaný především v matrix 
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mitochondrií. Poslední z této rodiny enzymů je SOD3 tedy EC-SOD (EC 1. 15. 1.1) 

vyskytující se v extracelulárním prostoru (Zelko et al., 2002).  

2.1.4.1.3 Aktivita antioxidačních enzymů u včel 

Weirich etal.(2002) zjistili, ţe enzymové aktivity v některých tkáních vykazovaly 

značné rozdíly ve vzorcích včel stejné kasty. Nelze určit přesnou příčinu, proč tomu tak 

je. Nicméně to naznačuje, ţe enzymová aktivita můţe být ovlivněna vnějšími nebo 

vnitřními faktory mezi jednotlivými dělnicemi, mladuškami a matkami.  

 Katalasová aktivita bylau všech kast nejvyšší v ţaludku a o něco niţší ve spermatéce, 

v ţaludku matky vykazovala CAT vyšší aktivitu neţ u dělnic a mladušek. Tento trend 

byl obdobný také ve spermatéce, kdy u matek byla naměřená aktivita aţ pětkrát vyšší 

neţ u mladušek. Vhemolymfě je CAT aktivita obecně niţší neţ u ostatních tkání, u 

dělnic však byla o něco vyšší neţ u matek i mladušek. Svalová CAT aktivita byla 

marginální u dělnic, mladušek i matek (Weirich et al., 2002). 

 Enzym SOD vykazoval oproti CAT mnohem vyšší aktivitu v jiţ zmíněných tkáních 

u všech tří porovnávaných kast. V ţaludku, hemolymfě ani spermatéce se však rozdíly 

mezi aktivitou signifikantně mezi jednotlivými kastami nelišily. Ve svalové tkáni matek 

dosahovala aktivita hodnoty aţ 60 mU/μg, zatímco u dělnic i mladušek byla hodnota 

poloviční. Naopak v ţaludku byla aktivita SOD nejvyšší u dělnic (Weirich et al., 2002). 

 Lipinski a Zoltowska (2005) se ve své práci zabývali měřením aktivity 

antioxidačních enzymů SOD, glutathionperoxidasy (GPX), peroxidasy a plazmatického 

proteinu ceruloplasminu (Cp). Zkoumali trubčí plod ve fázi předkukly, který byl 

infikován roztočem Varroa destructor. Výsledky ukazují, ţe kvůli infestaci tímto 

parazitem byly hladiny aktivity SOD, GPX a Cp 2× – 4× vyšší ve srovnání se zdravými 

trubčími předkuklami. 
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2.2 Včelí patogeny a paraziti a jejich vliv na zdraví včel a včelstev 

K rozsáhlému rozšíření včelích onemocnění došlo především v důsledku transportu 

včel. Nejznámějším příkladem je roztoč Varroa destructor, který byl přenes z včely 

východní (Apis creana) na evropskou včelu medonosnou (A.mellifera). Některé 

patogeny jako virus deformovaných křídel (DWV) nebo Nosema ceranae mají široké 

spektrum hostitelů a mohou napadat jak včely, tak čmeláky, zatímco jiné, jako 

bakteriePaenibacillus larvae nebo prvokCrithidia bombi, jsou hostitelsky specifické 

patogeny. Světově rozšířená onemocnění včel, která způsobují významné poklesy 

včelstev, mohou být způsobena jak viry, tak bakteriemi (Goulsonet al., 2015).  

2.2.1 Virózy včel 

Viry jsou nejmenší organismy (velikost v nm), které mají schopnost rozmnoţování se v 

buňkách určitých tkání, způsobují jejich rozpad a následnou smrt infikovaného jedince 

(Veselýet al., 1985). Do dnešní doby bylo u včel popsáno více neţ 18 virových nákaz, 

které mohou napadat včely nacházející se v různém období ţivota i v odlišných kastách. 

Mezi světově nejrozšířenější choroby patří virus akutní paralýzy včel (ABPV), virus 

černání matečníků (BQCV), virus chronické paralýzy včel (CBPV), virus 

deformovaných křídel (DWV), Kašmírský virus (KBV) a virus pytlíčkovitého plodu 

(SBV) (Chen a Siede, 2007).Výskytem těchto virových onemocnění se v Německu 

zabývali Nielsen et al. (2008), přičemţ nejvíce včelínů bylo napadeno SBV a nejméně 

BQCV a KBV.  
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Obr. 4: Fotografie včely, u které se projevil DWV. Na obrázku je moţné vidět typické poničení 

křídel, které ukazuje šipka (fotografie pouţita se svolením autora Jiřího Danihlíka). 

 DWV jako i ostatní virová onemocnění přetrvává v latentním stavu bez jakýchkoli 

příznaků. Nemoc se projeví aţ ve spojení s kleštíkem včelím (Varroa destructor),po 

jehoţ napadení nejsou včely schopny přeţití (Yue a Genersch, 2005). Typickými 

příznaky onemocnění jsou scvrklá a zmačkaná křídla (viz Obr. 4), zmenšení velikosti 

těla a ztráta barvy dospělých včel (Chen a Siede, 2007). K detekci tohoto onemocnění 

vyuţili Yue a Genersch (2005) metodureverzní transkripce s následným PCR (RT-

PCR).  

 Vůči nákaze SBV jsou nejméně odolné dvoudenní larvy, nemoci však podléhají také 

dospělé včely a jejich plody.  BQCV má vliv na rozvoj larev a kukel královny. 

Typickým společným symptomem těchto dvou onemocnění je ţloutnutí a ztvrdnutí 

larev (Chen a Siede, 2007).  

 ABPV i CBPV se vyznačují stejnými příznaky, kterými jsou třes a neschopnost létat. 

CBPV je méně virulentní a včely hynou aţ po několika dnech od nákazy. ABPV je 

mnohem agresivnější, způsobuje hynutí jiţ do jednoho dne (Chen a Siede, 2007).  

2.2.2 Bakteriózy včel 

Hniloba včelího plodu: Nemoc je způsobena patogenní G
+
 bakterií Melissococcus 

plutonius (Obr. 5). Jedná se o mírně protáhlé, na koncích zašpičatělé koky o průměru 



16 

 

0,8 μm, mohou se vyskytovat jednotlivě, tvořit řetízky nebo shluky. Nemoc seprojeví jiţ 

na nezavíčkovaném plodu. Po nákaze je barva larev změněna z bílé přes ţlutou aţ na 

šedo-černou (Forsgren, 2010). 

Mor včelího plodu: Za původce této střevní infekce je povaţován velice specifický 

patogen Paenibacillus larvae. Jedná se o G
+
, bičíkatou, sporulující bakterii, jejíţ 

doposud jedinými známými hostitely jsou larvy včel (Ebelinget al., 2016). Klidové 

stadium v podobě spóry vnikne společně s potravou do gastrointestinálního traktu larvy 

(Veselý et al., 1985), zde P. larvae přechází na komenzální ţivotní styl (Genersch, 

2010). Vyţivuje se tedy z potravy poţité larvou. Peritrofní membrána v lumenu střeva 

brání průniku bakterie, která přes ni však můţe proniknout a v pozdějším stádiu infekce 

napadá také epitel. K poruše epitelu dochází paracelulární cestou, to znamená, ţe se 

buňky pohybují přes mezibuněčný prostor a vstupují do hemocoelu, kde jsou schopny 

pohybu a poliferace. Pro P. larvae je typické, ţe vylučuje vysoce aktivní extracelulární 

proteasy, které jsou potřebné k poškození larev (Genersch, 2010). Ze stádia schopného 

aktivního dělení přejde zpět do klidového stádia, ve kterém můţe přečkat i několik let 

(Veselý et al., 1985).  

 V hemolymfě larev včel, které byly inokulovány bakterií P. larvae, došlo během 24 

hodin ke zvýšení exprese nejen abaecinu, ale také defensinu (Evans, 2004). Účinnost 

antimikrobiálního peptidu defensinu proti P. larvae byla prokázána v testech inhibice 

růstu (Bíliková et al., 2001; Bachanováet al., 2002). Podle tvrzení Chan et al. (2009) by 

se dala očekávat zvýšená hladina některých AmP i antibakteriálních enzymů jako je PO 

a lysozym, který je významný svou funkcí degradovat peptidoglykanovou vrstvu G
+
 

bakterií. 

 



17 

 

 

Obr. 5: Bakterie M. plutonius po Gramově barvení (převzato z Forsgren, 2010).   

2.2.3 Houbová onemocnění 

Nosematóza:Včela medonosná (A. mellifera)můţe být infikována hmyzomorkou včelí 

(Nosema apis) a relativně nově i hmyzomorkou východní (Nosema ceranae) (Fries, 

2010). Houba se dostane společně s potravou do středního střeva (ţaludku), kde dochází 

k infekci epitelu ţaludku pomocí pólového vlákna, které spora hmyzomorky vystřelí. 

V buňkách epitelu se houba mnoţí, její spory jsou následně vylučovány s výkaly. 

Funkce střev se tak naruší (Lampeitl, 1996). Dle Chaimanee et al. (2012) dochází mezi 

3. aţ 6. dnem po inokulaci hmyzomorkou k významnému poklesu exprese čtyř genů 

(apidaecinů, abaecinu, defensinu a hymenoptaecinu), to má tedy za následek celkové 

oslabení imunity včel. Takto napadené včely nejsou schopny trávit pyl, stárnou a 

předčasně hynou v důsledku vyčerpání tělesných zásob. Klinicky se nosematóza 

projevuje především v jarním období. Onemocnění indukuje špatná strava, nemoţnost 

proletů včel během zimního období nebo celkové oslabení včelstva (Fries, 2010).  

Zvápenatění včelího plodu: Zvápenatění včelího plodu je onemocnění projevující se 

nejčastěji v jarních měsících, jelikoţ pro růst hub jsou optimální chladné a vlhké 

podmínky. Jedná se o invazivní mykózu napadající včely, která je způsobena houbou 

Ascosphaera apis. Tato parazitická houba usmrtí včelí larvu tím, ţe jí odčerpává 

důleţité ţiviny (Aronstein a Murray, 2010). Do larev můţe A. apis proniknout formou 

potravy (výtrusnice, mycelium)nebo pokoţkou. Klíčení výtrusů v těle probíhá v ţaludku 

a v zadní části střeva (větší obsah kyslíku), kde vyrostou do dlouhých vláken. Mycelium 

se poté dostane přes střevní stěnu, vyplní tělní dutinu a prorůstá aţ na samotný povrch 
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larvy, kde můţe vytvořit plodnice. Na onemocnění jsou nejcitlivější larvy staré 3-6 dnů, 

u dospělých včel se nákaza neprojeví, mohou ji však rozšiřovat. Spóry jsou velice 

odolné, přeţívají v medu, pylu, vosku i na stěnách úlu. I kdyţ se zárodky A. apis ve 

včelstvech velmi často vyskytují, k samotnému onemocnění většinou dochází jen 

vlivem určitých podmínek, kterými mohou např. být pesticidy, nevhodná krmiva, 

oslabení včelstva jinou chorobou nebo špatné hygienické podmínky (Veselý et al., 

1985). 

2.2.4 Vliv prostředí na antioxidační a imunitní systém včel 

Všechny organismy jsou vystaveny působení cizorodých chemikálií nebo xenobiotik, 

mezi které patří průmyslové a přírodní chemikálie jako např. léčiva, pesticidy, 

polutanty, sekundární rostlinné metabolity např. alkaloidy. Xenobiotika se snadno 

vstřebávají kůţí, plícemi nebo gastrointestinálním traktem, o to obtíţněji se z organismu 

odstraňují (Parkinson, 2001). 

 Včely létavky urazí několik kilometrů, aby nasbíraly nektar, pyl, vodu a pryskyřice 

potřebné pro ţivot v úlu. Během sběru se sběračky dostávají do úzkého kontaktu 

s toxickými látkami přírodního původu, tato xenobiotika následně vnášejí do včelstva. 

Příkladem můţe být sběr nektaru, obsahujícího mimo sacharidy potřebné pro včelstvo 

také látky syntetizované rostlinami. Pylkromě AMK a sterolů obsahuje také fenolické 

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

 Dalšími látkami, které mají přímý dopad na imunitní systém včel, jsou pesticidy 

(James a Xu, 2012). Organofosfáty, které představují jeden z mnoha typů pesticidů, 

ovlivňují počet hemocytů i fagocytózu.Fagocytóza je obvykle doprovázena produkcí 

melaninu, coţ můţe být rychlejší proces neţ produkce AmP. To vede ke tvorbě ROS, 

které mohou přispět k eliminaci patogenů Obr. 6(James a Xu, 2012).   
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Obr. 6: Schéma shrnující vliv insekticidů na imunitní systém včel. Plné obrysy rámečků a šipky 

znázorňují dráhy imunitního systému, přerušované obrysy rámečků a šipky vyznačují působení 

insekticidů na příslušné dráhy (převzato a upraveno dle James a Xu, 2012).  

  Nejnovější z hlavních tříd insekticidů jsou neonikotinoidy - thiacloprid, 

imidacloprid a klothianidin. Jde o neurotoxiny, které jsou agonisty nikotinových 

acetylcholinových receptorů (Henry, 2012), ovlivňují nervový systém a následně 

způsobují paralýzu i smrt (Goulsonet al., 2015). Brandt et al. (2016) dokázali, ţe 

subletální koncentrace těchto tří typů neonikotinoidů měly vliv na sníţení koncentrace 

hemocytů, odpověď enkapsulace i antimikrobiální aktivitu hemolymfy, kdy byla 

testována její inhibice vůči G
+
 bakterii Micrococcus flavus. Neonikotinoidní pesticidy 

jsou vyuţívány k ochraně rostlin před mšicemi a jiným savým hmyzem (Henry, 2012).  

 Detoxifikační systém u zvířat, kterým se xenobiotika stávají méně škodlivá a jsou 

poté vyloučena, je dělen na tři fáze. Fáze I zahrnuje enzymy metabolizující xenobiotika, 

které jsou tvořeny monooxygenasami cytochromu P450. Enzymy II. fáze působí na 

produkty fáze I, zahrnují glutathion S-transferasy (GSTs), UDP-glukuronosyltransferasy 

(UGTs) a karboxylesterasy. Enzymy UGTs a GSTs se podílejí na přeměnách toxických 

látek, coţ má za následek zvýšení hydrofility, která usnadňuje jejich vylučování z těla. 

Pro zajištění detoxifikace jsou estery xenobiotik hydrolyzovány karboxylesterasami. 

Fáze III zahrnuje ABC transportér (anglicky ATPbinding cassette) a další membránové 

transportéry, díky kterým jsou konjugované toxiny aktivně vylučovány z buněk 

(Misraet al., 2011).    
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2.3 Složení hemolymfy včel 

Hemolymfa je vodná tělní tekutina, která roznáší po těle včely ţiviny, odplavuje 

odpadní produkty látkové přeměny k exkrečním orgánům, nadbytečné ţiviny přivádí 

hlavně k tukovému tělesu. Můţe být bezbarvá, čirá, obvykle ale bývá pigmentována a je 

tedy naţloutlá aţ hnědá (Kodrík, 2004). Tato tělní tekutina zaujímá asi ¼ z celkové 

hmotnosti těla, obsahuje buňky zvané hemocyty, které se podílí na imunitních reakcích, 

kvůli absenci erytrocytů nerozvádí po těle kyslík (Veselýet al., 1985), pH je slabě 

kyselé (6,4 – 6,8), koncentrace solí (1,5 – 2,1 %), aminokyselin i peptidů je vyšší neţ u 

obratlovců (Kodrík, 2004). V hemolymfě jsou přítomny také sacharidy jako sacharosa, 

glukosa nebo trehalosa, které pocházejí z trávení potravy (Arslanet al., 1986).  

 Další důleţitou sloţkou jsou proteiny, které se liší různými funkcemi. Jejich obsah 

závisí na ţivotním období daného jedince, obvykle koncentrace proteinů zaujímá 6 %, 

v posledním larválním instaru se můţe hodnota zvýšit aţ na 20 % (Kodrík, 2004). 

Proteiny plnící zásobní funkci jsou téţ nazývány storage proteiny, jejich molekulová 

hmotnost se pohybuje kolem 500 kDa, nejvíce jsou tedy zastoupeny v larválním stádiu, 

u dospělých jedinců se obsah sniţuje. K tomuto typu proteinů řadíme např. arylphoriny , 

které jsou typické vysokým obsahem aromatických aminokyselin (18 – 26 %). 

Důleţitým lipoproteinem pro transport lipidů mezi orgány hmyzu je lipophorin, který se 

v hemolymfě můţe nacházet ve dvou formách. První formou je HDLp (high-density 

lipophorin), který je v hemolymfě přítomen, pokud je hmyzu v klidu, naopak při 

vykonávání aktivity např. při dlouhém letu je vyplavován LDLp (low-density 

lipophorin).  Tyto dvě formy se od sebe také liší tím, ţe LDLp má vyšší obsah tuku. 

Lipophoriny transportují širokou škálu lipidů, od triacylglycerolů aţ po cholesterol, 

jehoţ hlavními sloţkami jsou fosfolipidy a diacylglycerol. Lipidy jsou transportovány 

do rostoucích tkání nebo do tukového tělesa k uskladnění (Kanost et al., 1990). Mezi 

lipophoriny patří také JHBP (juvenile hormone binding protein), který slouţí 

k transportu juvenilního hormonu (Kodrík, 2004). Juvenilní hormon patří mezi 

gonadotropiny, ovlivňuje růst, reprodukci i ţivotnost hmyzu. Dalším proteinem 

přítomným v hemolymfě je vitellogenin. Jde o glykolipoprotein s molekulovou 

hmotností 180 kDa syntetizovaný v samičích tukových buňkách a následně uvolněný do 

hemolymfy, má u dělnic antioxidační účinky (Yang a Cox-Foster, 2005). 

 Hemolymfa je taktéţ místem výskytu AmP, lysozymu, lektinů, tedy látek 

souvisejících s humorální imunitou. V této tělní tekutině bylo detekováno několik 
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proteinů inhibujících proteasy jako cystein proteasový inhibitor nebo serpiny, ty aktivují 

fenoloxidasovou kaskádu.  Enzymy vyskytující se v plasmě hemolymfy jsou obvykle 

syntetizovány v hemocytech nebo tukovém tělese. Mezi nejvýznamnější enzymy 

obsaţené v hemolyfě patří trehalasa, která katalyzuje hydrolysu důleţitého sacharidu 

vyskytujícího se v hemolymfě, trehalosy (Kanostet al., 1990). 
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2.4 Chov včel in vitro 

Aby mohly být za podmínek in vitro studovány různé aspekty včel jako např. 

parazitologie, toxikologie nebo fyziologie za specifických podmínek, jsou včely 

chovány v laboratorních klíckách buď jednotlivě, nebo ve skupinách. Williams et al. 

(2013) shrnuli optimální podmínky pro laboratorní chov včel. 

 Ideální klícka slouţící k experimentálním účelům by měla být pouţita pouze jednou 

a poté zlikvidována, nebo lze pouţítsterilizovanou a vyčištěnou klícku, coţ má za 

následek minimalizaci kontaminace patogeny a jinými zbytky z předchozích 

experimentů. Pro studie spojené s toxikologií pesticidů je doporučována klícka 

jednorázová. Měla by být vyrobena z materiálů, které mohou být sterilizovány 

(nerezová ocel, sklo). Kovové a plastové klícky mohou být dekontaminovány acetonem. 

Měly by mít dostatek větracích otvorů na ventilaci, které by měly být pokryty 

prodyšným materiálem (filtrační papír), aby se opět sníţilo riziko kontaminace. Klícky 

by měly umoţňovat lehkou manipulaci s mrtvými včelami, aby mohly být snadno 

odstraněny. Velikost klícky by měla být přizpůsobena počtu včel, např. 500 cm
3
 (500 

ml) pojme aţ několik set dělnic. Pro skupinu méně neţ 100 jedinců se pro výběr 

uplatňuje velikost klece v poměru 3:1 (cm
3
/včela). Doporučená teplota pro chov 

dospělých jedinců je 30ºC. Doporučená relativní vlhkost se pohybuje v rozmezí od 

50 % do 70 %. Vlhkost uvnitř včelstva je ovlivněna nejen teplotou, ale i jednotlivými 

včelami. Včely v laboratoři jsou vţdy udrţovány v naprosté tmě. Nutností je také 

včelám zajistit přísun kyslíku. Oxid uhličitý dosahuje ve včelstvu vyšších hodnot neţ 

v atmosféře. Z důvodu výměny vzduchu je nutné zajišťovat větrání v klícce (Williams 

et al., 2013). 

 Pro chov včel je důleţitý také přísun správné výţivy, která má vliv na ţivotnost a 

fyziologii. Důleţitou sloţkou potravy pro včely jsou sacharidy a proteiny přijímané ve 

formě nektaru a pylu, dále vitamíny, minerály a lipidy. Dělnice chované in vitro jsou 

přikrmovány roztoky sacharosy, matkám je energie dodávána formou sacharosové pasty 

(Williams et al., 2013). 
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2.5 Metody měření složek humorální imunity hmyzu 

K detekci a kvantifikaci jednotlivých AmP byla pouţita vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie na reverzní fázi (RP-HPLC), díky které byly identifikovány peptidyjako 

hymenoptaecin, apidaecin i abaecin. Pro identifikaci těchto peptidů, byly testované 

včely infikovány ţivotaschopnými bakteriemiE. coli, a po 24 hodináchjim byla 

odebrána hemolymfa.Metodou Edmanovy sekvenace byla stanovena aminokyselinová 

sekvence zmíněných peptidů (Casteels et al.,1989; Casteels et al., 1990; Casteels et al., 

1993). Další metodou je Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight 

(MALDI-TOF MS), kvantitativní hmotnostní spektrometrie, která byla pouţita 

například k porovnání obsahu melittinu, apaminu a MCD-peptidu v jedu matky, dělnic a 

ošetřovatelek, tedy mladých dělnic (Baracchi aTurillazzi, 2010), ale také pro zkoumání 

neuropeptidů v mozku včel (Pratavieiraet al.,2014). Turillazzi et al. (2006) pro 

izolacidvou enzymů (dominulin A, dominulin B) z pokoţky samic vosíka skvrnitého 

(Polites dominula) pouţili metodu RP-HPLC i MALDI-TOF. Aminokyselinová 

sekvence potom byla zjištěna pomocí hmotnostní spektrometrie (Turillazziet al., 2006). 

Melittin, který je povaţován za jeden z nejdůleţitějších AmP včelího jedubyl stanoven 

za pouţití HPLC a kapilární elektroforézy (CE) s detekcí pomocí UV nebo hmotnostní 

spektrometrie (MS). Kombinace HPLC-MS se prokázala jako rychlejší a citlivější pro 

kvantifikacimelittinu i v malé koncentraci (Zhouet al., 2010;Donget al., 2015). Z 

různých vzorků včelích hlav, hrudníků a mateří kašičky byl elektroforetickou metodou 

v polyakrylamidovém gelu (PAGE) stanoven peptid royalisins antimikrobiálním 

účinkem vůči bakterii P. larvae (Bachanováet al., 2002). 

 Metoda polymerasové řetězové reakce (PCR) byla vyuţita pro ověření kandidátů 

imunitních genů včely medonosné a dále také pro stanovení jejich změny po interakci 

organismu s patogeny (Evanset al.,2006). Chaimanee et al. (2012)kvantifikovali 

genovou expresi několika AmP u včel po inokulaci parazitem N.ceranae pouţitím 

kvantitativní PCR (qPCR). Tuto metodu pouţil také Yang a Cox-Foster (2005) ke 

stanovení míry genové exprese tří AmP (abaecinu, defensinu a hymenoptaecinu) a 

enzymů souvisejících s imunitou (PO a lysozym).  

 Pro studium detailů ve strukturách většiny známých AmP se jako velmi uţitečná 

metoda projevila nukleární magnetická rezonance (NMR). Díky této analýze jsou 

známy trojrozměrné struktury a je tak snadnější porozumět funkci jednotlivých 
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peptidů(Reddyet al., 2004).Pomocí NMR Holak et al. (1988) identifikovali strukturu 

cecropinu A.  

 Laughton a Siva-Johty (2011) standardizovali protokol pro měření aktivity PO i 

ProPO v hemolymfě včel (A.mellifera). Hladiny aktivity PO byly testovány pomocí 

katalytické přeměny bezbarvého  L-DOPA (3,4-dihydroxy-L-fenylalanin)na 

červenohnědý dopachrom, který je měřen spektrofotometricky při vlnové délce 

490nm.Pro převedení zymogenu ProPO na aktivní PO se ukázal jako nejvhodnější α-

chymotrypsin o koncentraci 0,5 mg/ml, doba inkubace byla 5 minut. Vyšší hladiny této 

proteasy však měly negativní vliv na aktivitu PO (Laughton a Siva-Johty, 2011).  

 V rámci imunitního systému jsou mimo jiné důleţité dva antioxidační enzymy, CAT 

a SOD (Weirichet al., 2002). Aebi (1984) optimalizoval metodu pro měření katalasy a 

z jeho standardizace vycházejí další stanovení. V metodě pro stanovení aktivity katalasy 

se vyuţívá rozkladu 10 mM peroxidu vodíku (H2O2) působením tohoto enzymu. Měření 

se provádí stanovením změny absorbance při 240 nm a probíhá v prostředí 50 mM K-

fosfátového pufru o pH 7.  

 Schopnosti SOD inhibovat reakce superoxidů je vyuţíváno k nepřímému stanovení 

tohoto enzymu (Matoušková et al.,2014). Metoda stanovení byla optimalizována 

Paolettim et al. (1986) a Paolettim a Mocalim (1990). Metoda stanovení SOD se sestává 

ze tří kroků. První zahrnuje produkci superoxidů, kdy dochází k přeměně xantinu 

 xantinoxidasou, nebo se vyuţívá reakce NADH (NADPH) s fenazin methosulfátem. Ve 

druhé fázi dochází k detekci superoxidů, ke které je moţno vyuţít nitrotetrazoliovou 

modř (NBT), pyrogallol, cytochrom c a další spektrofotometricky měřitelné 

chromogenní substráty. Poslední krok této metody představuje inhibici reakcí 

superoxidů. To znamená, ţe SOD katalyzuje přeměnu superoxidů, dochází k inhibici 

přeměny chromogenních substrátů na jejich barevné produkty (Matouškováet al., 2014).  
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2.6 Elektromigrační metody 

2.6.1 Gelová elektroforéza 

SDS-PAGE 

Dodecylsulfát sodný (SDS), je detergent, schopný vázat se svou hydrofobní částí na 

proteiny. Dokáţe měnit tvar proteinů do válcovité podoby. Navázaný SDS na protein 

pak díky svému velkému negativnímu náboji překrývá vlastní náboj proteinu. To 

způsobí, ţe pokryté proteiny pak mají shodný poměr nábojů na jednotku hmoty a 

zároveň podobný tvar. Poté se proteiny při gelové elektroforéze dělí podle své 

molekulové hmotnosti za působení stejnosměrného elektrického proudu (Schägger, 

2006). Nejpouţívanější SDS-PAGE metodou je metoda dle Laemmliho (1970). Jde o 

diskontinuální systém elektroforézy za pouţití dvou gelů, tzv. zaostřovacího a dělícího 

gelu. Gely se liší především stupněm zesíťování, odlišným pH a koncentrací pufru 

(Garfin, 2002). Analyzovaný vzorek je rozpuštěn v pufru obsahujícím Tris-HCl 

(udrţuje konstantní pH), redukční činidlo (rozrušuje kvarterní strukturu proteinů), SDS, 

glycerol (zvyšuje hustotu vzorku) a barvivo bromfenolovou modř (vizualizace). Poté 

dochází k zahřívání na vodní lázni nebo v termobloku, coţ má za následek rozpuštění a 

denaturaci všech proteinů (Kinter a Sherman, 2005).Elektroforéza je zahájena 

bezprostředně po nanesení vzorku mikropipetou do jamky v polyakrylamidovém gelu a 

ukončena, jakmile se vzorek přiblíţí k okraji gelu. Pomocí některé z detekčních metod 

pak zkoumáme rozseparované fragmenty proteinů(Garfin, 2002). 

2.7 Izoelektrická fokusace 

Izoelektrický bod proteinu je hodnota pH, při které nemá protein náboj. Při izoelektrické 

fokusaci proteiny putují v gradientu pH aţ do fáze, neţ se dostanou do části o pH, které 

se rovná jejich izoelektrickému bodu, tam proteiny ztratí náboj a přestanou putovat dále. 

Kdyţ se proteiny zastaví, jsou pak fokusovány neboli zaostřeny do úzkých zón (s téměř 

stejným pH) kolem izoelektrického bodu. Pro přípravu pufrů pro fokusaci se pouţívají 

nízkomolekulární oligomery s alifatickými karboxylovými skupinami a 

aminoskupinami s podobnými izoelektrickými body. V elektrickém poli se tyto roztoky 

rozmístí tak, ţe nejkyselejší putují k anodě a ke katodě směřují zásaditější. Izoelektrická 
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fokusace je výhodná pro analytické a preparativní účely. Můţe se dále kombinovat s 

elektroforézou. (Voet a Voetová, 1995). 

2D-PAGE 

Jak z názvu plyne, jde o dvourozměrnou metodu, která je nejčastěji pouţívaná pro 

analýzu směsi proteinů na základě jejich pI a molekulové hmotnosti. Při této metodě je 

vyuţita kombinace izoelektrické fokusace (dělení látek ve směru podle hodnoty pI) a 

SDS-PAGE elektroforézy (separace látek ve směru kolmém k původnímu podle 

molekulových hmotností). Metoda je citlivá a lze tak oddělit proteiny, které se liší 

jediným nábojem. Této metody se vyuţívá pro separaci jednotlivých sloţek 

z komplexních směsí obsahující proteiny (Issaq a Veenstra, 2008).  

2.8 Western Blotting 

Western blot(Wb) je metoda známá také pod názvemprotein blotting nebo 

immunoblotting, vyuţívaná k immunodetekci proteinů po elektroforéze.  Wb umoţňuje 

přenos proteinů z SDS polyakrylamidového gelu na adsorpční membránu, na které je 

moţné identifikovat bandy proteinů po reakci se specifickými protilátkami. Postup Wb 

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

 

Obr. 7: Schéma procesu Wb: A) gel po SDS-PAGE před procesem Wb; B) přesný otisk gelu na 

membráně po blotování; C) navázání primárních protilátek na specifickém bandu na blotu; D) navázání 

sekundárních protilátek konjugovaných s enzymy (alkalická fosfatasa, křenová peroxidasa) tvořící vazby 

s primárními protilátkami; E) vyvolání barevné reakce (převzato a upraveno dle Kurien a Scofield, 2006) 

 

Wb a následná 

detekce 
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 Přenos bílkovin je zprostředkován působením elektrického pole působícího kolmo na 

povrch gelu, coţ zapříčiní pohyb proteinů z gelu na membránu, která je umístěna mezi 

gelem a kladnou elektrodou – vytvoří se tzv. sendvič. Sendvič zahrnuje na kaţdém 

konci podloţku z vláken (houbu), filtrační papír k ochraně gelu a blotovací membránu 

(Mahmood a Yang, 2012). 

 Pro Wb je velmi důleţité, aby byl těsný kontakt gelu a membrány pro zajištění 

jasného obrazu, a také, aby membrána byla umístěna mezi gelem a kladnou elektrodou. 

Tak dochází k přenosu záporně nabitých proteinů z gelu na membránu. Tento typ 

transportu se nazývá elektroforetický a můţe být uskutečněn v polosuchých nebo 

vlhkých podmínkách, které jsou preferovanější z důvodu prevence vyschnutí gelu 

(Mahmood a Yang, 2012).  

 Nezbytnou součástí Wb je membrána, která můţe být nitrocelulosová nebo 

polyvinyliden fluoridová (PVDF). PVDF membrány jsou výhodnější díky jejich vysoké 

kapacitě vázání proteinů, pevnosti a chemické stabilitě. PVDF je vhodné pro barvení 

barvivem Coomassie Brilliant Blue (CBB). Nitrocelulosová membrána se vyuţívá 

především pro svou vysokou afinitu k proteinu, v suchém stavu je však velmi křehká 

(Kurien a Scofield, 2006).  

 Dalším krokem je tzv. blokování, tedy ochrana nespecifických míst membrány před 

navázáním antigenů. Blokování se obvykle provádí s 5% roztokem BSA nebo 

s roztokem netučného sušeného mléka zředěného v TBS (kvůli sníţení pozadí). Poté je 

membrána inkubována s protilátkami, nejdříve primárními a poté se sekundárními, které 

jsou obvykle vázany s enzymy (např. křenová peroxidasa) (Mahmood a Yang, 2012).  

2.9 Detekce celkových proteinů na polyakrylamidovém gelu po 

provedené elektroforéze 

2.9.1 Detekce pomocí Coomassie Brilliant Blue 

Od zavedení této metody detekce pomocí barviva Coomassie Brilliant Blue (CBB) do 

oblastni analytické biochemie Fazekas De St. Groth et al. (1963) je tato metoda v 

oblasti detekce proteinů stále nejpouţívanější.  
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Obr. 8: Strukturní vzorec CBB-R250. 

 

Obr. 9: Strukturní vzorec CBB-G250. 

 CBB existují ve dvou derivátech odvozených od trifenylmetanu. Coomassie R-250 

(modrý odstín s nádechem červené, Obr. 8) a Coomassie G-250 (modrý odstín 

s nádechem zelené,Obr. 9), které se váţí na aminoskupinu proteinů díky 

elektrostatickým a hydrofobním interakcím. V původním protokolu byly gely umístěny 

do roztoku s 0,01% CBB rozpuštěného v 45% metanolu (mohl být nahrazen ethanolem 

nebo isopropanolem), 45% vody a 10% kyseliny octové (Westermeier a Marouga, 

2005).  

 V dnešní době existuje mnoho modifikací protokolů barvení, jejichţ výchozí látkou 

je CBB, např. 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). 

 Výhodou barvení metodou CBB je dobrá afinita barviva k proteinům, metoda je 

levná s dobrou opakovatelností a reprodukovatelností. Nevýhody jsou dlouhá doba 

barvení a spíše nízká citlivost (Westermeier a Marouga, 2005). 
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2.9.2 Fluorescenční detekce proteinů 

Metoda byla objevena roku 1971, nabízí vyšší citlivost v porovnání s detekcí CBB. 

Fluorescenční molekuly SYPRO Orange a SYPRO Red se váţí prostřednictvím 

nekovalentních interakcí na proteiny. Další pouţívané barvivo je SYPRO Ruby Red, 

podobně citlivé jako barvení stříbrem (Merril et al., 1983). Jako citlivější se projevilo 

barvivo Deep Purple obsahující fluoroforepicocconzískávaný z houby Epicoccum 

nigrum. Fluorescenční barvení je optimální spolehlivá metoda pro získání vysoké 

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

2.9.3 Detekce proteinů stříbrem 

Metoda detekce proteinů, která byla objevena v polovině 17. století. Prvotně byla hojně 

vyuţívána ve fotografickém průmyslu, postupem času slouţila k vizualizaci buněčných 

struktur (Merrilet al., 1983). Přestoţe existuje mnoho protokolů barvení stříbrem, 

všechny jsou zaloţeny na redukci stříbrných iontů působením vedlejších řetězců 

aminokyselin v alkalickém prostředí. K této přeměně dochází po interakci stříbra 

s proteiny na gelu. Stříbrné ionty váţí proteiny na základě elektrostatických interakcí s 

COO
-
 skupinou Asp a Glu nebo se komplexují s imidazolem, SH nebo NH3 skupinami 

His, Cys, Met a Lys. Nejdříve jsou gely fixovány buď v 20% kyselině trichloroctové, a 

to zejména gely tenčí neţ 0,5 mm, nebo v 50% metanolu s 12% kyselinou octovou. Poté 

gely dvakrát promýváme 10% ethanolem s 5% kyselinou octovou. V dalších krocích 

jsou gely nejprve namočeny v dichromanu draselném a poté v dusičnanu stříbrném. 

Opět proplachujeme (uhličitanem sodným s formaldehydem). Jakmile se objeví jemně 

naţloutlé pozadí, proces zastavujeme uloţením gelu na 5 minut do 3% kyseliny octové 

(Merrillet al., 1983). 

 Existují čtyři způsoby vyvolávání gelů. Krátká metoda s dusičnanem stříbrným a 

dlouhá metoda s dusičnanem stříbrným, fixace v roztoku obsahujícím amoniak a stříbro 

bez aldehydu nebo v amoniaku s formaldehydem. Vyvolávání v roztoku bez aldehydu 

poskytuje vynikající kompatibilitu s hmotnostní spektrometrií. Vyvolávání s 

formaldehydem je nejcitlivější (Chevalletet al., 2006). Barvení stříbrem je pouţívanou 

metodou díky dobré citlivosti, viz Tab. 2, náklady jsou však vyšší v porovnání 

s barvením CBB,výsledky získáme poměrně rychle (Westermeier a Marouga, 2005). 
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Tab. 3: Porovnání inkubačních dob a detekčních limitů barviv (převzato a upraveno dle 

Granvogl et al., 2007) 

Barvivo Inkubační doba (hodiny) Detekční limit (ng proteinu) 

Coomassie (G-250) 15  1-16 

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

Stříbro  0,25-3 0,5 

SyproRuby 5,5-12  0,5-5 

Deep Purple  3,5  0,1 

 

2.9.4 Negativní barvení gelu zinkem s SDS a imidazolem 

Metoda, při které nedochází k barvení proteinů, ale je vizualizováno pozadí gelu. 

Komplexní sůl zinku, SDS a imidazolu se vysráţí v polyakrylamidovém gelu. 

Proteinové pásy se vůči tmavě zbarvenému gelu stávají dobře viditelné. Citlivost této 

metody je řazena mezi barvení CBB a stříbrem. Vysráţená sůl můţe být zpětně 

rozpuštěna pufrem Tris-EDTA, coţ podporuje elektroforetický transport proteinů pro 

Wb (Westermeier a Marouga, 2005).  
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3 Experimentální část 

3.1 Materiál 

3.1.1 Použité chemikálie 

Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA) 

APS (Sigma-Aldrich, Německo) 

Bisakrylamid (MP Biomedicals, USA) 

n-Butanol (Sigma-Aldrich, Německo) 

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

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

Dihydrogenfosforečnan draselný (Sigma-Aldrich, Německoú 

Fenylthiomočovina (Sigma-Aldrich, Německo) 

Glycerol (Lach-Ner, Česká republika) 

Hovězí sérový albumin (Sigma-Aldrich, Německo) 

Hydrogenfosforečnan draselný (Sigma-Aldrich, Španělsko) 

Kyselina ethylendiamintetraoctová (Lach-Ner, Česká republika) 

Kyselina fosforečná 85% (Sigma-Aldrich, Švýcarsko) 

Kyselina chlorovodíková (Lach-Ner, Česká republika) 

Kyselina trifluoroctová (Fluka, Švýcarsko) 

Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Japonsko) 

Metanol (Lach-Ner, Česká republika) 

Močovina (Sigma-Aldrich, Německo) 
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Peroxid vodíku 30% (Lach-Ner, Česká republika) 

Primární protilátky (Clonestar, Česká republika) 

SDS (Applichem, Německo) 

SDS-PAGE marker – Ultra Low range Molecular Weight Marker (standard obsahuje: 

triosafosfát isomerasu z králičího svalu (26.600 Da), myoglobin z koňského srdce 

(17.000 Da), α-laktalbumin z kravského mléka (14.200 Da), aprotinin z hovězích plic 

(6.500 Da), insulinový řetězec B (3.496 Da) a bradykinin (1,060 Da); Sigma-Aldrich, 

USA)   

Sekundární protilátky(anti-králičí IgG protilátky značené alkalickou fosfatasou; Sigma-

Aldrich, USA) 

Síran hlinitý (Lach-ner, Česká republika) 

Sušené odstředěné mléko (Sigma-Aldrich, Německo) 

TEMED (Sigma-Aldrich, Čína) 

Tricin (Sigma-Aldrich, USA) 

Tris (MP Biomedicals, Francie) 

Tween-20 (Sigma-Aldrich, Německo) 

3.1.2 Přístrojové vybavení 

Analytické váhy (Sartorius, Německo), automatické pipety (Eppendorf, Německo), 

elektroforetický systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA), 

elektromagnetická míchačka (Biosan, Litva), Gel Doc EZ System (Bio-Rad, USA), 

chlazená centrifuga 5415R (Eppendorf, Německo), digitální pH metr InoLab pH level1 

(InoLab, Německo), nitrocelulosová membrána (Bio-Rad, Německo), PVDF membrána 

Bio-Rad, Německo),třepačka Bio Shaker 30 (Biosan, Litva), třepačka vortex V-1 Plus 

(Biosan Litva), zdroj napětí pro elektroforézu (Bio-Rad, USA), předváţky (KERN, 

Německo), kulový mlýnek FastPrep FP120 (Thermo Savant, USA), UV-VIS 

spektrofotometr (Agilent Technologies, USA) 
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3.1.3 Biologický materiál 

Vzorky včel Apis mellifera carnica pochází ze včelnice na Kývalce u Rosic u Brna. 

Včely byly odebírány náhodně z plástů, stáří včel nebylo rozlišováno, včely byly vţdy 

odebírány v odpoledních hodinách a po odběru ihned zamrazeny v tekutém dusíku. 

Včelstva byla klinicky zdravá.  K dispozici jsem měla vzorky včel ze včelstev 23, 24 a 

131, odběry proběhly v květnu a srpnu roku 2016.  

 Další včely, které jsem vyuţila pro experiment, byly rozděleny do skupin, viz Tab. 4 

a krmeny ad libitum různou potravou.Vzorky včel pochází ze včelstva 588, vylíhly se za 

laboratorních podmínek a od stáří jednoho dne byly krmeny potravou, která je uvedena 

v Tab. 4. Včely (A. melifera carnica) pocházejí ze soukromé včelnice Ing. Květoslava 

Čermáka, CSc. z Petrušova. Ze včelstva 588 byl odebrán zavíčkovaný plod 1 – 2 dny 

před líhnutím, plásty byly převezeny do laboratoře, kde se včely vylíhly v izolátoru 

umístěném v inkubátoru (34,5°C).  

Tab. 4: Pouţité experimentální skupiny včel a příslušný obsah potravy.  

Experimentální 

skupina 

Typ krmiva 

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 

 Příprava roztoků potravy pro včely:  

 MYPGP medium (200 ml): 2 g Mueller Hinton broth; 3 g yeast extrakt; 0,6 g 

K2HPO4; 0,2 g Na pyruvát; 4 g agar + 4 ml 10% glukosa  

 50% sacharosa: 100 g cukru rozpustěno ve 100 ml sterilní H2O, rozmícháno, 

doplněno na objem 200 ml. 

  50% sacharosa + bakteriální suspenze P. larvae: Bakterie byly inkubovány přes 

noc při 37 ⁰ C (50 ml suspenze), po inkubaci byly bakterie pročištěny (rozpuštěno ve 

fyz. roztoku; 2× centrifugace 10000 ×g, 8-10 min). Pelety po poslední centrifugaci 

rozpuštěny v 10 ml fyziologického roztoku → ředěno v roztoku 50% sacharosy na 

OD600= 0,1 ve 200 ml sacharosy. 
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 50% sacharosa + spory A. apis: Odebráno 5 ks larev napadených A. apis (zvápenatělé 

mumie). Spory byly zhomogenizovány v 1 ml sterilní H2O. Do 200 ml 50% sacharosy 

přídavek 2× 1ml zhomogenizovaných larev (celkem 10 ks larev). 

 Pro SDS-PAGE elektroforézu byla vyuţita hemolymfa, která byla odebrána včelám 

v srpnu 2016 na včelnici na Kývalce. Celkem 10 včel bylo pouţito k odběru hemolymfy 

pro směsný vzorek, kaţdé včele byly odebrány 2 μl hemolymfy z hrudníku. 

 Biologické vzorky jsem obdrţela od svého vedoucího.   
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3.2 Metody 

3.2.1 Stanovení kalibrace pro výpočet koncentrace proteinů 

Stanovení koncentrace proteinů bylo provedeno metodou dle Bradforda (1976). Do 

jamky na mikrodestičku bylo naneseno 45 μl deionizované H2O, 5μl standardu, kterým 

byl roztok hovězího sérového albuminu (BSA; koncentrace 50 – 1000 μg/ml), nebo 

vzorku proteinu a 200 μl roztoku Bradfordova činidla. Zásobní roztok tohoto činidla byl 

připraven rozpuštěním 50 mg CBB G-250 ve 25 ml MeOH a 50 ml 85% kyseliny 

fosforečné. Roztok byl doplněn deionizovanou vodou na objem 100 ml a uchováván 

v lednici. Před pouţitím byl zásobní roztok vţdy naředěn deionizovanou vodou 

v poměru 1:4 (Stoscheck, 1990). Měření bylo provedeno spektrofotometricky při vlnové 

délce 595 nm.  
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3.2.2 Stanovení aktivity CAT 

Specifická aktivita je stanovena z koncentrace proteinů ve vzorku a aktivity daného 

enzymu v příslušném vzorku. Pro měření aktivity enzymu CAT byly vyuţity jednotlivé 

tělní části(hlava, hrudník, zadeček) ze včel (včelstva 23, 24, 131) odebraných v květnu a 

srpnu, a také hrudníky včel ze včelstva 588, včely byly krmeny in vitro různou  

potravou, viz. Tab. 4. Pro stanovení specifické aktivity těchto vzorků byla 

změřenajejich koncentrace metodou dle Bradforda (1976), přičemţ vzorky hlav byly 

ředěny 4×a vzorky hrudníků a zadečků 7× – 10×.  

3.2.2.1 Příprava vzorků včel pro stanovení aktivity CAT 

Veškeré vzorky včel byly uchovány v mrazáku při -80°C. Včely byly rozděleny na 

ledové lázni na hlavu, hruď a zadeček a umístěny do mikrozkumavek. Zde ke kaţdé 

části byly přidány homogenizační kuličky (cca 10 ks)a 100 μl 0,1M K-fosfátového 

pufru (pH 7,0), který navíc obsahoval 1mM EDTA a 0,01% PTU. Vzorky byly 

homogenizovány v kulovém mlýnku. Poté bylo přidáno dalších 100 μl  0,1M K-

fosfátového pufru a zkumavky byly opět homogenizovány a následně centrifugovány 

při 12000×g při teplotě 5°C po dobu 10 minut. Do doby dalších měření byly vzorky 

skladovány při -80°C.  

3.2.2.2 Měření aktivity CAT 

Měření bylo provedeno dle původního protokolu podle Aebi (1984), některé parametry 

byly ovšem optimalizovány (koncentrace H2O2, mnoţství vzorku). Pro zjištění aktivity 

CAT byla měřena spektrofotometricky absorbance úbytku peroxidu vodíku při vlnové 

délce 240 nm. 

 Z upravených vzorků hlav nebo hrudníků bylo pro analýzu napipetováno do UV-

kyvety 50 μl, ke kterým bylo přidáno 1950 μl 50mM K-fosfátového pufru (pH 7,0). 

Z homogenátů zadečků bylo pro jejich měření aktivity odebráno a napipetováno do UV-

kyvety 10 μl, k nim bylo přidáno 1990 μl 50mM K-fosfátového pufru (pH 7,0). Byl 

měřen poklesabsorbance 60mM H2O2, kterého bylo do jednotlivých kyvet přidánovţdy 

500 μl. Následně byla spočítána změna koncentrace a tedy i aktivita vztaţená na 

jednotku času. Kaţdý vzorek byl měřen v triplikátech po dobu 60 sekund při 25°C, 

teplota byla udrţována vodním termostatem. 
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3.2.3 SDS-PAGE elektroforéza 

Metoda byla vyuţita k separaci proteinů ve vzorcích hemolymfy, u kterých byly po 

jejich úpravě (viz kapitola 3.2.3.1) změřeny koncentrace metodou dle Bradforda (1976), 

a k následnému porovnání citlivosti metod detekce proteinů na polyakrylamidových 

gelech a Wb.  

3.2.3.1 Příprava vzorků 

Po odchycení a odstřiţení zadečku byly včelám odebrány 2 μl hemolymfy. Do jedné 

mikrozkumavky byla napipetována hemolymfa z 10 včel (celkem 20 μl), ke které bylo 

přidáno 100 μl 0,1% TFA, poté byly vzorky lyofilizovány, uchovány při -80°C. 

 Pro nanášení vzorku hemolymfy na jamku, byl připraven zásobní roztok hemolymfy 

připravený rozpuštěním lyofilizované hemolymfy ve 100μl 0,1% TFA. Jako standardy 

pro metodu Wb jsem pouţila kompletně syntetizovaný peptid abaecin (UniProt 

P15450), dále pak peptid pokrývající část sekvence abaecinu, který byl pouţit pro 

přípravu protilátek, označen CFN. CFN byl dále kaplován na BSA nebo na KLH 

protein, tyto standardy jsem také vyuţila pro optimalizaci Wb. Pro optimalizaci 

immunodetekce defensinu jsem pouţila částečnou sekvenci defensinu, pouţitou pro 

přípravu protilátek, označenou jako CRK. Tato část antimikrobiálního peptidu 

defensinu byla stejně jako při přípavě protilátek proti abaecinu kaplována na BSA nebo 

KLH protein. 

3.2.3.2 Příprava pufrů a gelů 

Příprava anodového pufru: Na přípravu anodového pufru bylo naváţeno 6,06 g Tris, 

který byl rozpuštěn ve 200 ml dH2O. Hodnota pH roztoku byla upravena 1M HCl na 

hodnotu 8,9, poté byl roztok doplněn dH2O na 500 ml celkového objemu. Pufr tedy 

obsahoval 0,1M Tris, pH 8,9. 

Příprava katodového pufru: Na přípravu katodového pufru bylo naváţeno 6,06 g Tris, 

8,96 g Tricinu a 0,5 g SDS, vše bylo rozpuštěno ve 200 ml  dH2O, roztok byl doplněn 

na objem 500 ml. Výsledný pufr tedy obsahoval 0,1M Tris, 0,1 M Tricin, 0,1% SDS, 

pH 8,25.  
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Příprava roztoku do separačního gelu AB-6: Bylo naváţeno 930 g akrylamidu (AA) a 

6,0 g N,N´- methylen-bisakrylamidu (bAA), které byly rozpuštěny ve 200 ml dH2O. 

Pufr byl skladován v lednici při teplotě 4° C (Schägger, 2006).  

Příprava roztoku do zaostřovacího gelu AB-3: Bylo naváţeno 96,0 g AA a 3,0 g bAA, 

které byly rozpuštěny ve 200 ml dH2O. Pufr byl skladován v lednici při teplotě 4° C 

(Schägger, 2006). 

Příprava gelového pufru: Bylo naváţeno 181,65 g Trisu a 1,5 g SDS, které byly 

rozpuštěny ve 300 ml dH2O. Hodnota pH roztoku byla pomocí HCl upravena na 8,45 a 

roztok byl doplněn na 500 ml celkového objemu. 

Příprava vzorkovacího – redukujícího pufru: Na přípravu bylo pouţito 12% SDS, 6% 

merkaptoethanol, 30% glycerol, 0,05% Coomassie Brilliant Blue G-250 a 150mM 

Tris/HCl (pH 7) 

Příprava 16% polyakrylamidového gelu: Bylo smícháno 10 ml AB-6, 10 ml gelového 

pufru a 3 g glycerolu, roztok byl doplněn na celkový objem 30 ml. Polymerizace 

proběhla po přídavku 100 μl 10% APS a 10  μl TEMEDU. 

Příprava 16% polyakrylamidového gelu s přídavkem 6M močoviny: Bylo smícháno 10 

ml AB-6, 10 ml gelového pufru a 10,8 g močoviny, roztok byl doplněn na celkový 

objem 30 ml. Polymerizace proběhla po přídavku 100 μl 10% APS a 10  μl TEMEDU. 

Příprava zaostřovacího 4% gelu: Byl smíchán 1 ml AB-3 a 3 ml gelového pufru. 

Polymerizace proběhla po přídavku 90 μl 10% APS a 9  μl TEMEDU. 

3.2.3.3 Provedení SDS-PAGE elektroforézy 

Byla provedena tricinová elektroforéza v 16% polyakrylamidovém gelu a v 16% 

polyakrylamidovém gelu s přídavkem 6M močoviny (Schägger, 2006). Před nanesením 

na gel byly vzorky vţdy inkubovány se vzorkovacím pufrem v poměru 3:1 při teplotě 

90°C po dobu 5 minut. Na jamku bylo naneseno 12μl standardu malých molekulových 

hmotností (ULMW, rozsah 1.060-26.600 Da) a 12μl vzorku hemolymfy,standardu AmP 

10μM abaecinunebo CRK(označení části peptidu defensinu) o koncentraci 10 mg/ml. 

Na gely, které byly připraveny pro porovnání citlivosti barvení, byl nanesen ULMW 

marker a hemolymfa. Na gely, které byly po elektroforéze přeblotovány, byla nanesena 
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hemolymfa a standard AmP abaecinu, nebo CRK. Napětí pro průchod vzorku 

zaostřovacím gelem při průběhu elektroforézy bylo 50 V a napětí pro průchod vzorku 

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

3.2.3.4 Detekce proteinů na gelech po provedeníelektroforézy 

3.2.3.4.1 Detekce Coomassie Brillant Blue 

Byly pouţity tři typy barvení: CBB R-250 (Schägger, 2006), koloidní barvení CBB G-

250 (Kang et al., 2002; Dyballa a Metzger, 2009) a barvení CBB G-250, které proběhlo 

v mikrovlnné troubě. Barvení roztokem CBB R-250 vycházelo z protokolu dle 

Schäggera (2006). Gely byly po vyjmutí z elektroforetické aparatury umístěny po dobu 

30 minut aţ 1 hodiny do fixačního roztoku, poté následovalo samotné barvení gelů 

v roztoku obsahujícím CBB R-250. Po uplynutí doby barvení byly gely několikrát 

propláchnuty odbarvovacím roztokem 1(10% kyselina octová, 40% metanol). 

 Gely, které byly obarveny koloidním barvením CBB G-250 byly nejprve opláchnuty 

dH2O a poté umístěny do koloidního roztoku obsahujícího CBB G-250 (Pink et al., 

2010). Po 2-12 hodinách byly gely několikrát propláchnuty odbarvovacím roztokem 2 

(10% methanol, 2% kyselina fosforečná). 

 Pro porovnání barvení bylo otestováno také barvení roztokem CBB-G250, které 

proběhlo v mikrovlnné troubě. Jedná se o barvení bez organického rozpouštědla. Gely 

byly nejprve umístěny do roztoku CBB-G250, ve kterém byly po dobu 30 sekund 

vystaveny působení mikrovlnné trouby. Po vyjmutí byly gely ponechány v roztoku ještě 

15 minut. Poté byl roztok vylit a gely byly propláchnuty dH2O. Dokumentace gelů po 

detekci byla provedena pomocí přístroje Gel Doc EZ Imager. 

3.2.3.4.2 Detekce stříbrem 

Gely byly nejprve umístěny do fixačního roztoku po dobu 20 minut. Poté byly 

přemístěny do oplachovacího roztoku na 10 minut, následovalo promytí v dH2O (10 

minut). Pro zvýšení cistlivosti byly gely na 1 minutu umístěny do 0,02% (w/v) 

thiosíranu sodného. Gely byly promyty vodou (2 ×1 minutu) a dále umístěny do 

vyvíjecího roztoku, dokud se na gelu neobjevily obarvené pásy proteinů. Nakonec byl 
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gel umístěn do zastavovacího roztoku 5% (v/v) kyseliny octové. Dokumentace gelů po 

detekci byla provedena pomocí přístroje Gel Doc EZ Imager. 

3.2.3.4.3 Roztoky použité pro detekci 

Fixační roztok: 50% metanol, 10% kyselina octová 

Barvicí roztok CBB-R250: 0,1% CBB-R250, 45% metanol, 15% kyselina octová 

Barvicí roztok CBB-G250 (koloidní): 0,02% CBB-G250, 5% síran hlinitý, 10% 

metanol, 8% kyselina fosforečná 

Barvicí roztok CBB-G250 (mikrovlnná trouba): 80 mg CBB-G250 v 1 l dH2O, 3 ml 

koncentrované HCl 

Odbarvovací roztok 1: 10% kyselina octová, 40% metanol 

Odbarvovací roztok 2: 10% metanol, 2% kyselina fosforečná 

Oplachovací roztok: 50% metanol 

Vyvíjecí roztok: 0,04 % formaldehyd, 2% Na2CO3 

3.2.4 Western blot 

Po elektroforéze vzorků hemolymfy a AmP byl proveden Western blot v uspořádání 

tank-blot. Tento proces zahrnuje přenos proteinů z gelu na NC nebo PVDF membrány, 

jejichţ velikosti pórů byly 0,45 μm (Bio-Rad, Německo). Membrána byla přitisknuta na 

gel, a společně byly obklopeny filtračním papírem a porézní houbičkou, tento „sendvič“ 

byl vloţen do kazety a ta do komůrky MiniProtean (Bio-Rad, Německo).Nejprve byly 

všechny komponenty před vloţením do aparatury ponechány 10 minut v blotovacím 

pufru, který byl uchováván v lednici (4°C). Proud při blotování byl nastaven na0,8 

mA/cm
2
, aparatura byla umístěna do lednice a blotovací proces probíhal většinou přes 

noc, nebo minimálně po dobu 4 hodin.   

 Po blotovacím procesu byla kazeta z komůrky vyjmuta a rozloţena. Dále následoval 

proces blokace membrány, kdy NC nebo PVDF membrána byla ponořena do 

blokovacích roztoků (5% (w/v) sušeného mléka nebo 5% (w/v) BSA v TBS). Po 2 

hodinách blokování byla membrána promyta 3× po 10 minutách v TBS obsahujícím 
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0,1% Tween-20. Po promývání byla membrána inkubována s primární protilátkou, která 

byla naředěna v poměru 1:500 s roztokem 5% sušeného mléka v TBS nebo roztokem 

5% BSA v TBS. Byly pouţity protilátky proti defensinu a proti abaecinu. 

 Primární protilátky proti abaecinu a defensinu byly dodány firmou Clonestar, Brno. 

Současně byly dodány standardy k ověření funkčnosti primárních protilátek, a to 

antigen navázaný na BSA, antigen navázaný na KLH protein a samotný purifikovaný 

peptid. Dále následovalo promytí obdobné jako po blotovacím procesu a umístění 

membrán do roztoku s kozí sekundární anti-králičí IgG protilátkouznačené alkalickou 

fosfatasou (Sigma-Aldrich). Protilátka byla ředěna v poměru 1:1000 s roztokem 5% 

sušeného mléka v TBS nebo 5% BSA v TBS, zde byla membrána ponechána inkubaci 

po dobu 1-2 hodin. Dále následovalo opět promytí a detekce barvicím roztokem. Asi po 

5 minutách jemného protřepávání došlo ke zbarvení všech bandů, kde byl obsaţen 

příslušný AmP. Reakce barvení byla ukončena promytím v dH2O. 

3.2.4.1 Použité roztoky pro imunodetekci abaecinu a defensinu 

Barvicí roztok: Připraven vţdy čerstvý před pouţitím, 33 μl NBT, 33 μl BCIP, 10 ml 

AP pufru na 2 membrány. 

Blotovací pufr: 0,025M Tris-HCl, 0,192M glycin, 20% metanol, pH 8,3, doplněno 

dH2O do objemu 1 litr. 

Blokovací roztoky: 5% sušené mléko v TBS; 5% BSA v TBS. 

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

3.2.5 Použité statistické metody 

Získané výsledky byly statisticky vyhodnoceny v programu Statistica 13.1. Statistická 

významnost pouţitých testů byla vyhodnocována na hladině α = 0,05. Pro znázornění 

výsledků byly pouţity krabicové (box-plot) grafy, k jejichţ sestrojení byl vyuţit nástroj 

BoxPlotR dostupný na webu: http://shiny.chemgrid.org/boxplotr/, 22.4. 2017.  
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4 Výsledky a diskuze 

4.1 Kalibrace pro výpočet koncentrace proteinů 

Pro výpočet koncentrace proteinů ve vzorcích, byly nejprve připraveny roztoky o 

vzrůstající koncentraci hovězího sérového albuminu. Pro stanovení koncentrace 

proteinů v rozmezí hodnot 200 – 1000 μg/ml byl sestrojen graf (Obr. 10), koncentrace 

proteinů vzorků byly počítány z kvadratické rovnice. Koncentrace proteinů ve vzorcích, 

jejichţ hodnoty byly niţší, tedy do 200 μg/ml, byly počítány z rovnice přímky (y = 

0,0005x + 0,0933; R
2
 = 0,9678). Měření bylo provedeno metodou dle Bradforda (1976) 

spektrofotometricky při 595 nm.  

 

Obr. 10: Kalibrační křivka BSA pro přepočet koncentrací proteinů ve vzorcích v rozmezí 200 – 

1000μg/ml. Rovnice křivky, podle které byly koncentrace přepočítány je y = 5E-07x
2
 -0,0002x 

+ 0,2766; R
2
 = 0,9908. 

 Pro ověření správnosti metody pro přepočet koncentrací proteinů ve vzorcích byly 

připraveny roztoky hovězího sérového albuminu o koncentracích 50, 100, 150, 200, 

400, 600 a 800 μg/ml (Obr. 11). Kaţdý vzorek o dané koncentraci byl připraven vţdy 

6× a takto připravené vzorky byly potom měřeny v triplikátech, dle kalibrační rovnice 

byly zpětně vypočítány koncentrace BSA. 
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Obr. 11: Graf znázorňující ověření správnosti metody pro přepočet koncentrací proteinů ve 

vzorcích. Na ose x jsou hodnoty připraveného standardního roztoku BSA, který byl připraven 

z naváţeného standardu BSA a následě naředěn na poţadované koncentrace. Ny ose y jsou 

znázorněny koncentrace proteinů, které byly ve vzorcích naměřeny a přepočítány pomocí 

daných rovnic. 

4.2 Koncentrace proteinů v homogenizovaných tkáních včel 

Metodou dle Bradforda (1976) byly zjištěny koncentrace v jednotlivých vzorcích, které 

byly připraveny homogenizací tělních tkání včel. Vzorek obsahoval vţdy danou tělní 

část, ke které bylo napipetováno 200 μl 0,05M K-fosfátového pufru. Vzorky byly před 

měřením vţdy centrifugovány (12000 ×g) při teplotě 5°C po dobu 10 minut a po dobu 

měření uchovány na ledu. Vzorky obsahující homogenizované hlavičky byly pro 

stanovení koncentrací proteinů ředěny pouze 4×, vzorky obsahující homogenizované 

zadečky a hrudníky potom byly ředěny 7× - 10×. 

 Z hodnot měření byly vypočítány koncentrace proteinů, které jsou pro hlavičky (Obr. 

12), hrudníky (Obr. 13) a zadečky (Obr. 14) uvedeny v grafech.S vyuţitím t-testu byly 

porovnávány průměry koncentrací proteinů jednoho včelstva v různých odběrových 

měsících (mezi květnem a srpnem v rámci jednoho včelstva), porovnávaná data jsou 

vţdy v grafu vyznačena svorkou (hodnota p – pravděpodobnost výsledků). 
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Obr. 12: Graf koncentrací proteinů v hlavičkách včel ze včelstev 23, 24 a 131 odebraných 

v květnu a srpnu.  

 

Obr. 13: Graf koncentrací proteinů v hrudnících včel ze včelstev 23, 24 a 131 odebraných 

v květnu a srpnu.  
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Obr. 14: Graf koncentrací proteinů v zadečcích včel ze včelstev 23, 24 a 131 odebraných 

v květnu a srpnu. 

 Koncentrace proteinů v hlavičkách (Obr. 12) se celkově pohybovaly v rozmezí od 

0,5 po 5 mg/ml. Jak ukázaly výsledky t-testu, průměry koncentrací ve včelstvu 23 a 131 

v květnu a srpnu se nelišily (p> 0,05). Naopak tomu bylo u včelstva 24, kdy 

bylyprůměry koncentrací proteinů významně odlišné (p < 0,05). 

 V hrudnících byly, vzhledem k ostatním tělním částem, koncentrace proteinů 

nejvyšší (Obr. 13), nacházely se v rozmezí od 4 do 9,5 mg/ml. Koncentrace celkových 

proteinů byly podobné jako v homogenátech z hlaviček. Průměry koncentrací u včel 

odebraných v květnu a srpnu se statisticky nelišily jak u včelstva 23, tak 131 (p> 0,05). 

Jinak tomu bylo u včelstva 24, zde se průměry v dané tkáni v květnu a srpnu opět 

signifikantně lišily (p < 0,05).  

 V zadečcích se koncentrace proteinů pohybovaly od 2,5 do 7,5 mg/ml (Obr. 14). 

V tomto případě se průměry koncentrací signifikantně nelišily pouze v rámci včelstva 

131 (p> 0,05), zatímco včelstva 23 a 24 vykazovala signifikantně odlišné koncentrace 

proteinů v květnu a sprnu (p< 0,05).   

 Vysoké koncentrace v zadečcích a hrudnících mohou být způsobeny přítomností 

tukového tělesa, které vyplňuje zadeček včel, naopak hrudník je převáţně tvořen 

létacími svaly (Veselý et al., 1985). Především v abdominální části tukového tělesa 
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dochází k syntéze zásobních proteinů, např. vitellogeninu nebo antimikrobiálních 

peptidů (Corona el al., 2007,Danihlíket al., 2015).  

 Stejným způsobem (homogenizace) byly také upraveny tkáně infikovaných včel, u 

kterých byla stanovena koncentrace proteinů. Výsledky byly opět zpracovány do grafu 

(Obr. 15). Průměry koncentrací byly porovnány statistickou analýzou one-way 

ANOVA. 
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Obr. 15: Graf koncentrací proteinů v hrudnících včel ze včelstva 588 krmených in vitro různou 

potravou (one-way ANOVA, p = 0,023). 

 Koncentrace proteinů byly tedy stanoveny v hrudnících včel (Obr. 15), které 

pocházely z experimentu, kdy byly ad libitum krmeny v laboratorních podmínkách od 

stáří jednoho dne potravou, uvedenou v Tab. 4 v kapitole 3.1.3. U těchto včel se 

koncentrace proteinů pohybovala v rozmezí hodnot od 4 do 9 mg/ml. Přestoţe rozmezí 

hodnot bylo téměř obdobné jako u včel odebraných ze včelstva 23, 24 a 131, průměry se 

signifikantně lišily (p < 0,05). Porovnání koncentrací v hrudnících klinicky zdravých 

včel a infikovaných včel je uvedeno v Obr. 16. 
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Obr. 16: Graf porovnání koncentrací proteinů v hrudnících klinicky zdravých včel ze včelstev 

23, 24, 131 a v hrudnících včel infikovaných ze včelstva 588.  

4.3 Stanovení specifické aktivity enzymu CAT 

Specifická aktivita je aktivita vztaţená na 1 mg proteinu, jednotkou je tedy 1 nkat/mg. 

Pomocí této veličiny je tedy vyjádřena přítomnost enzymu CAT v homogenizovaných 

tkáních. Pro měření byly vyuţity tkáně, u kterých byly dříve stanoveny koncentrace 

proteinů, jejichţ výsledky jsou shrnuty v předchozí kapitole 4.2. Při měření se 

vycházelo z původního protokolu dle Aebi (1984), který byl ovšem v několika 

parametrech modifikován. Pro spektrofotometrické měření (240 nm) nebyl pouţit jako 

substrát reakce 10mM H2O2uvedený v původním protokolu dle Aebi (1984), ale60mM 

H2O2. Jako vhodný čas pro měření změny absorbance bylo zvoleno 60 s, při kterých 

byla změna absorbance evidentní, a stále byl ve směsi v nadbytku přítomen substrát.  

 U jednotlivých tkání se také lišil objem naneseného vzorku, celkový objem reakční 

směsi byl však zachován (2,5 ml). Pro homogenáty hlaviček (Obr. 17) i hrudníků 

klinicky zdravých včel (Obr. 18) byl experimentálně zvolen objem vzorku 50 μl, který 

byl doplněn na poţadovaný objem 2 ml 0,05M K-fosfátovým pufrem (pH 7). V případě 

zadečků (Obr. 19) byl pouţit objem 10 μl, který byl 0,05M K-fosfátovým pufrem (pH 

7) opět doplněn na celkový objem 2 ml. Reakce byla zahájena přídavkem 500 μl 

substrátu.   
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 Dále byla specifická aktivita určena v hrudnících včel (včelstvo 588), ve kterých byl 

porovnáván vliv obsahu potravy na oxidační stres,jehoţ nepříznivé vlivy sniţuje právě 

enzym CAT. Pro měření vzorků hrudníků byl opět pouţit objem 50 μl, který byl 

doplněn na celkový objem 2 ml 0,05M K-fosfátovým pufrem a byl sledován pokles 

absorbance 60mM H2O2, kterého bylo přidáno 500 μl. Výsledky jsou pro porovnání 

shrnuty graficky (viz. Obr.20a Obr. 21, ve kterých je uvedeno srovnání hodnot 

specifické aktivity CAT mezi hrudníky včel, které byly krmeny uvedenou potravou). 

 

 

Obr. 17: Graf specifické aktivity enzymu katalasy v hlavičkách včel ze včelstev 23, 24 a 131, 

odebraných v květnu a srpnu.  
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Obr. 18: Graf sepcifické aktivity enzymu katalasy hrudnících včel ze včelstev 23, 24 a 131, 

odebraných v květnu a srpnu.  

 

Obr. 19: Graf specifické aktivity enzymu katalasy v zadečcích včel ze včelstev 23, 24 a 131, 

odebraných v květnu a srpnu.  

 Specifická aktivita enzymu CAT v hlavičkách (Obr. 17) se pohybuje v rozmezí 

hodnot od 85 do 720 nkat/mg. Zde jsou hodnoty specifické aktivity nejvyšší, protoţe se 

jedná o aktivitu vyjádřenou na 1 mg proteinu. Mnoţství proteinů bylo v hlavičkách 
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nejniţší. V rámci jednotlivých včelstev se hodnoty průměrů specifických aktivit 

v hlavičkách mezi daty odběru (květen vs. srpen) signifikantně nelišily (p >0,05). 

Z grafu je však evidentní, ţe specifická aktivita v hlavičkách včelstva 23 i 131 je aţ 

dvojnásobně vyšší neţ v hlavičkách včelstva 24. Můţe to znamenat, ţe včely ze 

včelstva 23 a 131 trpěly více oxidačním stresem neţ včely ze včelstva 24.  

 V hrudnících včel se hodnoty specifických aktivit (Obr. 18) pohybovaly od 50 do 

185 nkat/mg. V rámci jednotlivých včelstev se hodnoty průměrů specifických aktivit 

mezi daty odběru (květen vs. srpen) příliš nelišily (p >0,05), obdobně jako u hlaviček.  

 V zadečcích včel byla nejniţší hodnota sepcifické aktivity 48 nkat/mg, naopak 

nejvyšší hodnota byla 437 nkat/mg. Jak je jiţ z grafu (Obr. 19) evidentní, hodnoty 

průměrů v květnu a srpnu byly signifikantně odlišné v rámci včelstva 23 i 24(p <0,05), 

u včelstva 131 se hodnoty průměrů aktivit mezi porovnávanými měsíci statisticky 

nelišily. Z grafu dále plyne, ţe nejvyšší hodnoty specifické aktivity CAT byly v srpnu u 

včelstva 23. Nejniţší hodnoty byly naměřeny u včelstva 131 jak v květnu, tak v srpnu.  

 V zadečcích vykazoval enzym CAT nejvyšší aktivitu v porovnání s ostatními částmi.  

Weirich et al. (2002) publikovali článek, ve kterém uvádí měření aktivity CAT. Ovšem 

neměřili aktivitu v celých částech těla včel, ale pouze ve vybraných tkáních, přičemţ 

nejvyšší aktivitu vykazovaly ţaludky dělnic a sperma trubců. Pro měření aktivity 

enzymu vycházeli také z protokolu dle Aebi (1984). Na tento článek navázali Collins et 

al. (2004), kteří měřili vliv enzymu na ţivotnost a reporodukčnost matek. 
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Obr. 20: Graf porovnání vlivu potravy včel na hodnoty specifické aktivity enzymu CAT.   

 

Obr. 21: Graf porovnání vlivu potravy včel na hodnoty specifické aktivity enzymu CAT.   
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  Grafy na Obr. 20 a 21 shrnují vliv výţivy, která v experimentálních skupinách 

obsahuje také patogenyP. larvae a A. apis, na hodnoty specifických aktivit v hrudnících 

včel podrobených tomuto in vitro experimentu.V Obr. 21 byl porovnáván nejprve vliv 

potravy obsahující pouze 50% sacharosua 50% sacharosu s pylem na hodnotu 

specifické aktivity. Dle výsledků se ukázal jako méně oxidačně stresující přísun 

samotného cukru (50% sacharosa). Hodnota pravděpodobnosti vyšla velminízká (p 

<0,0001). Dále byl porovnáván vliv potravy obsahující samotný cukr a cukr obsahující 

patogen P. larvae. Zde se průměry hodnot také významně lišily (p< 0,05). Potrava 

obsahující cukr s pylem vedla k vyšší aktivitě CAT neţ samotný cukr s P. larvae. 

Obdobný trend se objevil i v případě, kdy byl cukr s příměsí patogenní houby A. apis, 

zde se průměry specifické aktivity lišily opět výrazně (p< 0,05). Rozdíly ve specifické 

aktivitě CAT se neprojevily připorovnání mezi sledovanými patogeny (p = 0,698). 

 Z grafu Obr. 21 jsou patrné vysoké hodnoty specifické aktivity hrudníků včel, které 

byly krmeny pylem, coţ je jedna z komponent běţné potravy. Pyl obsahuje lipidy, 

steroly, mastné kyseliny, aminokyseliny i vitamíny, jejichţ obsah je mnohem vyšší neţ 

u ostatních produktů s výjimkou mateří kašičky. Proteiny tvoří aţ ⅓ sušiny pylu, 

přičemţ větší část zaujímají enzymy (Veselýet al.,1985). Di Pasquale et al. (2013) se ve 

své práci zabývali vlivem několika typů pylu o přesně definovaném mnoţství daných 

komponent na zdraví včel. Dle výsledků má pyl významný vliv na expresi proteinu 

vitellogeninu, jehoţ antioxidační účinky jsou připisovány schopnosti tvořit vazbu se 

zinkem (Corona et al., 2007). Vlivem pylu na zdraví včel se ve své práci zabýval také 

Huang (2012), z jehoţ výsledků je evidentní, ţe pyl má pozitivní vliv na ţivotnost včel, 

jelikoţ včely, které byly nakazeny patogenem Nosema a krmeny zároveň pylem, ţily 

déle, neţ včely, jejichţ potrava pyl neobsahovala.Nikolic et al. (2015) zkoumali hladinu 

aktivity CAT u včel, které byly chovány v městské oblasti, v průmyslové zóně a na 

venkově. Nejvyšší CAT aktivita byla naměřena u včel pocházejících z městské části. 

Tuto skutečnost připisují negativnímu vlivu organických polutantů, jelikoţ se ukazuje, 

ţe látky uvolněné spalováním nafty, coţ jsou např. polycyklické aromatické uhovodíky 

a chinony, vyvolávají tvorbu superoxidu a poškozují tak buněčné membrány (Nikolic et 

al. 2015).   

 V grafu na Obr. 21 jsou porovnávány hodnoty vlivu potravy, která obsahovala cukr 

(50% sacharosu) s pylem vs. potrava obsahující 50% sacharosu s pylem a patogeny. 

Přítomnost pylu v potravě vede k vyšší specifické aktivitě CAT. Hodnoty srovnávaných 
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průměrů specifických aktivit naměřených v jednotlivých skupinách se dle t-testu 

nelišily (p> 0,05). Na specifickou aktivitu CAT neměla opět přítomnost patogena(P. 

larvaevs. houbaA. apis) výrazný vliv (p = 0,875).Tyto výsledky, kdy je v potravě 

obsahující pyl přítomen také patogen, jsou shodné s výsledky Alaux et al. (2011), kteří 

testovali, jaký vliv má potrava sloţená z pylu, kterým byly krmeny zdravé a včely 

infikované roztočem V. destructor. Potrava ovlivnila expresi vitellogeninu i aktivitu PO. 

Pyl aktivuje mnoho metabolických drah a také aktivuje expresi genů zodpovědných za 

dlouhověkost nebo produkci Amp (Alaux et al., 2011). V našem experimentu krmení 

včel 50% sachorosou s pylem ovlivnila specifickou aktivitu CAT více, neţ potrava 

sloţená z 50% sacharosy, pylu a patogenu. 

4.4 SDS-PAGE – porovnání metod vizualizace proteinů na gelech 

Srovnánybyly jak metody vizualizace proteinů na gelech, tak i separační vlastnosti 16% 

tricinového gelu a 16% tricinového gelu s přídavkem 6M močoviny (Tab. 5) které byly 

připraveny podle původního protokolu dle Schäggera (2006).   

Tab. 5: Optimalizace detekce proteinů na gelech.  

Typ gelu Metoda detekce proteinů 

16% tricinový Klasické barvení CBB R-250 (Obr. 22) 

 Koloidní barvení CBB G-250 (Obr. 23) 

 Barvení roztokem CBB-G250 bez organického rozpouštědla 

(Obr. 24) 

 Barvení stříbrem (Obr. 25) 

16% tricinový  + Klasické barvení CBB R-250 (Obr. 26) 

6M močovina Koloidní barvení CBB G-250 (Obr. 27) 

 Barvení roztokem CBB-G250 bez organického rozpouštědla 

(Obr. 28) 

 Barvení stříbrem (Obr. 29) 
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Obr. 22: Tricinový 16% gel, na kterém jsou proteiny vizualizovány klasickým CBB-R250 

barvivem. V zónách jsou naneseny: 1,3 – standard ULMW; 2,4 – vzorek hemolymfy. 

 

Obr. 23: Tricinový 16% gel, na kterém jsou proteiny vizualizovány koloidním CBB-G250 

barvivem. V zónách jsou naneseny: 1,3 – standard ULMW; 2,4 – vzorek hemolymfy. 
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Obr. 24: Tricinový 16% gel, na kterém jsou proteiny vizualizovány barvivem CBB-G250 

v mikrovlnné troubě. V zónách jsou naneseny: 1,3 – standard ULMW; 2,4 – vzorek hemolymfy. 

 

Obr. 25: Tricinový 16% gel, na kterém jsou proteiny vizualizoványstříbrem. V zónách jsou 

naneseny: 1,3 – standard ULMW; 2,4 – vzorek hemolymfy. 
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Obr. 26: Tricinový 16% gel s přídavkem 6M močoviny, na kterém jsou proteiny vizualizovány 

klasickým CBB-R250 barvivem. V zónách jsou naneseny: 1,3 – standard ULMW; 2,4 – vzorek 

hemolymfy. 

 

Obr. 27: Tricinový 16% gel s přídavkem 6M močoviny, na kterém jsou proteiny vizualizovány 

koloidním CBB-G250 barvivem. V zónách jsou naneseny: 1,3 – standard ULMW; 2,4 – vzorek 

hemolymfy. 
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Obr. 28: Tricinový 16% gel s přídavkem 6M močoviny, na kterém jsou proteiny vizualizovány 

barvivem CBB-G250 bez organického rozpouštědla. V zónách jsou naneseny: 1,3 – standard 

ULMW; 2,4 – vzorek hemolymfy. 

 

Obr. 29: Tricinový 16% gel s přídavkem 6M močoviny, na kterém jsou proteiny 

vizualizoványstříbrem. V zónách jsou naneseny: 1,3 – standard ULMW; 2,4 – vzorek 

hemolymfy. 

 V experimentu bylo provedeno porovnání dvou typů gelů – tricinového 16% a 

tricinového 16% s přídavkem 6M močoviny, kdy jako vhodnější se jevil gel bez 
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přídavku močoviny. Pro separaci proteinů o malé molekulové hmotnosti se ukázal jako 

optimální postup dle původního protkolu Schägger a von Jaggov (1987), kdy jde o 

tricinovou elektroforézu, díky které dochází k separaci proteinů od 1 do 100 kDa.  

 Jako optimálníbarvení pro detekci proteinů na obou gelech se ukázalo barvení 

koloidním CBB-G250 (Obr. 23 a Obr. 27), které vychází z protokolu dle Schäggera 

(2006), jelikoţ je moţné pozorovat nejvíce vizualizovaných bandů.Velice citlivé se 

ukázalo také barvení tricinového 16% gelu, které proběhlo v mikrovlnné toubě 

v roztoku CBB-G250 (Obr. 24), provedené podle protokolu dle Lawrence a Besira 

(2009). Ze všech pouţitých metod je tato časově nejméně náročná (max. 20 minut), 

ovšem na gelu s přídavkem močoviny bylo vizualizováno menší mnoţství bandů (Obr. 

28). Metoda barvení stříbrem, která by měla být nejcitlivější, se ani v jednom případě 

pouţitých gelů jako vhodná neosvědčila (bandy nebyly dostatečně viditelné), coţ mohlo 

být způsobeno například nepřítomností některých aminokyselin (Asp, Glu, His, Cys, 

Met, Lys) v primární struktuře malých proteinů.Tato metoda opět vycházela z protokolu 

dle Schäggera (2006).  

4.5 Imunodetekce antimikrobiálních peptidů abaecinu a defensinu 

po Western blotu 

Nejprve byla provedena SDS-PAGE, kdy byly připraveny opět dva typy gelů – 16% 

tricinový a 16% tricinový s přídavkem 6M močoviny (Schägger, 2006). Do jamek na 

gely byla nanesena hemolymfa (zásobní roztok), 10μM roztok standardu AmP  abaecinu 

a roztok CRK-defensinu o koncentraci 10mg/ml. Po ukončení elektroforézy byla 

provedena optimalizace Wb, která tedy spočívala jak v prověření typu gelu, typu 

membrány (NC, PVDF),tak v neposlední řadě ve sloţení blokovacího roztoku, kterými 

byly 5% (w/v) roztok sušeného odtučněného mléka a 5% (w/v) roztok BSA. 

 Bylo provedeno srovnání nitrocelulosových membrán po přenosu proteinů z 16% 

tricinového gelu (Obr. 30a-d), dále pak porovnání PVDF membrán po přenosu proteinů 

z 16% tricinového gelu, NC membrán po přenosu proteinů z 16% tricinového gelu s 

přídavkem 6M močoviny asrovnání PVDF membrán po přenosu proteinů z 16% 

tricinového gelu s přídavkem 6M močoviny. 

  



60 

 

 

   a   b  c   d 

Obr. 30a: Detekce antimikrobiálního peptidu abaecinu a defensinu1 metodou Western blot. NC 

membrána po přenosu proteinů z tricinového 16% gelu, blokování – roztok 5% sušeného mléka, 

v zónách jsou 1 – hemolymfa, 2 – 10μM abaecin; Obr. 30b: NC membrána po přenosu proteinů 

z tricinového 16% gelu, blokování - roztok 5% BSA, v zónách jsou 1 – hemolymfa, 2 – 10μM 

abaecin; Obr. 30c: NC membrána po přenosu proteinů z tricinového 16% gelu, blokování - 

roztok 5% sušeného mléka, v zónách jsou 1 – hemolymfa, 3 – CRK-defensin (10 mg/ml); Obr. 

30d: NC membrána po přenosu proteinů z tricinového 16% gelu, blokování - roztok 5% BSA, 

v zónách jsou 1 – hemolymfa, 3 – CRK-defensin (10 mg/ml). Membrány na Obr. 30a,b byly 

inkubovány s protilátkou proti AmP abaecinu, membrány na Obr. 30c,d byly inkubovány s 

protilátkou proti AmP defensinu. 

 Po provedení Wb, kdy došlo k přenosu daných proteinů na membrány, byly výsledky 

vizualizovány enzymatickou reakcí alkalickou fosfatasou s barvivem obsahující AP 

pufr, NBT a BCIP. Jako vhodné se dle srovnávaných výsledků projevilo spojení 

přenosu proteinů z tricinového 16% gelu na NC membránu (Obr. 30). Zde byly nejlépe 

viditelné pásy detekovaných proteinů. Na Obr. 30a a 30b došlo k pozitivní detekci AmP 

abaecinu, při srovnání těchto dvou membrán se ukázal jako vhodnější blokovací roztok 

5% BSA (Obr. 30b), kdy je tento peptiddetekovatelný také ve vzorku hemolymfy, 

ovšem nerozseparovaný, ale navázaný zřejmě na větších proteinech, protoţe 

vizualizované bandy se vyskytují v horní části membrán. Totéţ platí pro srovnání Obr. 

30c a Obr. 30d, kde však byl nanesen místo abaecinu CRK-defensin. Jelikoţ jsou oba 

antimirkobiální peptidy přítomny také v hemolymfě, mohly být včely infikovány jak 

G
+
, tak G

-
 bakterií (Casteelset al., 1990).  
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 Z výsledků je tedy patrné, ţe optimální volbou pro detekci AmP včel je membrána 

NC. Negativní výsledky na PVDF membránách mohou být způsobeny jejich vyšším 

pozadím, čemuţ se dá předejít pečlivým promytím (Mahmood a Young, 2012), nebo 

tím, ţe je PVDF membrána v porovnání s NC membránou více hydrofobní a tudíţ 

špatněinteraguje s AmP (Kang a Cao, 2014).  
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5 Závěr 

V teoretické části byla vypracována rešerše na téma signálních drah a regulace exprese 

a hladiny komponent humorální sloţky imunitního systému hmyzu se zaměřením na 

včelu medonosnou, včetně přehledu metod analýzy sloţek humorální imunity včel. 

 V praktické části byla provedena analýza vybraných fyziologických a biochemických 

parametrů na vzorcích včel odebraných ze včelstev v různou roční dobu. V některých 

vzorcích homogenátů částí těl včel se porovnávané hodnoty koncentracíproteinů a také 

specifických aktivit enzymu katalasy mezi jednotlivými měsíci odběru v rámci včelstev 

signifikantně lišily, i kdyţ v některých případech se tento trend neopakoval. V práci byl 

porovnán také vliv obsahu potravy včetně patogenů (A. apis, P. larvae) na oxidační 

stres hmyzu. Z výsledků plyne, ţe potrava obsahující pyl vedla k vyšší aktivitě CAT.  

 Dále byly optimalizovány metody detekce antimikrobiálních peptidů 

elektroforetickými a imunochemickými metodami. Bylo zjištěno, ţe pro detekci 

proteinů na gelu jak 16% tricinovém, tak 16% tricinovém s přídavkem močoviny je 

optimální vizualizace koloidním barvivem Coomassie Brilliant Blue G-250, přičemţ gel 

bez přídavku močoviny je pro separaci vhodnější. Pro imunodetekci Western blotem 

vykazovalo optimální výsledky spojení přenosu proteinů z gelu tricinového 16% na 

nitrocelulosovou membránu. Pro blokování membrány vykazoval optimální výsledky 

blokovací roztok obsahující 5% (w/v) BSA v TBS roztoku. 
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7 Seznam použitých zkratek 

ABPV  virus akutní paralýzy včel 

AmP  antimikrobiální peptidy 

AP  alkalická fosfatasa 

AS  aktivační systém 

β-1,3-G β-1,3-glukan  

BCIP  5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfát 

BQCV  virus černání matečníků 

BSA  hovězí sérový albumin 

CAT  katalasa 

CBB  Coomassie Brilliant Blue 

CBPV  virus chronické paralýzy včel 

Cp   ceruloplasmin 

DWV  virus deformující křídla 

GPX  glutathionperoxidasa 

G
-
   Gram-negativní bakterie 

G
+
   Gram-pozitivní bakterie 

KBV  Kašmírský virus 

LPS  lipopolysacharid 

MCD-peptid Mast cell degranulating peptid 

NBT  nitrotetrazoliová modř 

NC  nitrocelulosa 

PG  peptidoglykan  

PO  fenoloxidasa 

ProPO  profenoloxidasa 

Pro-AS profenoloxidasový aktivační systém 

PVDF  polyvinyliden fluorid 

ROS  reaktivní formy kyslíku 

SBV  virus pytlíčkovitého plodu 
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SDS  dodecylsulfát sodný 

SOD  superoxiddismutasa 

ULMW Ultra Low range Molecular Weight 

Wb  Western blotting 


