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Ciele prace
Teoreticka Cast’
Vypracovat’ literarnu resers:
e aktualnych znalosti o proteine vitellogenine so zameranim na funkciu
v reprodukénom, imunitnom a antioxidatnom systéme v¢ely medonosnej (Apis
mellifera)
e metdd testovania antioxidacnych vlastnosti nizkomolekularnych latok a proteinov
Prakticka cCast’
e Optimalizovat postup detekcie vitellogeninu z vcelej hemolymfy pomocou
metody Western blot
e Testovat' analyzu antioxida¢nych vlastnosti vitellogeninu in vitro pomocou

metody Western blot



1 UVOD

Viela medonosna (Apis mellifera) patri medzi zastupcov eusocidlneho hmyzu
(eusocialita vyjadruje spoloCenské usporiadanie, kedy vjednom hniezde zije viac
vzajomne spolupracujucich jedincov rovnakého druhu) s prisne kastovym usporiadanim.
Zastupcovia jednotlivych kast sa odlisuju nielen funkciou, ale aj dizkou Zivota, &o savisi
s odolnost'ou voci oxidaénému stresu. Ukazuje sa, ze na regulécii tohto usporiadania sa
vyznamne podiel'a protein vitellogenin (Vg) okrem iného aj tym, ze ochranuje dlhsie
Zijtce véely pred oxidaénym poskodenim organizmu. Stadium Vg a jeho antioxidagnych
vlastnosti je preto predmetom zaujmu mnohych vedeckych prac a predstavuje dolezity
mil'nik v pochopeni dlhovekosti, imunity a socialneho usporiadania vciel.

Vitellogenin je charakteristicky hlavne pre vajcorodé a vajcozivorodé zivocichy. Jeho
nazov bol odvodeny od slova vitellogenéza, ¢o je termin oznaCujuci proces tvorby
vaje¢ného Zitka (Pan et al., 1969).V dozrievajucom oocyte zohrava najmi nutri¢na
funkciu — posobi ako prekurzor vitellinu (Vn), hlavného proteinu sprostredkujuceho
vyzivu embrya vo vajeCnom sitku (Engelmann, 1979; Tufail & Takeda, 2008). Produkcia
Vg prebiecha extraovarialne — u hmyzu v tukovom teliesku au stavovcov prevazne
v peceni a hepatopankrease, odkial’ je odvadzany krvou alebo hemolymfou do vaje¢ného
zltka (Engelmann 1979; Havukainen et al., 2013).

Hmyzi Vg ma okrem vyzivy embrya niekol'ko d’alSich funkcii. Zohrava ulohu
v transporte lipidov a sacharidov, ¢o znamena, Ze po proteosyntéze moze byt upraveny
roznymi posttranslaénymi modifikaciami, ako napr. glykozylaciou, lipidaciou alebo
fosforylaciou a prenasat’ tak naviazané molekuly do oocytu (Tufail & Takeda, 2008).
Rovnako zastava aj imunitn a antioxida¢nu funkciu. Jeho pritomnost’ v hemolymfe
hmyzu pravdepodobne suvisi s prevenciou proti oxidaénému stresu vyvolanému
reaktivnymi kyslikovymi radikalmi (ROS) alebo reaktivnymi dusikovymi radikalmi
(RNS). Je vSeobecne zname, ze zvySena miera oxida¢ného stresu sposobuje predCasné
starnutie (Harman, 1956). Predpoklada sa, ze obsah Vg v hemolymfe v¢ely medonosnej
preto vplyva na dlhovekost. Vysoka koncentracia Vg je charakteristicka pre Specificka
populéciu robotnic, takzvané ,,zimné* vCely (lat. diutinus), ktoré dokazu prezit’ az 1 rok
narozdiel od ,,letnych® v¢iel, ktoré prezivaju 4-8 tyzdnov (Page & Peng, 2001; Amdam
et al, 2004).

Vg je schopny viazat sa na poSkodené aodumreté bunky, vd’aka Comu je

predpokladany jeho protizapalovy ucinok (Havukainen et al., 2013). Vykazuje tiez



zvySenu afinitu k zlozkam bakterialnej bunkovej steny (peptidoglykan, kyselina
lipoteichoova, lipopolysacharidy) a po naviazani na baktériu moze posobit’ ako
molekula signalizujica jej pritomnost a ulahCujuca fagocytdézu imunitnym bunkam
(Li et al., 2008).

V teoretickej Casti bakalarskej prace je uvedeny prehl'ad aktualnych poznatkov
o posobeni Vg v organizme vcely medonosnej. Hlavaym cielom praktickej Casti je
testovat’ vplyv RNS a ROS na Vg a prispiet tak k doterajSim zisteniam ohladom

antioxidacnych vlastnosti v¢eliecho Vg,



2 SUCASTNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
2.1 Molekularne vlastnosti vCelieho vitellogeninu

2.1.1 Gén vitellogeninu

Gén véelieho vitellogeninu (Vg) ma dizku 5440 bp. Kéduje monomérny 180 kDa
polypetid tvoreny sekvenciou 1770 aminokyselin (Wheeler & Kawooya, 1990; Piluchas
et al., 2003). Napriek tomu, ze u vic§iny organizmov je tento protein Specificky pre
plodné samicie jedince, u v€iel bola expresia Vg génu potvrdena aj u robotnic a trudov
(Trenczek et al., 1989; Barchuk et at., 2002).

Vitellogenin je polygeneticky protein, ¢o znamend, Ze niektoré druhy organizmov su
schopné exprimovat viac ako jeden Vg gén. Napriklad kobylka druhu Nilaparvata lugens
ma iba jeden Vg gén, kura domaca (Gallus gallus) exprimuje tri Vg gény, pazurnatka
vodna (Xenopus laevis) ma Styri a hlistovec druhu Caenorhabditis elegans mé az Sest Vg
génov (Jiang et. al, 2020). Pocet exprimovanych Vg génov u hmyzu sa tiez lisi na zaklade
druhu. Viacsina druhov zradu blanokridlovcov (Hymenoptera), kam patri aj vcela
medonosna, ma iba jednu koépiu Vg génu (Tufail & Takeda, 2008). Nukleotidova
sekvencia vcelieho Vg pozostava zo siedmich exénov a gén je lokalizovany na Stvrtom

chromozoéme (Obr. 1) (Ilyasov et al., 2015).

Chromozomy Apis mellifera

U8 J0000

LGl LG2 LG3 LG LG5S LG6 LG7 LG8 LG9 LGI0 LGIlI LGI2 LGI3 LGI4 LGIS LGI6

Exén 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exoén 6 Exon 7

H__H_ 1

Geén vitellogeninu

Obr. 1: Lokalizacia génu vitellogeninu véely medonosnej na Stvitom chromozome a jeho
exon-intronova Struktura (prevzaté a upravené podla Ilyasov et al., 2015).



Gén hmyzieho Vg presSiel v evoluénom vyvoji roznymi zmenami. Jedna sa najmé
o zmenu aminokyselinového zlozenia. Z pdvodného proteinu sa vramci vyvoja
a adaptacie diferencovali vitellogeninu podobné proteiny (vg-like), ato konkrétne
vg-like-A, vg-like-B a vg-like-C (Morandin et al., 2014). Vg-like gény vciel sa od Vg
génu lisia lokalizaciou na chromozomoch: vg-like-A je lokalizovany na 13. chromozéme
a vg-like-B spolu s vg-like-C na 2. chormozome. Tiez bol pozorovany rozdiel v pocte
glykozylacnych miest, umiestneni sekrecného signalneho peptidu a fosforylaénych miest

medzi Vg a vg-like homoldgmi (Salmela et al., 2016).

2.1.2 Struktiira vitellogeninu

Veceli vitellogenin je monomérny fosfolipoglykoprotein. Obsahuje priblizne 91 %
aminokyselin, 7 % lipidov (prevazne fosfolipidy a diacylglycerol) a2 % sacharidov
(hlavne kovalentne viazana manosa). Na rozdiel od inych typov vitellogeninov, vceli
pozostava iba z jedného typu apoproteinu (Wheeler & Kawooya, 1990).

Zrely 180 kDa protein sa nachadza v hemolymfe a tukovom teliesku v¢iel a mdze byt
dalej Stiepeny na dva menSie refazce. Fragment o velkosti 150 kDa pozostava
z a-helikalnej domény. Vyskytuje sa v hemolymfe a vaje¢nikoch kral'ovien, tukovom
teliesku a hypofaryngealnych zl'azach robotnic, v ktorych slizi naymé ako vyziva pri
kfmeni lariev. Druhy fragment je l'ahsi (40 kDa), obsahuje N-koncovu doménu proteinu
a jeho pritomnost’ je spojend prevazne s tukovym telieskom. Funkcia tohto fragmentu
vSak eSte nie je celkom objasnend. ViacSina hmyzich Vg je S§tiepena v blizkosti
polyserinovej spojky, kde sa nachadza stiepne miesto RXXR (R —arginin, X — akakol'vek
ina aminokyselina). Na toto miesto sa viazu Specifické endoproteasy (EC 3.4). Véeliemu
Vg toto miesto chyba a Stiepenie je pravdepodobne regulované fosforylaciou, ale princip
a podrobnosti tohto procesu su zatial nezname (Amdam et al., 2003a; Seehus et al., 2007,
Havukainen et al., 2011).

Hmyzi Vg pozostava z troch hlavnych domén (Obr. 2): N-koncova doména, doména
s neznamou funkciou (DUF1943) a von Willebrandov faktor typu D (vWFD). Niektori
autori uvadzaju tiez §tvrtd, C-koncovu doménu. V sekvencii Vg bolo objavenych
5 aminokyselinovych zvyskov, ktoré su pravdepodobne zodpovedné za jeho funkény
polymorfizmus. Predpoklada sa, Ze pri vidzbe konkrétneho patogénu na tieto miesta je Vg
schopny prisposobit svoju Strukturu a efektivnejsSie rozpoznavat podobné patogény

(Tufail & Takeda, 2008; Leipart et al., 2021).



N-koncova doména je rozdelena na dve subdomény (B-barel a a-helix), ktoré st medzi
sebou prepojené polyserinovou spojkou. Vo vnutri domény sa nachadza kladne nabita
hydrofobna dutina. Je pravdepodobné, ze do tejto dutiny sa viazu zaporne nabité mastné
kyseliny (Havukainen et al., 2011). N-koncova doména obsahuje vdzbové miesto pre
vitellogeninové receptory, avSak vykazuje tiez vysoku afinitu k lipidovej dvojvrstve
bunkovych membran, na ktort sa dokéaze viazat aj bez receptorov (Havukainen et al.,
2013).

Polyserinova spojka je lokalizovana medzi na [-barelom a a-helixom. Ide
o charakteristicka Struktirnu ¢rtu Vg blanokridleho hmyzu. Predpoklada sa, ze zohrava
ulohu ako fosforylatné miesto, v ktorom sa nachadza vysoka koncentracia zaporného
naboja, ¢o moze podporovat rozpustnost Vg alebo tvorbu chelatov s niektorymi
esencialnymi iénmi (napr. Ca®* alebo Fe**) (Tufail & Takeda, 2008).

Struktaru von vWFD mozno rozdelit do dvoch segmentov. Jeden pozostiva
z B-sendvica a druhy obsahuje vizbové miesto pre Ca>* idny, kratku a-helikalnu §truktiru
a tri kratke B-vlakna. Segmenty st navzajom prepojené disulfidovymi vizbami. Funkciou
vWEFD by hypoteticky mohla byt ti¢ast’ na rozoznavani patogénov (Leipart et al., 2021).

V C-koncovej casti za VWFD doménou nasleduje 9 cysteinovych zvyskov
a konzervovana GL/ICG (G - glycin, L — leucin, I — isoleucin, C — cystein) sekvencia.
Tato Cast molekuly Vg pravdepodobne, tak ako u stavovcov, suvisi s oligomerizaciou
vitellinu. Predpokladana funkcia oligomerizovaného Vn u hmyzu spociva v naviazani
neaktivnych steroidnych hormoénov (ekdysteroidov), ktoré sa postupne uvoltiuji pocas
embryogenézy (Tufail & Takeda, 2008).

Vg-like proteiny pozostavaju z podobnych Struktir ako Vg, avSak odlisuju sa
zlozenim. Najviac podobny Vg je protein vg-like-A, ale tak ako ostatnym Vg-like
proteinom mu chyba polyserinova spojka. Vg-like-B okrem toho nemé ani doménu
vWED a lipidova dutina je zmensSena. Vg-like-C sa od ostatnych homologov odlisuje

najviac, pretoze je tvoreny iba -barelovou subdoménou N-listu (Salmela et al., 2016).



Véeli vitellogenin

N-koniec DUF1943 vWFD
22 766 1043 1440 1634 1770

Obr. 2: Struktira véelicho vitellogeninu. Vé&eli Vg obsahuje proteolytické Stiepne miesto,
polyserinovu spojku (zIt€¢ S), ktora spaja B-barel (Cervena Sipka) a a-helix (zelena
vlnovka) subdomény N-konca. Aminokyselinové zvysky zodpovedné za
polymorfizmus (hnedé¢ hviezdicky) su na poziciach 640, 1220, 1284, 1451 a 1536
(upraven¢ podla Leipart et al., 2021).

2.1.3 Biosyntéza a lokalizacia

Vo vieobecnosti je vitellogenin povazovany za $pecificky protein vajeéného Zitka a jeho
syntéza prebieha iba v dospelych plodnych samicich jedincoch. Pre socidlny hmyz toto
pravidlo neplati. V pripade vCely medonosnej dochadza k syntéze Vg aj u robotnic
a trudov (Trenczek et al., 1989; Barchuk et al., 2002; Piulachs et al., 2003). Vg je dokonca
syntetizovany aj vo vyvojovom §tadiu larvy a kukly (Guidugli et al., 2005a).

Proces transkripcie Vg prebieha hlavne v tukovom teliesku, a to konkrétne v bunkach
nazyvanych trofocyty. Najviac trofocytov sa uvciel nachadza v oblasti zadocku,
ale niektoré su rozptylené v okoli hrude a hlavy (Corona et al., 2007; Amdam et al.,
2012). Expresia Vg u vCelej matky prebieha aj vo vajecnikoch, avSak v men§ej miere ako
v tukovom tkanive (Guidugli et al, 2005a). U robotnic sa dlho predpokladalo, ze Vg je
exprimovany vylucne v tukovom teliesku. Cardoso-Junior et al. (2021) vo svojej Studii
dokazali, ze vcelie robotnice dokdzu exprimovat Vg gén rovnako vo vajecnikoch.
Pritomnost Vg bola preukazané aj v mozgu kfmiciek, no nie je dokazané, ¢i tu prebieha
aj jeho syntéza alebo je do mozgu transportovany (Miinch et al., 2015).

Pocas syntézy Vg v hmyzich tukovych bunkach dochadza k mnohym zmenam,
vd'aka ktorym sa z buniek plniacich prevazne zadsobnu funkciu stavaja bunky, v ktorych
prebieha proteosyntéza. U hmyzu boli rozliSené tri fazy syntézy vitellogeninu:
1) previtellogeneticka faza, kedy sa v bunkach vyskytuju velké lipidové inkluzie, vel'a
glykogénu ajadro je splostené; 2) vitellogeneticka faza charakteristickd zvacSenym
drsnym  endoplazmatickym retikulom a Golgiho aparatom, velkym jadrom
a viaclalocnatym jadierkom; 3) terminacna faza, kedy je pritomny zvySeny pocet
lyzozomov (Valle, 1993).

Skladanie novovzniknutej molekuly vitellogeninu do konecnej podoby prebieha

v endoplazmatickom retikule, kde dochadza tiez k jeho posttranslaénym modifikaciam.
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Odotial je transportovany do sekrecnych vezikul prostrednictvom membranového spojenia
s Golgiho aparatom (Mazzini et al., 1989). Nasledne dochadza k sekrécii Vg
do hemolymfy, ktorou sa dostava do ciel'ovych tkaniv (Raikhel & Dhadialla, 1992).

2.2 Biologické funkcie vcelieho vitellogeninu

2.2.1 Funkcie vitellogeninu vo vyvoji

Vela medonosna je radena do kategorie eusocialneho hmyzu. Typicka kolonia vCelstva
pozostava z 10-20 tisic vajicok, lariev, kukiel, viac ako 30 000 dospelych robotnic, nula
az niekol'ko stoviek tradov a jednej matky. Vo vicsine pripadov plati, ze matka je ako
jedina schopna klast' oplodnené vajicka a doziva sa najvyssieho veku (Page & Peng,
2001; Rodriguez Messan et al., 2018). Dospelé robotnice prechadzajii niekolkymi
vyvinovymi §tadiami. Po premene z kukly sa z vCely stava tzv. mladuska, ktora ma
po dobu priblizne troch dni za ulohu Ccistit’ bunky v uli. Nasledne mladuska prechadza
do stadia krmicky, ktora sa stara o larvy a kfmi ich. Toto obdobie trva 3-11 dni. Potom sa
z kfmicky stava strazkyna, ktorej ulohou je ochranovat al a spracovavat nektar.
NajstarSie vcelie robotnice sa nazyvaju lietavky. Ide o vCely starSie ako 20 dni, ktoré
vylietavaju z ul'a a zbieraju potravu (Johnson, 2003; Page et al., 2012).

Vyvin vEely mozno rozdelit’ do Styroch faz: vajicko, larva, kukla a dospely jedinec.
Vitellogenin, ako prekurzor proteinov vo vaje¢nom Zitku, je najdoleitej§im zdrojom
aminokyselin pre dozrievajuce embryo. Do vajicka sa dostava z hemolymfy matky, kde
uz tri dni po dosiahnuti dospelosti tvori viac ako 70 % zo vSetkych proteinov
(Hagedorn & Kunkel, 1979; Guidugli et al., 2005). Po vyliahnuti v¢ely z vajicka sa o jej
vyzivu staraju kfmicky. V ich hypofaryngenalnych zl'azach vznika tzv. v€elia materska
kasSicka, Co je zmes esencialnych proteinov vratane Vg, ktora sluzi ako vyziva pre larvy.
Rychlost’ syntézy Vg u kifmiciek je v tomto obdobi priamo iimerna mnozstvu vajicok
nakladenych matkou. Produkcia Vg je tiez zéavisla na kvalite a dostupnosti pelu
a s prechodom do §tadia lietavky sa znizuje (Amdam et al., 2003a; Rodriguez Messan
et al., 2018).

Specifické vitellogeninové receptory (VgR) patria do skupiny lipoproteinovych
receptorov s nizkou hustotou aich expresia sa privacSine zivoCichov vztahuje na
vajeCniky. U vCely medonosnej bola dokazana pritomnost VgR (250 kDa) aj

v hypofaryngenalnych zlazdch robotnic. Na zaklade tohto =zistenia je mozné



predpokladat, ze Vg sa okrem vyzivy podiela aj na tvorbe vcelej materskej kaSicky
(Amdam et al., 2003a; Guidugli-Lazzarini et al., 2008).

Guidugli et al. (2005a) vo svojej §tadii zistili, ze v ranom $tadiu vyvoja larvy robotnice
je pritomna vysoka expresia Vg, ktora sa postupne znizuje a v §tadiu predkukly a rannej
kukly uz Vg nie je exprimovany vobec. V §tadiu neskorej kukly znova dochadza
k expresii Vg, pricom koncentracia Vg v hemolymfe kukly je podobna ako koncentracia
Vg v hemolymfe mladych dospelych robotnic. Rovnakému experimentu boli podrobené
aj pociato¢né vyvojové stadia tradov a matky, priCom zaver bol totozny (Guidugli et al.,
2005a).

Funkcia véely v uli je okrem veku riadend tiez vonkajsimi podmienkami, roénym
obdobim, hladinou hormoénov a zlozenim potravy. VysSia hladina Vg je spojena
s konzumaciou a zberom pel'u, ktory je bohaty na obsah proteinov. To ma pozitivny vplyv
na syntézu Vg najmé u kimiciek, ktoré tak mozu zabezpecit' dostatok proteinov pre larvy.
Naopak, starSie vcely s nizSou koncentraciou Vg v hemolymfe vyhladavaju nektar
obsahujuci najma sacharidy (Nelson et al., 2007; Marco Antonio et al., 2008).

V obdobi nepriaznivych vonkaj§ich podmienok, napr. nizke teploty, dlhotrvajuce
dazde, zimné obdobie a pod. robotnice prestavaji so zberom potravy ¢i vychovavanim
plodu a stavaju sa znich tzv. ,,zimné vcely” (lat. diutinus). Tato kasta robotnic je
charakteristickd vysokou koncentraciou Vg v hemolymfe a jeho expresiou v tukovom
teliesku. Diutinus sa nestaraju sa o plod ani nezhanaju potravu. Ich hlavnou tlohou v uli
je udrzat’ stabilnu teplotu (30 °C), pricom teplo generuju pomocou kontrakcie hrudnych
svalov. Primarnym zdrojom potravy je v tomto obdobi zasoba medu (Omholt, 1987).
Tieto robotnice dokazu prezit niekolkonasobne dlhSie obdobie (az 1 rok), na rozdiel

od letnych robotnic, ktoré prezivaju 4-8 tyzdnov (Page & Peng, 2001).

2.2.2 Funkcie vitellogeninu v reprodukcii

Nazov vitellogeninu bol odvodeny od slova vitellogenéza, ¢o je pojem oznacujuci proces
tvorby vaje¢ného Zitka (Pan et al., 1969). Prenos Vg do ovarii prebieha pomocou VgR
procesom nazyvanym endocytdza. Po naviazani Vg na VgR ddjde k vytvoreniu Vg/VgR
komplexu, ktory je transportovany do cytoplazmy. Komplex oddisociuje v podobe
endozomu a putuje do vajeéného Zitka (Raikhel & Dhadialla, 1992). Vg nésledne
krystalizuje a je ulozeny vo forme oznacovanej ako vitellin. Vn pdsobi ako hlavny zdroj

aminokyselin pre dozrievajuce embryo. Vd'aka jeho krystalickej podobe je mozné



regulovat’ uvolfiovanie aminokyselin pomocou kontrolovanej hydrolyzy krystalického
proteinu na jednotlivé peptidy. Tymto sposobom je pre dozrievajuce embryo zabezpeceny
konStantny prisun potrebnych zivin (Hagedorn & Kunkel, 1979; Kunkel & Nordin, 1985;
Izumi et al., 1994).

Predpoklada sa, ze vitellogenin by mohol mat vplyv na reprodukéné spravanie hmyzu.
Hrobarik maly (Nicrophorus vespolloides) je chrobak patriaci do kategorie subsocialneho
hmyzu, kde na rozdiel od eusocialneho hmyzu jedinci neziju v koldniach, ale rodicia sa
staraju o svojich potomkov. Po narodeni potomkov bola u oboch pohlavi tohto chrobaka
zaznamenana znizena expresia Vg. Tento jav by mohol stvisiet so skuto¢nostou, ze Vg
sa podiela na reprodukcii a v obdobi rodicovskej starostlivosti tak klesa plodnost
dospelych jedincov (Roy-Zokan et al., 2015). Naopak u eusocialnej véely medonosnej je
syntéza Vg krmiciek, ktoré sa starajui o vyvijajuci sa plod vysSia v porovnani s lietavkami.
Hladina Vg vsak v tomto pripade pravdepodobne suvisi s obsahom lipidov v potrave
a v organizme — kfmicky maju viac lipidovych zasob, a zarovern vyssiu expresiu Vg ako
lietavky (Toth & Robinson, 2005; Harwood et al., 2017). Lipidové zasoby hrobarika
malého pocas starostlivosti o potomstvo klesaju, pretoze v tomto obdobi rodicia prijimaju
ovel'a menej potravy (Roy-Zokan et al., 2015).

Vzhl'adom na ddleziti ulohu Vg v reprodukcii mé tento protein najvyssie zastipenie
v hemolymfe vcelej matky. Pocas kladenia vajic¢ok mdze tvorit’ okolo 55 % z celkového
obsahu proteinov. V tomto obdobi je jeho syntéza asi trikrat rychlejsia ako syntéza inych
proteinov (Hagedorn & Kunkel, 1979). AvS$ak aj u sterilnych robotnic mdze koncentracia
Vg dosahovat’ rovnako vysoké hodnoty, a to v pripade, ak kolonia matku strati. Vtedy
dochadza k aktivacii ovarii robotnic, ktoré mozu klast vajicka. Tieto vajicka su spravidla
neoplodnené a liahnu sa z nich iba trudy. Za normalnych okolnosti je aktivita vaje¢nikov
robotnic pozastavena vplyvom Specifickych feroméonov vylu¢ovanych matkou (Piulachs

et al., 2003; Amdam et al., 2006b; Harwood et al., 2017).

2.2.3 Vztah vitellogeninu a v€elich hormoénov

Medzi hormoény regulujuce transkripciu Vg hmyzu patria juvenilny hormén (JH),

ekdysteroidné hormony a neuropeptidy. Mechanizmus posobenia a pritomnost’

jednotlivych hormonov sa 1isi v zavislosti od druhu hmyzu (Tufail et al., 2014).
Najvacsi vplyv na regulaciu hladiny vitellogeninu v€ely medonosnej ma JH. Jedna sa

o gonadotropny hormén produkovany prostrednictvom zlazy corpus allatum, ktory



sa podiel’a na regulacii oogenézy, reprodukcie, dizky Zivota a spravani hmyzu (Amdam
et al., 2006a).

Pri vacSine druhov hmyzu je hladina JH priamo umerna hladine Vg. U v¢iel vSak toto
pravidlo neplati,. Amdam & Ombholt (2003) predstavili tzv. dualny represorovy model,
ktorého princip spociva v tom, ze vCeli Vg pdsobi ako ihibitor syntézy JH a naopak. Bolo
dokédzané, ze umelé podanie JH alebo jeho analogu mladym vcelam (kfmickam)
sposobilo, ze sa z nich predCasne stali lietavky. Pri zvySeni koncentracie JH teda dojde
k zastaveniu syntézy Vg. To spOsobuje vyCerpanie Vg zasob, Co predstavuje signal
urychl'ujaci vyvoj a spusta zaciatok hl'adania potravy u robotnic (Amdam & Ombholt,
2003). Rovnaky efekt, teda zvySenie koncentracie JH, vyvolalo zastavenie expresie Vg
pomocou RNA interferencie (RNAi). RNAi predstavuje proces, pri ktorom molekula
dvojvlaknovej RNA (dsRNA) umelo vnesend do organizmu inhibuje tvorbu
homolognych transkriptov z pribuznych génov (Guidugli et al., 2005b).

Prechod vcely do S§tadia lietavky je sprevadzany zmenou citlivosti chutovych
receptorov. Vyssia koncentracia JH v hemolymfe je pravdepodobne spojena so zlepSenim
zmyslového vnimania véiel a ich vnimanim chuti, ¢o mé za nasledok zvySent chutova
citlivost na sacharozu. Tieto zmeny su nevyhnutné pre zber nektaru (Amdam et al.,
2006a). Pri vysSej hladine JH dochéadza tiez k zvySenej aktivacii metabolizmu sacharidov,
ktory prevlada u lietaviek, pricom organizmus kfmiciek je zavisly najmé na lipidoch
a proteinoch. Doposial nebolo objasnené, ¢i Vg aJH ovplyviiuji hladanie potravy
priamo. Skor sa predpoklada, ze ide o nepriamy suvis v kombinacii s inymi faktormi
(Wang et al., 2012).

Zaujimavé vysledky ziskali vo svojej stadii Barchuk et al. (2002), kde dokazali,
ze mierne zvySena koncentracia JH v roznych stadiach kukly, vcelej robotnice a matky
ma pozitivny vplyv na syntézu Vg (Obr. 3). Konkrétne je JH v tomto obdobi vyvoja véiel
zodpovedny za regulaciu syntézy Vg na Urovni transkripcie. Aplikacia ekdysteroidného

hormoénu naopak spdsobila inhibiciu syntézy Vg v §tadiu kukly (Barchuk et al., 2002).
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Obr. 3: Detekcia Vg (180 kDa) pomocou Western blot analyzy v stadiu kukly v¢elej matky (A)
a robotnice (B) pred a po injekénom oSetreni lariev 10 pg JH rozpusteného v acetone. Pre
kontrolu bol pouzity Cisty aceton. Pbl, Pbm a Pbd: §tadium hnedookej kukly s bledo,
stredne tmavo a tmavo sfarbenou kutikulou. Pbm I a Pbm II predstavuji postupny vyvoj
Pbm fazy. Intenzita sfarbenia kutikuly a o¢i sa zvySuje s narastajucim vekom vcelej kukly
(prevzaté a upravené podl'a Barchuk et al., 2002).

2.2.4 Funkcie vitellogeninu v imunite

Imunita vciel je rozdelend na socidlnu aindividualnu imunitu. Socialna imunita
predstavuje ochranu voci patogénom prostrednictvom Specifického spravania. Toto
spravanie zahffia napriklad odstranovanie mrtvych a chorych jedincov z ula, ¢im véely
predchéadzaju Sireniu parazitov. Tak isto lietavky, ktoré umri mimo al'a pri zbere potravy
spadaju do socialnej imunity, pretoze sa tak zniZzuje mnozstvo parazitov prinesenych
do al'a. Individualna imunita reprezentuje imunitny systém jedinca. Prvli ochranu pred
patogénom poskytuju fyziologické bariéry, ako napr. exoskelet, kutikula, alebo stena
traviacej trubice (Evans & Spivak, 2010). Ak ich patogén prekona, dochadza k aktivacii
imunitnej odpovede. Ta je sprostredkovana antimikrobidlnymi peptidmi, fagocytmi,
enzymami sposobujucimi degradaciu patogénov alebo roznymi proteinmi, ktoré dokazu
rozpoznat' Specifické Strukturne znaky baktérii nachadzajice sa v ich bunkovej stene
(Evans et al., 2006; DeGrandi-Hoffman & Chen, 2015). Medzi spominané znaky patri
pritomnost  lipopolysacharidov  u gram-negativnych  baktérii,  peptidoglykanu
u gram-negativnych  aj  gram-pozitivhych  baktérii, kyseliny lipoteichoovej
u gram-pozitivnych baktérii a glukanu v bunkovej stene hub. Imunitni odpoved
sprostredkavaju aj elicitory pritomné v bunkovych stenach baktérii a hub. Naviazanim
patogénu na protein dochadza k aktivacii imunitnych buniek (Zhang et al., 2011;

DeGrandi-Hoffman & Chen, 2015; Salmela et al., 2015).
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Imunitné bunky hmyzu sa nazyvaji hemocyty. Dokazu zneSkodnit’ baktériu jej
pohltenim (fagocytéza), uzavretim do vacku (enkapsulacia) alebo obklopenim
(nodulécia) (Lavine & Strand, 2002). Koncentracia hemocytov v hemolymfe vcelich
robotnic s vekom klesa (Schmid et al., 2008). Rovnako klesd koncentracia Vg, ¢o
pravdepodobne suvisi najma so zvysenou koncentraciou JH (Pinto et al., 2000). Ubytok
hemocytov je tak priamo umerny ubytku Vg. Vysvetlenie poskytuje fakt, ze Vg je
hlavnym transportnym proteinom pre zinok (Amdam et al, 2004). Zinok posobi ako
katalyzacny, Struktirny aregulacny i6n antioxidanych procesov a jeho nedostatok
sposobuje apoptézu mnohych typov buniek, vratane imunitnych
(Mocchegiani et al., 2000).

Znizend tvorba Vg u lietaviek ma pravdepodobne vyznam v regulacii spotreby
proteinov v kolonii. Ked'ze pel je pomerne vzacnym zdrojom potravy, z hl'adiska prezitia
je jeho konzumacia obmedzena najma na kfmicky, ktoré nie s vystavené riziku thynu
vo vonkajSom prostredi. Naopak lietavky, ktoré Casto opustaju ul, maju ovel'a vyssiu
umrtnost’. Preto je pel prenechany mladsim véelam. Tento mechanizmus pozitivne
vplyva na reprodukciu v¢iel. Rovnako prispieva k prirodzenej selekcii vciel, kedy je
pokles koncentracie Vg u starSich vciel priamo umerny poklesu obranyschopnosti, ¢im
dochddza kvymene starSich aslabSich jedincov za mladSich a silnejSich
(Amdam & Ombholt, 2002; Amdam et al., 2004; Amdam et al., 2005).

V studii od Li et al. (2009) bolo preukazané, ze Vg mdze mat’ baktericidné ucinky.
Autori §tadie pouzili Vg izolovany zryby druhu Hexagrammos otakii a skumali,
¢i dokéaze sposobit’ lyzu bunkovych stien alebo protoplastov baktérii Escherichia coli
a Staphylococcus aureus. Na zaklade dosiahnutych vysledkov dokazali, ze Vg sposobil
naruSenie bunkovej steny E. coli aj S. aureus, ale ich protoplasty zostali nepoSkodené.
Dalej zistili, 7e viizba Vg na bunkovu stenu E. coli cez lipopolysacharidy ako aj vizba na
bunkova stenu S. aureus prostrednictvom kyseliny lipoteiochoovej spdsobila smrt
buniek, zatial’ co vdzba Vg na bunkovu stenu S. aureus priamo cez peptidoglykan letalna
nebola (Li et al., 2009). Vg mdze po naviazani na bunkovu stenu baktérii pdsobit’ aj ako
tzv. opsonin, ¢o je molekula ul'ahCujuca fagocytdozu mikrobov sprostredkovani
makrofagmi (Li et al., 2008).

Havukainen et al. (2013) zistili, ze v¢eli Vg vykazuje zvySenu afinitu k mftvym
a poskodenym bunkam. Poskodené bunky boli v pokuse demonstrované lipozémami
obsahujucimi fosfatidylserin a neposkodené bunky lipozomami obsahujucimi

fosfatidylcholin. Fosfatidylserin je zaporne nabity fosfolipid nachadzajuci sa najmi
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na vnutornej strane bunkovej membrany. Pritomnost’ fosfatidylserinu na vonkajsej strane
membrany znaci poskodenie bunky alebo jej apoptozu. Fosfatidylcholin mé neutralny
naboj a bezne sa vyskytuje na vonkajSej membrane buniek (Schlegel & Williamson,
2001). Na zaklade vysledkov studie od Havukainen et al. (2013) ma Vg vyS§siu afinitu
k fosfatidylserinu ako k fosfatidylcholinu. Vizba Vg na mrtve a poSkodené bunky by
mohla byt spojena s antioxida¢nymi a protizapalovymi funkciami vcelieho Vg.

Hmyz neméa bunky imunitnej paméite a protilatky, ktoré st u stavovcov prenasané
z matky na plod. Predpoklada sa, ze informéacie o patogénoch, ktoré nasledne pomahaju
budovat imunitni odpoved, su do oocytu hmyzu prenaSané z hemolymfy matky, ¢o
potvrdzuje napriklad Stidia od Sadd et al. (2005), kedy injekcné vnesenie mftvej baktérie
Arthrobacter globiformis do matky ¢mela zemného (Bombus terrestris) spdsobilo
zvySenu odolnost’ lariev vo€i uvedenej baktérii. Podobny zaver prezentovali
Hernandez-Lopéz et al. (2014), kedy bola rovnakym sposobom vpravena mrtva baktéria
Paenibacillus larvae do organizmu matky vCely medonosnej, a nasledne bola pozorovana
vysS§ia odolnost’ lariev voci patogénu.

V prirode sa matka dostava do styku s patogénmi prostrednictvom prijmu potravy
z vonkajsieho prostredia avjej hemolymfe su baktérie zneskodnené imunitnymi
bunkami. Vd’aka schopnosti Vg viazat’ sa na membranu patogénov je predpokladané,
ze Vg sprostredkava transport bakterialnych fragmentov z hemolymfy matky do oocytu
(Obr. 4). Salmela et al. (2015) potvrdili, ze transport fragmentov E. coli bol do ovarii
v&elej matky realizovany prostrednictvom Vg. Dalej porovnavali vizbu Vg na gram-
pozitivnu baktériu P. larvae, ktora napada a zabija larvy vciel, s vizbou Vg na gram-
negativnu baktériu E. coli. Podla zaverov studie je mozné predpokladat, ze vizba
vCelieho Vg na gram-pozitivne baktérie je silnejSia, ako na gram-negativne. Vzhl'adom
na vyssiu afinitu Vg ku gram-pozitivnej baktérii by sa mohlo jednat’ o adaptaciu na hlavné
patogény napadajuce larvy vciel: P. larvae a Melissococcus plutonius (obe
gram-pozitivne).

Na rozpoznavani patogénu sa podiela nayméd 180 kDa protein a 150 kDa fragment,
ktory vykazuje k bunkovej stene baktérie o nie€o niz§iu afinitu. Za naviazanie patogénu
je pravdepodobne zodpovedna a-helikdlna subdoména. Nachadza sa tu vysoka
koncentracia kladného naboja, vdaka ktorému pritahuje zaporne nabité bunkové

membrany (Havukainen et al., 2013; Salmela et al., 2015; Leipart et al., 2021).

13
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Obr. 4: Teoreticky model znazorujuci predpokladany priebeh, akym vitellogenin sprostredkuva
imunitu mladych v¢iel. Robotnica sa pri zbere potravy dostava do kontaktu s patogénmi,
ktoré su spolu s pelom a nektarom zachytené na povrchu jej tela a prinesené do ula.
Takyto pel je pouzity ako potrava pre matku. Patogény su v jej organizme zneskodnené
a fragmenty baktérii mézu byt naviazané na vitellogenin. Molekula vitellogenninu
s naviazanym fragmentom je transportovana do embrya, kde sluzi ako vyziva. Mlada
vcela sa tymto sposobom bezpecne dostane do kontaktu so Struktiimymi znakmi patogénu
a pri neskorSom styku stymto patogénom bude schopna rychlejsSie ho rozpoznat a
zneskodnit’ (prevzaté a upravené podl'a Harwood et al., 2017).

2.2.5 Rozdielne funkcie Vg medzi vCelimi kastami

Pre zastupcov vysoko eusocialneho hmyzu, kam patri aj vCela medonosna, je
charakteristické Clenenie jedincov do kast. SpoloCenstvo vzdy pozostava z matky,
robotnic a tradov, ktoré od seba odlisuju rozne fyziologické, morfologické a behavioralne
znaky. Toto rozdelenie je vysledkom postembryonalneho vyvoja, ktory je ovplyvneny
viacerymi vonkaj§imi faktormi (Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990).

Samicie vcely sa liahnu z oplodnenych (diploidnych) vaji¢ok. O tom, ¢i sa vyliahne
robotnica alebo matka rozhoduje vel'kost' bunky plastu, mnozstvo a zlozenie potravy,
ktorou je plod kfmeny a momentalna situacia v uli. Trady sa liahnu z neoplodnenych
(haploidnych) vajicok. Vyvijajuce sa jedince v bunke plastu su umiestené v tekutine
obsahujucej vSetky potrebné ziviny. Tato gélova tekutina (vCelia materska kasicka) je
produkovana kfmickami, pri¢om larva matky je kimena iba v¢elou materskou kasickou
a larvam robotnic je podavana jej zmes s medom a pelom. Vyvoj matky trva priblizne
18 dni, vyvoj robotnic 21 dni a vyvoj tradov 24 dni (Jay, 1963; Haydak, 1970; Wang
et al., 2015).

Vg zohrava zasadnu ulohu v regulécii socialneho usporiadania hmyzu. Jeho vysoka

koncentracia potlaCa spravanie suvisiace so zberom potravy a zaroven klesa s vekom
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vCelich robotnic. VysSie koncentracie Vg podmietiuju zber pel'u mlad$imi v¢elami, zatial
Co starSie robotnice s niz§imi hladinami Vg zbieraju nektar (Nelson et al., 2007).

Awde et al. (2020) vo svojej Stadii skimali rozdiel hladiny Vg medzi robotnicami
a matkou vcely druhu Lasioglossum laevissimum. Potvrdili, ze koncentracia Vg savisi
s aktivitou vajenikov a odraza prislusnost’ ku kaste, schopnost’ reprodukcie a pohlavie.
Socialne usporiadanie spoloCenstva L. laevissimum je rovnaké ako u A. mellifera.
Zo zaverov Studie vyplyva, ze matka vciel z druhu L. laevissimum ma vySS§iu hladinu
expresie Vg ako robotnice, o pravdepodobne suvisi s funkciou Vg ako prekurzora
proteinov vo vajeénom zitku. Stupeii vyvoja vajetnikov ahladina Vg tak priamo
ovplyviiuju prislusnost’ ku kaste.

Ako uz bolo spomenuté, pritomnost’ Vg nie je vzdy viazana iba na samicie pohlavie.
Jeho syntéza bola dokéazana aj v tukovych bunkéch trudov, kde sa v§ak nachadza v ovela
nizsich koncentraciach (Trenczek & Engels, 1986). Ulohou tradov je poskytovat spermie
matke. Liahnu sa najma pocas najteplejSich mesiacov v roku, kedy sa vCely CastejSie roja
a je potrebné, aby sa vyvijalo viac matiek a robotnic. DiZka Zivota dospelych tradov sa
vacsinou pohybuje medzi 20 az 40 diiami, avSak Casto dochadza k ich skorSiemu tthynu,
pretoze po pareni su zula vypudené (Page & Peng, 2001; Martin et al., 2019).
Koncentracia celkovych proteinov rozpustenych v hemolymfe tradov dosahuje
maximum v priebehu prvého tyzdna po vyliahnuti a Vg z nich tvori priblizne 5 %. Pre
porovnanie, u matky obsah Vg v hemolymfe nikdy neklesd pod 40 % (Trenczek et al.,
1989).

V hemolymfe matky sa Vg nachédza uz kratko po vyliahnuti, kedy tvori az 70 %
celkovych proteinov. Pocas kladenia vaji¢ok koncentracia klesa na priblizne 55 %, avSak
opat’ stupa v zimnom obdobi, kedy je reprodukcia pozastavend. U matky, ktora prave
nekladie vajicka, rychlost’ syntézy aj napriek vysokej koncentracii Vg klesa na troven
podobnu ostatnym proteinom (Hagedorn & Kunkel, 1979).

Rozdiel medzi matkou arobotnicami spociva okrem iného aj v obsahu Vg
v hemolymfe pocas roznych vyvojovych §tadii kukly pred dosiahnutim dospelosti.
U matiek sa prvykrat Vg vyskytuje priblizne 60 hodin pred dosiahnutim dospelosti
v §tadiu hnedookej kukly vykazujicej stredny stuperi kutikularnej pigmentacie.
U robotnic bola pritomnost’ Vg zaznamenana asi 10 hodin pred dosiahnutim dospelosti
v §tadiu hnedookej kukly stmavou kutikulou. Porovnanie na zaklade sfarbenia oci
a kutikuly je relevantnejsie z toho dovodu, Ze dizka vyvoja matky a robotnice sa lisi. Plati,

ze ¢im tmavsie ma kutikula sfarbenie, tym je kukla starSia. Po dosiahnuti dospelosti je
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koncentracia Vg v hemolymfe matiek vyssia ako v hemolymfe robotnic (Barchuk et al.,
2002).

2.2.6 Funkcie vitellogeninu v stresovych odpovediach hmyzu

Medzi najCastejSie abiotické faktory spOsobujice nadmerny stres organizmov patria
zmeny teploty, tazké kovy, i pesticidy. Tieto latky spdsobuju v organizme tvorbu
reaktivnych kyslikovych radikalov, ktoré poskodzuji bunky a vyvolavaju oxidacny stres
(Day et al,, 1999; Liu et al., 2009; Yang et al., 2010). Po vystaveni vCely vychodnej (Apis
cerana cerana) abiotickému stresu v podobe znizenej (4 °C) a zvySenej (42 °C) teploty,
tazkého kovu (CdClz) aherbicidu doslo vzdy k zvySenej expresii Vg, priCom sa,
v zavislosti na stresovom faktore, liSila miera zvySenia a doba, po ktorej k zvySeniu
hladiny Vg doSlo. Expresia bola sledovana v mozgu, tukovom teliesku, svalovom
tkanive, hemolymfe a strednom creve. Najviac zaznamenaného Vg transkriptu bolo
v tukovom teliesku a najmenej v mozgu. NajdlhSie trvajuca zvySena miera expresie Vg
nastala pri 4 °C. Pri podani CdCl> do$lo k nahlemu narastu hladiny Vg po 9 hodinéch,
a potom koncentracia opit pomerne prudko klesla. Vyssia hladina Vg je spojena
s ochranou proti poskodeniu buniek vplyvom oxida¢ného stresu (Zhang et al., 2017).

Olovo (Pb) je toxicky tazky kov, ktory v zivych organizmoch vyvolava rozne
patologické zmeny. Jedna sa o latku u hmyzu spdsobujucu narusenie endokrinnych
funkcii. V §tadii zaoberajucej sa vplyvom olova na reprodukciu no¢ného motyl'a z rodu
blyskaviek (Spodoptera litura) bolo dokéazané, ze po vystaveni lariev motyla doslo
k inhibicii syntézy Vg ak negativnemu ovplyvneniu reprodukcie. Potencialnym
mechanizmom inhibi¢ného ucinku Pb na reprodukciu je poskodenie nervového systému
hmyzu, ¢o nasledne narisa endokrinny systém a spdsobuje znizenu sekréciu hormonov
ovplyviiujucich syntézu Vg (Shu et al., 2009).

Na stresovej odpovedi vciel sa vyrazne podielaju aj homologne vg-like proteiny.
Pritomnost’ génov kddujucich tieto proteiny je typickejsia pre sterilné robotnice ako pre
matku ¢o naznacuje, ze ich hlavnou ulohou na rozdiel od Vg nie je vyziva embrya.
V studii od Salmela et al. (2016) bola sledovana expresia Vg a vg-like génov po vyvolani
oxida¢ného stresu. U jednej skupiny kimiciek bol stres vyvolany injekcne
prostrednictvom herbicidu Parakvatu (N,N'-dimethyl-4,4'-bipyridinium dichlorid)
a druhej skupine kfmiciek bol injekéne podany vceli fyziologicky roztok. Prakvat je
pneumotoxicka latka sposobujuca produkciu a hromadenie superoxidovych radikalov

(037) vorganizme (Day et al.,, 1999). Podanie fyziologického roztoku aj Parakvatu
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zvysilo mieru expresie Vg a vg-like-A. Expresia vg-like-B bola vysSia iba po injekcii
Parakvatu. Hladina vg-like-C sa nezmenila ani v jednom pripade. Je teda pravdepodobné,
ze v stresovych odpovediach vciel zohravaju signifikantni ulohu Vg a vg-like-A
proteiny, pretoze ich zvySenie bolo zaznamenané v pripade mierneho stresu vyvolaného
podanim fyziologického roztoku, ako aj podanim pneumotoxického Parakvatu. Gén
vg-like-B reagoval zvySenou mierou expresie iba na podanie Parakvatu. Hypoteticky je
tak mozné predpokladat, ze tento protein ma Specifickejsiu funkciu pri antioxidaénych
reakciach (Salmela et al., 2016).

V pripade, Ze je stres vyvolany napriklad poranenim alebo ochorenim vcely, dochadza
k poklesu hladiny Vg v hemolymfe ak vzostupu koncentracie JH, ktory vyvolava

predcasné starnutie a vedie k uhynu véely (Amdam et al., 2012).

2.2.7 Funkcie vitellogeninu v dlhovekosti a antioxidacnej ochrane vciel
Dizka Zivota vEely medonosnej sa meni v zavislosti na vonkajsich faktoroch. Matka sa
doziva najcastejsie 1 — 3 roky, avSak boli zaznamenané pripady, kedy sa dozila az 8 rokov.
Sterilné robotnice sa vzhl'adom na podmienky prostredia m6zu dozivat niekol'kych
tyzdiov az 1 roka (diutinus) atridy sa vécSinou nedozivaju viac, ako 5 tyzdiov
(Page & Peng, 2001).

Podl'a doterajSich zisteni je mozné predpokladat’, ze na starnuti organizmu sa vyrazne
podiel’a oxidacny stres. Normalna metabolicka aktivita organizmov vedie k nevyhnutne;j
produkcii reaktivnych kyslikovych radikalov (ROS), ktoré ak nie su inaktivované
prostrednictvom antioxidantov, vedu k poSkodeniu nukleovych kyselin, proteinov
alipidov. Toto poskodenie sa s postupom casu znasobuje a prispieva k starnutiu
(Harman, 1956; Beckman & Ames, 1998).

Makromolekuly najlahSie podliehajice oxidacii su polynenasytené mastné kyseliny
(PUFA). Obsah PUFA v suvislosti s dlhovekostou bol Studovany najmé na cicavcoch,
kde sa potvrdilo nizSie zastupenie PUFA u dlhSie zijucich jedincov (Pamplona et al.,
1998). U v¢iel je tato spojitost’ predpokladana tiez. Lipidové dvojvrstvy vcele] matky
obsahuju ovela vysSie zastipenie mononenasytenych mastnych kyselin (MUFA) a nizSie
zastupenie PUFA v porovnani s robotnicami. Zaujimavé je, ze v rannom vyvojovom
Stadiu larvy maju vSetky vcelie kasty zastupenie PUFA na membranach menej ako 2 %.
AvSak, v neskorSom Stadiu larvy uz robotnice atrudy vykazuju vysSi pomer

PUFA/MUFA, pricom larve matky narastda pomer MUFA/PUFA. Tento fakt je
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pravdepodobne spojeny s tym, ze larvy trudov a robotnic prechadzaju v neskorSom §tadiu
na potravu s obsahom pelu, ale larva matky je pocas celého vyvinu kfmena vcelou
materskou kaSi¢kou. Pel obsahuje az 88 % PUFA z celkového poctu mastnych kyselin
(Haydak, 1970; Haadad et al., 2007; Martin et al., 2019).

Dalsim dolezitym ukazovatelom oxidaéného poskodenia v sivislosti so starnutim
organizmu je hladina oxida¢ne modifikovanych proteinov. Proteiny mozu podliehat
roznym typom oxidacii, ako napriklad karbonylécii prostrednictvom oxidacie s ROS
alebo nitracii reakciou s RNS (Halliwell, 1995; Sohal, 2002).

Vg je I'ahko oxidovatel'ny, vd’aka ¢omu chrani pred oxidaciou ostatné molekuly. Bolo
dokazané, ze v hemolymfe vciel je Vg hlavnym proteinom, ktory podlieha oxidacnej
karbonylacii. Porovnavana bola miera oxidacie troch proteinov, ktoré si v hemolymfe
dospelych vciel zastapené najviac: vitellogeninu, apolipoproteinu 1 a hexamerinu
prostrednictvom. Vo vysledku bol Vg najviac oxidovany z vybranych troch proteinov.
Toto zistenie prispieva k domnienke, ze Vg je pravdepodobne jednym z hlavnych
antioxidacnych proteinov v hemolymfe v¢iel (Seehus et al., 2006a). Priamy stvis ma jeho
antioxidacna funkcia aj s dlhovekost'ou, ked’ze u lietaviek je koncentracia Vg pomerne
nizka (5-10 pg-ul'), vporovnani so véelami diutinus (60-90 pg-ul') a kfmickami
(20-50 pg-ul) (Amdam et al., 2004; Seehus et al., 2006b).

Havukainen et al. (2013) dokazali, ze vizba Vg na membranu buniek priamo ochranila
tieto bunky pred poSkodenim sposobenym H20:. Je tak mozné predpokladat, ze Vg
naviazany na membranoveé fosfolipidy chrani bunky pred pdsobenim ROS a neziaducou
peroxidaciou lipidovych dvojvrstiev.

Vplyv oxidacného stresu na aktivitu Vg génu vcelich robotnic bol Studovany metodou
RNAIi. Oxidacny stres bol vyvolany injekciou herbicidu Parakvatu. Vcely, u ktorych
doslo k znizeniu mnozstva Vg mRNA pomocou RNAi (vg") mali po oSetreni Parakvatom
ovela vy§§iu mieru umrtnosti oproti v¢éelam, kde nebola expresia Vg ovplyvnena (vg™)
(Amdam et al., 2003b; Seehus et al., 2006a).

V suvislosti so starnutim vcelich robotnic Seehuus et al. (2006b) dospeli
k zaujimavému zisteniu, ze hladina karbonylovanych proteinov, a teda aj senescencia
vcCiel viac suvisi s prechodom robotnice do §tadia lietavky, nez na veku. Vo vsetkych
ostatnych vyvojovych stadiach bolo oxidacné poskodenie relativne nizke, nezavisle na
veku. To znamena, ze 8-diiové kimicky a 200-diiové kfmicky po prezimovani aj
180-diiové vcely diutinus vykazovali ovela nizSie koncentracie karbonylovanych

proteinov v porovnani s 20-diovymi lietavkami a 200-diiovymi lietavkami po
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prezimovani, u ktorych bolo oxida¢né poskodenie niekolkonasobne vyssie. Oznacenie
,,vcely po prezimovani“ charakterizuje robotnice ziskané 2 tyzdne potom, ¢o kolonie
zahgjili chov potomstva a zber potravy po zimnom obdobi (Seehuus et al., 2006b). Na
rozdiel od toho su vcely diutinus charakteristicky pritomné iba ked’ sa v uli nevyskytuje
plod (Maurizio & Hodges, 1950; Omholt & Amdam, 2004).

K pochopeniu mechanizmov starnutia v¢iel prispelo dolezité zistenie, ze robotnice su
schopné takzvanej reverznej ontogenézy. To znamena, ze lietavka sa dokaze vratit do
Stadia kfrmicky (teda do mladsSieho fenotypu). Dévodom je vacSinou znizené mnozstvo
kfmiciek v uli (napriklad vplyvom ochorenia, ¢i napadnutia predatorom). Tieto robotnice
potom opét’ vykazuji zvySenu koncentraciu Vg a funkénych hemocytov v hemolymfe.
Rovnako u nich dochadza k zmene funkcie hypofaryngenalnych zliaz, ktoré prestavaja
produkovat’ latky spojené s hl'adanim potravy a opat’ produkuju potravu pre vyvijajuce sa
potomstvo. K reverznej ontogenéze lietaviek do Stadia diutinus dochadza najma na jesen,
kedy je potrebné, aby tieto vCely preckali zimu a mohli tak na jar vychovat novu
generaciu. Vcely, ktoré podstupia reverzni ontogenézu vykazuji tiez zvratenie
imunosenescencie, t.j. obnovenie imunity. Tento jav je podla vsetkého spdsobeny
poklesom koncentracie JH (ktory sposobuje rozpad hemocytov) a narastom koncentracie
Vg. S nastupom nepriaznivych podmienok (napr. ochladenie) do Stadia diutinus
prechadzaju tiez posledné vcelie plody vyvijajiice sa v danom obdobi, pretoze pocas zimy
matka vajicka nekladie (Robinson et al., 1992; Amdam et al., 2005).

Predpoklada sa, ze dizka Zivota matky je spojena so Zivotnostou tukovych buniek. Jedna
sa o bunky, ktoré nie su po dosiahnuti dospelosti vCely schopné delenia. U robotnic
dochadza k degradacii trofocytov rychlejsSie ako u matky (Hsieh & Hsu, 2011a;
Hsieh & Hsu, 2011b). Syntéza Vg matky v oblasti zadocku, kde sa nachadza najviac
tukovych buniek, dosahuje vrchol na zaciatku dospelosti. V oblasti hlavy a hrudnika je
v tomto obdobi Vg syntetizovany iba v zanedbatelnych mnozstvach. S pribudajacim
vekom sa hladina Vg mRNA v oblasti zadoCku znizuje, a naopak stupa v oblasti hlavy
a hrudnika. Pocas celého zivota matky vSak prevazuje koncentracia Vg mRNA v zadocku.
Tento predpoklad prispieva k moznému vysvetleniu, preco sa vcelia matka doziva

vyssieho veku ako ostatné vCely (Corona et al., 2007; Lu et al., 2018).
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3 TESTOVANIE ANTIOXIDACNYCH VLASTNOSTI MOLEKUL
3.1 Oxidacné poskodenie makromolekul

Latky sposobujuce oxidacné poskodenie mozno rozdelit' na reaktivne formy kyslika
areaktivne formy dusika. Medzi ROS patria volné radikaly (superoxid (037),
hydroxylovy radikal (HO®), peroxyl (ROO®), alkoxyl (RO*), hydroperoxyl (HO?)) a latky
neradikalove] povahy (peroxid vodika (H202), kyselina chlérna (HOCI), ozén (O3),
singletovy kyslik (0,)). RNS sa delia rovnako na radikalové (oxid dusnaty (NO), oxid
dusicity (NO3)) a neradikalové zlu&eniny (nitrosyl (NO™), nitroxid (NO), kyselina dusita
(HNO3), oxid dusity (N,03), oxid dusigity (N,0,), nitronium (NO3), peroxynitrit
(ONOO), alkylperoxynitrit (ROONO)) (Stipek, 2000).

Aby sa v organizme predislo nadmernému poskodeniu makromolekul vplyvom ROS
a RNS, je velmi dolezity pomer medzi tymito molekulami a antioxidantmi. Jedna
z najcastejSich definicii hovori o antioxidante ako o latke, ktora ak sa nachéadza
v organizme Vv niz§ej koncentracii ako oxidovatel'ny substrat, znacne spomaluje alebo
zabraniuje oxidacii tohto substratu. Antioxida¢né vlastnosti maji najCastejSie proteiny
(napr. bilirubin), enzymy (napr. superoxid:superoxid oxidoreduktasa (superoxidismutasa,
EC 1.15.1.1)), vitaminy (napr. vitamin E), organické kyseliny (napr. kyselina mocova),
farbiva (napr. B-karotén) a pod. (Halliwell, 1995).

Antioxidanty je mozné podla funkcie delit na molekuly, ktoré brania nadmerne;
tvorbe ROS a RNS (napr. regulaciou aktivity enzymov tvoriacich tieto reaktivne
zluceniny (napr. L-arginin, NADPH:kyslik oxidoreduktasa (NO® synthasa,
EC 1.14.13.39)) alebo vychytavanim Fe?* a Cu* — katalyzatorov pri tzv. Fentonovej
reakcii (vznik HO® z H2O»)) a na molekuly schopné vychytavat a odstranovat’ radikaly,
ktoré sa uz vytvorili. Ind moznost’ predstavuje delenie antioxidantov na antioxidacné
enzymy a na latky vytvarajuce s ROS a RNS stalejsie, menej toxické produkty (Stipek,
2000).

Polynenasytené mastné kyseliny vykazuji spomedzi makromolekul najvyssiu
senzitivitu k poSkodeniu sposobenému ROS, pricom poskodenie sa zvySuje priamo
umerne poctu dvojitych vazieb v molekule (Bielski et al., 1983). PUFA obsahuju tzv.
bis-allylové atomy uhlika (nachadzaju sa medzi uhlikovymi atomami spojenymi s d’alsim
refazcom dvojitou védzbou), ktoré primarne podliehaji oxidaénym reakciam
(Cosgrove etal., 1987). Oxidacia PUFA vedie k tvorbe hydroperoxidov a cyklickych

peroxidov mastnych kyselin, ktoré su pomerne stale, avSak reaguju podobne ako H>O>
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s Cu* a Fe?* za vzniku reaktivnych foriem tychto zlugenin. Hydroperoxidy a cyklické
peroxidy sa mozu Stiepit na intermedidty, ako napriklad ethan, penthan,
4-hydroxynonenal, alebo malonylaldehyd. Tie potom reaguju s proteinmi za vzniku
stabilnych konecnych produktov. Modifikované proteiny stracaju funkciu, ¢cim dochadza
k narueniu délezitych metabolickych dejov v organizme (Stipek, 2000).

Proteiny s ROS a RNS reaguju prostrednictvom niektorych aminokyselinovych
zvyskov. Napriklad methionin je vplyvom ROS oxidovany na sulfoxid, cystein na
sulfonat a tryptofan na kynurein (3-anthraniloylalanin). Modifikované proteiny stracaju
svoju enzymovu, transportnu alebo signalnu funkciu. Niektoré aminokyseliny mozu
podliehat’ hydroxyléacii s HO* alebo nitracii s ONOO, ktory reaguje najmé s tyrosinom za
vzniku staleho produktu nitrotyrosinu. Castou modifikaciou je karbonylacia, kedy
dochadza k vzniku karbonylovych derivatov. Priinou je oxidacia aminoskupin
postrannych retazcov (vdcSinou zalozena na principe Fentonovej reakcie), oxidacné
Stiepenie proteinov alebo konjugacia s aldehydmi vznikajucimi oxidaciou PUFA. Stupeini
karbonylacie proteinov je mozné exprerimentalne stanovit a Casto sa pouziva ako
ukazovatel' oxidaéného poskodenia organizmu (Stipek, 2000; Meller et al., 2011).

Oxidacné poskodenie DNA je spdsobené najma HO®, ktory reaguje s deoxyribosou za
vzniku malondialdehydu a modifikuje ¢iuvolfiuje purinové a pyrimidinové bazy.
Nasledkom tychto reakcii dochadza k naruSeniu polynukleotidového ret'azca, k tvorbe
krizovych viazieb DNA s proteinmi a k chybnému parovaniu baz pri replikacii. Zmeny
DNA vyvolané ROS v kone¢nom ddsledku spdsobuji mutacie, karcinogenézu, apoptézu

a starnutie (étipek, 2000).

3.2 Meranie antioxidacnych vlastnosti proteinov

3.2.1 Detekcia karbonylovanych proteinov

Tetrahydridoboritan sodny (NaBH4) je reduk¢né Ccinidlo, ktoré redukuje vSetky
karbonylové skupiny (t.j. aledehydy, ketony a ketokyseliny) na alkoholy a Schiffove bazy
na aminy. Metdda je vel'mi citlivd a mozno ju pouzit' aj v pripade nizkeho obsahu
proteinov vo vzorke. Pre stanovenie sa vyuziva zlucCenina znacena radioaktivne triciom

(NaB’H.) (Levine et al., 1990). Reakcie vystihujt nasledovné reakéné schémy:

i NaB3H, i 3
protein — C = 0 —— protein — "HCH — OH

3 . NaB3H, 3 3 3
protein — C = N — protein —— protein — "HCH — NH — protein
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Detekciu tricia v modifikovanych proteinoch je mozné previest pomocou
kvapalinovej scintilacnej spektometrie (Levine et al,, 1990). Jedna sa o analyticka metodu
uréenu pre meranie 3 ziarenia v roztoku. Kvapalny scintilator je latka, ktora pri interakcii
sionizujicim ziarenim prevadza cCast’ absorbovanej energie na svetelné zablesky
(scintilacie). NajCastejSie su  vyuzivané cyklické uhlovodiky v organickych
rozpustadlach. Vzniknuté scintilacie st zachytené fotonasobi¢mi a prevedené na
elektrické impulzy. Pocet impulzov je priamo imerny poctu radioaktivne znacenych
Castic v roztoku (Astro Nukl Fyzika, 26.3.2022).

Metoda zalozena na podobnom principe, ale bez pouzitia radioaktivneho znaCenia
predstavuje derivatizaciu karbonylovanych proteinov pomocou
2, 4-dinitrofenylhydrazinu (2,4-DNPH). Principom je reakcia, kedy karbonylovany
protein alebo Schiffova baza reaguje s 2,4-dinitrofenylhydrazinom za vzniku farebného
produktu 2,4-dinitrofenylhydrazonu, ktory absorbuje svetlo pri vinovej dizke
360-390 nm (Levine et al., 1990). Reakcie vystihuji nasledovné reakéné schémy:

H,N-NH-2,4-DNPH
protein—C =0 protein =N — NH — 2,4 — DNPH + H,0

H,N-NH-2,4-~DNPH
protein — C = N — protein protein =N — NH — 2,4 — DNPH + H,0

Okrem spektofotometrického stanovenia mozno karbonylované proteiny detegovat’ aj
pomocou metody Western blot. V tomto pripade je potrebné najskor proteiny rozdelit
podl'a molekulovej hmotnosti prostrednictvom SDS-PAGE. Nasledne prebieha transport
na membranu z nitrocellulosy alebo polyvinylidénfluoridu (PVDF) a stanovenie
proteinov inkubéaciou so Specifickymi anti-DNP protilatkami (Nakamura et al., 1999) Pre
spol'ahlivy vysledok by mala vzorka obsahovat viac ako 0,5 mg-ml! proteinov (Levine
et al.,1990).

Pre detekciu karbonylovanych proteinov sa dalej modze vyuzit napr.
fluorescein-5-thiosemikarbazid alebo fluorescein amin s kyanoborohydridom sodnym,
pricom stanovenie prebieha na rovnakom principe ako v popisanych prikladoch (Levine

et al., 1990).

3.2.2 Detekcia modifikacii tyrosinu
Jednou z foriem oxida¢ného poskodenia aromatickej aminokyseliny tyrosin je tvorba
dityrosinu. Ionizovana forma dityrosinu, v ktorej je jedna z fenolovych hydroxylovych

skupin disociovana, emituje fluorescencné ziarenie s maximalnou vinovou dlzkou
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priblizne pri 400 nm. Dityrosin je mozné detegovat’ aj pomocou afinitnej chromatografie
na imobilizovanom fenylboritane alebo pomocou dvojdimenzionalne; chromatografie
(Malencik & Anderson, 2003).

Oxida¢nou modifikaciou tyrosinu vplyvom RNS (najmd ONOO) je vznik nitrotyrosinu
(Ntyr). Nitrotyrosin je mozné stanovit spektrofotometricky. Pri pH < 3 je roztok
bezfarebny a najviac absorbuje pri 365 nm, pri pH > 9 je roztok ZIty a absorbcné
maximum je v oblasti 428 nm (Yan, 2009). Nitrotyrosin je tiez mozné detegovat
pomocou metdody Western blot s vyuzitim Specifickych anti-Ntyr protilatok (Seehus et
al., 2006b).

3.2.3 Detekcia thiolovych skupin znaéenych ['*C] i6dacetamidom

Thiolové skupiny (najmé cysteinové rezidud) su vd’aka vysokej reaktivite veI'mi nachylné
na oxidacné poSkodenie. I6dacetamid pdsobi ako alkylacné cCinidlo, ktoré reaguje
s nukleofilnymi thiolovymi skupinami za vzniku stabilného produktu. Oznacené su teda
neoxidované -SH skupiny. Cim je signal slabsi, tym masivnejsie poskodenie je pritomné.
Radioaktivne znacené produkty je mozné analyzovat pomocou hmotnostne]
spektrometrie alebo gélovej elektroforézy. Vyhodou pouzitia iddacetamidu je, ze
nevytvara karboxylové skupiny a protein tak neziskava d’alsi zaporny naboj (McKenzie

et al., 1996; Sethuraman et al., 2004).

3.3 Stanovenie antioxidacnej aktivity ostatnych molekul

3.3.1 Stanovenie celkovej antioxidacnej aktivity metédou TEAC

Stanovenie celkovej antioxidacnej aktivity je zalozené na schopnosti vzorky alebo
reakénej zmesi zhasat kationovy radikal ABTS™ (2,2"-azinobis(3-ethyl-2,3-
dihydrobenzothiazol-6-sulfonat). Zhasanie ABTS™* radikalu antioxidantmi je merané
spektrofotometricky na zaklade zmien absorbcného spektra ABTS'™ najCastejSie pri
734 nm. Katidénovy radikal ABTS™ v roztoku vznika oxidaciou ABTS napr. pomocou
zmesi methemoglobin/H20>. Oznacenie TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)
sa pouziva ztoho dovodu, ze merand antioxida¢na kapacita vzorky je udavana v
ekvivalentoch definovaného mnozstva Standardu Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina, synteticky analog vitaminu E). TEAC je

definovana ako milimolarna koncentracia roztoku Troloxu s antioxidacnou kapacitou
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ekvivalentnou 1 mmol-1"! roztoku skumanej latky (Miller et al., 1993; Rice-evans et al.,

1995).

3.3.2 Reakcia s difenylpikrylhydrazylom
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl (DPPH) je pomerne stabilnd radikalova
zliCenina s nesparovanym elektronom vo valencnej sfére jedného z dusikovych atomov.
Metoda sa povazuje za jednu zo zakladnych pre posudenie antioxidacnej aktivity ¢istych
latok alebo zmesi. Principom stanovenia je reakcia testovanej latky alebo reakénej zmesi
s DPPH, kedy dochadza k redukecii radikalu za vzniku difenylpikrylhydrazinu (DPPH-H)
(Blois, 1958). Nasledne je merany pokles absorbancie pri 517 nm po uplynuti
konStantného ¢asu (Yokozawa et al., 1998) alebo je reakcia merana kineticky (Espin et
al., 2000). Radikalova aktivita zmesi moze byt vyjadrena po prepocte v jednotkach
Standardu Troloxu alebo ekvivalentoch kyseliny askorbovej (du Toit et al., 2001).

3.3.3 Metoda ORAC

ORAC (oxygen radical absorbance capacity) je metoda, pri ktorej su vo vzorke
generované kyslikové radikdly ROO®* pomocou AAPH (2,2 -azobis(isobutyrimidamid)-
dihydrochlorid) a HO® prostrednictvom reakcie H>O> s Cu*. Sledovany je ubytok
fluorescencie B-fykoerytrinu po reakcii s radikalom. Nésledne sa hodnoti schopnost
testovanej latky spomalit’, resp. zastavit' radikalovu reakciu a €as, za ktory k antioxidacne;j
reakcii doSlo. Vyuziva sa porovnanie plochy pod krivkou fluorescenéného signalu,
pricom plocha vzorky obsahujucej antioxidanty je vysSSia, ako plocha blanku. Kvoli
presnejSiemu stanoveniu su krivky vzoriek porovnavané s krivkami Standardu (Trolox).
Tato metéda ma Siroké uplatnenie a poskytuje informacie o antioxidacnej kapacite

vzoriek rozneho typu (Cao et al., 1993; Cao et al., 1996).

3.3.4 Metoda FRAP

Zakladnym principom metody FRAP (ferric reducing antioxidant power) je redukcia
komplexu tripyridyltriazinu zelezitého (Fe**-TPTZ) na syto modry zeleznaty komplex
(Fe’*-TPTZ) antioxidantom v kyslom prostredi. Antioxidant pdsobi ako donor elektréonov
(redukovadlo) a Fe**-TPTZ ako akceptor elektronov (oxidovadlo). Antioxidagna aktivita
(ekvivalentna redoxnej kapacite) je zaznamenana ako narast absorbancie pri 593 nm

(Benzie & Strain, 1999). Metoda vSak ma svoje nevyhody, ako napriklad to,
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ze nedochadza k zachyteniu pomaly reagujucich polyfenolickych latok a thiolov
a vznikajuci Fe** je jednym z reaktantov Fentonovej reakcie. Je teda mozné tvrdit,
7e meranie odraza iba schopnost latok redukovat Fe** na Fe?*, &o s celkovou
antioxidacnou aktivitou vzorky nemusi suhlasit’ (Ou et al., 2002).

V stcasnostt sa ako oxidovadlo vyuziva tiez hexakyanozelezitan draselny
v pritomnosti Fe**, pri¢om produktom reakcie je hexakyanozeleznatan zelezity (Pruské
modra). Tato modifikacia spolu s pridavkom SDS a optimalizaciou pH umoziuje

detekciu SirSieho spektra antioxidantov (Isil Berker et al., 2010).
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Material
4.1.1 Chemikalie

5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat (BCIP) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Akrylamid (AA) (Sigma-Aldrich, USA)

Bisakrylamid (BIS) (MP Biomedicals, USA)

Bromfenolova modra (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) (Bio-Rad, USA)

Dimethylformamid (DMF) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Dinitrofenylhydrazin (DNPH) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Dithiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Dodecylsiran sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Ethanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Glycerol (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Glycin (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Hovédzi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Chlorid hore¢naty (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Kit pre chemiluminiscen¢na detekciu fenol-donorovej:peroxid vodika oxidasy
(chrenova peroxidasa, EC 1.11.1.7) Light Polaris (Serva, Nemecko)

Kozia anti-krédlicia IgG protilatka s naviazanou fosfatasou-monoester
fosfohydrolasou (alkalicka fosfatasa (ALP), EC 3.1.3.1) (Sigma-Aldrich,
Nemecko)

Kozia anti-krali¢ia IgG protilatka s naviazanou chrenovou peroxidasou
(Sigma-Aldrich, Nemecko)

Kozia anti-mySia IgG protilatka snaviazanou chrenovou peroxidasou
(Sigma-Aldrich, Nemecko)

Kyselina fosfore¢na (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova (Lach-ner, Ceska republika)

Kyselina octova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Marker molekulovej hmotnosti (SigmaMarker™ wide range 6500-200 000 Da)
(Sigma-Aldrich, Nemecko)
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Methanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Monoklonalna mysia IgE protilatka proti dinitrofenylu s naviazanou alkalickou
fosfatasou (anti-DNP) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Monoklonalna mysia IgG protilatka proti nitrotyrosinu (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, USA)

n-butanol (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Nitrotetrazoliova modra (NBT) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
N,N*-tetramethylendiamin (TEMED) (Carl Roth, Nemecko)

Peroxid vodika (Lach-Ner, Ceska republika)

Persiran amonny (APS) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Ponceau S (Merck, Nemecko)

Polyklonalna kralic¢ia protilatka proti vitellogeninu (Sigma-Aldrich, Nemecko)
SAVO (Unilever, Spojené kralovstvo)

Susené nizkotucné mlieko (Carl Roth, Nemecko)

Tetranitromethan (TNM) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (MP Biomedicals, Franctuzsko)
Tween-20 (Carl Roth, Nemecko)

4.1.2 Roztoky

10% (w/v) SDS

10% persiran amonny

akrylamid-N N°-methylbisakrylamid: 30 %  (w/v)  akrylamidu, 0,8 %
bisakrylamidu (w/v) vo vode

CBB farbiaci roztok: 0,1 % (w/v) CBB G-250 v 15% (v/v) kys. octovej
a 45% methanole

CBB odfarbovaci roztok: 40% (v/v) methanol, 10% (v/v) kys. octova

farbiaci roztok Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 10% (v/v) kys. octovej

pufor blotovaci: 0,048 mol-1"! Tris, 0,039 mol-1"! glycin, 20 % (v/v) methanol
(pH 8,3)

pufor do deliaceho gélu: 1,5 mol-1"! Tris/HCI (pH 8,8)

pufor do zaostrovacieho gélu: 0,5 mol-1"! Tris/HCI (pH 6,8)
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pufor elektrodovy: 0,025 mol-1"! Tris, 0,192 mol-1"! glycin, 0,1% (w/v) SDS
(pH 8,3)

pufor pre detekciu alkalickej fosfatasy: 100 mmol-1"! NaCl, 50 mmol-1"! MgCly,
100 mmol-1"! Tris-HCl (pH 9,5)

pufor Tris pre pripravu nitrovanych proteinov: 50 mmol-1"! Tris (M; = 121,1)
(pH 8.8)

roztok BCIP: 5% BCIP v 100% DMF

roztok NBT: 10% NBT v 70% DMF

TBS pracovny pufor pre imunodetekciu (5x TBS): 100 mmol-1"! Tris,
2,5 mmol-1"!, NaCl (pH 7.5)

Tween v TBS (TBS-T): 0,15 ml Tween-20 a 300 ml 1x TBS

vodou nasyteny n-butanol

vzorkovaci pufor (2x Laemmli): 0,125 mol-1"! Tris/HCI, 4% (w/v) SDS, 20%
glycerol, 0,2 mol-1"' DTT, 0,02% (w/v) bromfenolova modra (pH 6,8)

zasobny roztok Coomasie Blue (50 mg Coomasie Blue G-250 rozpustit’ v 25 ml
ethanolu a 50 ml 85% kys. fosforecnej, doplnit’ ddH>O do 100 ml)

zasobny roztok DTT: 20 mmol-1"! DTT v ddH>O

zasobny roztok DNPH: 10 mmol-1"' DNPH v 2 M HCl

4.1.3 Biologicky material

Hemolymfa vcely medonosnej odobrand v septembri 2019 z dospelych robotnic, ktoré

boli chované v pokusnom v¢eline Vyzkumného ustavu vcelarského na Kyvalce. Vzorka

hemolymfy bola po odstrihnuti zado¢ku ziskand z hrudnej Casti v€iel a pre uchovanie

zamrazena do d’alSieho pouzitia.

4.1.4 Pristroje a pomocky

Analytické vahy Denver Summit (Denver Instrument, USA)

Aparatura pre Tank blot (Bio-Rad, USA)

Aparatura pre SDS-PAGE (Bio-Rad, USA)

Automatické pipety (Eppendorf, Nemecko)

Blotovacie zariadenie Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, USA)
Blotovacia membrana nitrocellulosova Amersham Hybond-ECL, priemer porov

0,2 pm (GE Healthcare, USA)
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e Blotovacia membrana PVDF Immobilon-FL, priemer porov 0,45 um (Millipore
Corporation, USA)

e Blotovaci papier ALBET (ScienceLab, USA)

e Centrifuga 5418 R (Eppendorf, Nemecko)

e Chemiluminiscenény skener C-Digit (Li-Cor, USA)

e Inkubator Dry Bath (Major Science, USA)

e Magneticka mieSacka Big Squid (IKA, Nemecko)

e Mikrodosticka TPP, 96 jamiek (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e Mikrodostickovy spektofotometer PowerWave XS (BioTek Instruments, USA)

e Mikroskumavky (Eppendorf, Nemecko)

e Podlozka pre zobrazenie gélov White Tray (Bio-Rad, USA)

e Predvazky (Ranwag, Ceska republika)

e Trepacka Bio Shaker 3D (BioSan, Lotyssko)

e Vortex V-1 plus (BioSan, LotySsko)

e Zdroj elektrického napitia PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

e Zobrazovacie zariadenie pre gély Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)

4.2 Metédy

4.2.1 Stanovenie proteinov v hemolymfe Bradfordovou metédou
V prvom kroku boli pripravené pracovné roztoky Bradfordovho ¢inidla a BSA. Pre
roztok Bradfordovho ¢inidla bol nariedeny zasobny roztok Coomasie Blue pomocou
ddH>O v pomere 1:4. Zasobny roztok BSA o koncentracii 2 mg-ml! bol pripraveny
rozpustenim 2 mg BSA v 1 ml ddH>O. Z tohto roztoku boli pripravené Standardy
kalibracnej rady BSA o koncentraciach 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250, 500, 750
a 1000 pg'ml!. Do jamiek v 96-jamkovej mikrotitratnej dosticke bolo postupne
napipetovanych 45 pl ddH>O, 5 pl Standardu alebo 20x nariedenej vzorky hemolymfy
a 200 pl pracovného roztoku Bradfordovho ¢inidla. Jednotlivé Standardy a vzorka boli
pipetované po riadkoch v triplikate. Ako blank bolo pouzitych 50 ul ddH20 a 200 pl
pracovného roztoku Bradfordovho ¢inidla.

Pred vlastnym meranim bola dosticka prikrytd vieckom, jemne pretrepana
a ponechand 10 min inkubovat’ kvoli vyvinu sfarbenia. Absorbancia bola zmerana na
spektofotometri PowerWave XS pri vlnovej dizke 590 a 450 nm. Data boli zobrazené

v programe Gen5 3.06 (Biotek). Nasledne bola koncentracia proteinov vyhodnotena na
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zaklade kalibracnej priamky zavislosti pomeru absorbancii 590/450 nm na koncentracii
proteinov. Rovnakym spdsobom bola zmerana koncentracia proteinov v 50x nariedene;j

vzorke hemolymfy.

4.2.2 Priprava nitrovanej hemolymfy a BSA

Nitrovany BSA (pouzity ako pozitivna kontrola nitracie) bol pripraveny rozpustenim
100 mg BSA v 10 ml 50 mmol-1"! Tris pufru (pH 8,8). K roztoku bolo pridanych 10 pl
tetranitromethanu, ¢o odpoveda 50-nasobnému molarnemu nadbytku Cinidla. Nitrovana
hemolymfa bola pripravena zmiesanim 10 pl hemolymfy a 1 pl tetranitromethanu. Takto
pripravené vzorky boli inkubované cez noc pri 4 °C a pre uchovanie a d’al§iu potrebu

zamrazené.

4.2.3 Priprava oxidovanej hemolymfy a modifikacia s DNPH

Oxidacia hemolymfy prebiehala pomocou H20: alebo roztoku SAVA (5% chlornan
sodny). H2O2 bol pridany tak, aby jeho celkova koncentracia vo vzorke bola 10 mmol-1'!
(na 15 pl vzorky bolo zmieSanych 0,15 pl 1 mol-I"" H202 a 14,85 pl 10x riedene;
hemolymfy). Koncentracia SAVA vo vyslednej vzorke bola 1 % (na 15 pl vzorky boli
zmieSané 3 ul 5% SAVA a 12 pul 10x riedenej hemolymfy). Ako negativna kontrola bola
pouzitd vzorka s pridavkom 10 mmol-1"' denaturaéného ¢&inidla (DTT) (na 15 pl vzorky
bolo zmiesanych 7,5 ul 20 mmol-1"! roztoku DTT a 7,5 pl 10x riedenej hemolymfy).
Vzorky boli s ¢inidlami inkubované 30 min pri laboratornej teplote. Po inkubacii bol
ku kazdej oxidovanej vzorke atiez k 15 pl neoxidovanej vzorky hemolymfy pridany
dvojnasobok 10 mmol-1"! roztoku DNPH (30 pl) a vzorky boli opat ponechané inkubovat
pri 25 °C 10 min.

4.2.4 SDS-PAGE

4.2.4.1 Elektroforéza nemodifikovanej hemolymfy

Vzorka bola pripravenad zmieSanim 100 pl 10x nariedenej vcelej hemolymfy (10 ul
hemolymfy a 90 ul ddH20) a 100 pl 2x vzorkovacieho pufru podla Laemmliho. Po
premieSani na vortexe bola vzorka zahrievana na 70 °C po dobu 15 min v inkubétore.

Nasledne bola vzorka ochladena na l'ade a centrifugovana 5 min pri 15 000 g a 4 °C.
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Pre elektroforézu boli najprv pripravené roztoky na deliaci a zaostrovaci gél
napipetovanim jednotlivych komponentov okrem APS do prislusnych kadi¢iek podla

nasledujucej tabulky (Tab. 1):

Tab. 1: ZlozZenie deliaceho a zaostrovacicho gélu. Objemy su uvedené v ml.

Typ gélu AA/BIS Tris HCI Tris HCI ddH,O SDS TEMED APS
30%/0,8% (1,5 mol-1'}, (0,5 mol 1", (Start)
pH 8.,8) pH 6,8)
Deliaci 7% 23 2,5 - 5,1 0,1 0,01 0,07
Zaostrovaci 1,3 - 2,5 59 0,2 0,02 0,12
4%
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Ako prvy bol naneseny deliaci gél. Po premieSani komponentov pre deliaci gél a
pridani Cerstvo pripraveného roztoku APS bola zah4jena polymerizacna reakcia, preto bol
roztok okamzite aplikovany pomocou Pasteurovej pipety medzi sklicka elektroforeticke;
aparatury (cca 1 cm od zubov hrebienka). Na povrch gélu bola nanesené tenka vrstva
vodou nasyten¢ho n-butanolu. Po stuhnuti deliaceho gélu (cca 30 min) bol n-butanol
odstraneny, priestor medzi sklami bol premyty ddH>O a vysuSeny filtracnym papierom.
Rovnakym spdsobom bol pripraveny zaostrovaci gél, ktory bol naneseny na stuhnuty
deliaci gél. Do gélu bol ihned opatrne vlozeny 10-jamkovy hrebienok a gél bol
ponechany tuhnut’ cca 30 min. Takto boli pripravené celkom dva gély. Po stuhnuti boli
pripravené skla s gélom vlozené do elektroforetickej komorky. Pomocou fixky boli na
vonkajSej strane hrubych skiel vyznafené zuby hrebienka. Hrebienok bol opatrne
vytiahnuty a do elektroforetickej komodrky bol naliaty elektrodovy pufor tak, aby
pretiekol do jamiek gélu. Do jamiek boli tenkou §pickou aplikované vzorky nasledovne:
jamky €. 2 a9 obsahovali 1 pl proteinového markeru, v jamkach €. 3 — 8 sa nachadzala
pripravend vzorka v postupnosti 5 pl, 10 pl, 15 pl, Sul, 10 pl, 15 pl. Aparatara bola
umiestnend do chladnicky anapojena na zdroj elektrického napitia. Elektroforéza
prebiehala najprv pri konstantnom napéati 100 V a po zaostreni bolo napétie zvySené na
200 V, kym zéna bromfenolove; modrej nevystupila z gélu.

Po ukonceni elektroforézy bola aparatura odpojena od zdroja napétia, pufor bol
odstraneny a gély boli pomocou plastovej Spachtle oddelené od skiel. Kazdy gél bol
rozdeleny na polovicu. Pre lepsiu orientaciu bola z gélov odkrojena Cast’ pravého dolného
rohu. Zaostrovaci gél bol odstraneny do odpadu. Jedna polovica deliaceho gélu bola
farbena roztokom CBB v plastovej krabicke na trepacke cez noc. Nasledne bol tento gél
4x po 20 min premyty pomocou odfarbovacieho roztoku. Gél po odfarbeni bol vyfoteny
pomocou pristroja Gel Doc EZ Imager a spracovany v programe Image Lab. Zvy$né tri

polovice gélu boli ithned” pouzité na analyzu metdodou Western blot.

4.2.4.2 Flektroforéza nitrovanych proteinov

Obe pripravené vzorky (nitrované BSA aj nitrovana hemolymfa) boli nariedené 10x
(10 ul vzorky a 90 pl 50 mmol-1"! Tris pufru). Pre kontrolu bola pripravena aj vzorka
nemodifikovanej hemolymfy, ktora bola 10x zriedena ddH>O. Ku kazdej vzorke bolo

pridanych 100 ul 2x vzorkovacieho pufru podl'a Laemmliho. Po premieSani na vortexe
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boli roztoky zahrievané na 70 °C po dobu 15 min v inkubatore. Nasledne boli ochladené
na l'ade a centrifugované 5 min pri 15 000 ga 4 °C.

Priprava gélov prebiehala rovnako, ako v predchadzajucom pripade (pripraveny bol
7% deliaci gél a 4% zaostrovaci gél). Na polovicu gélu (od jamky cislo 2 po jamku ¢islo
5) boli nanesené vzorky nitrovanej hemolymfy a nitrovaného BSA, vzdy vedla seba
v duplikatoch (5 pl a 10 pl). Do jamiek od ¢isla 6 po 9 boli rovnako v duplikatoch (5 pl
a 10 pl) vedl'a seba nanesené vzorky nitrovanej a nenitrovanej hemolymfy. Takymto
sposobom boli vzorky aplikované na 2 gély. Podmienky pre elektroforézu boli totozné
s prvou elektroforézou (konstantné napétie 100 V do zaostrenia, po zaostreni napétie
zvySené na 200 V). Po skonceni elektroforézy bol jeden gél pouzity pre Western blot
analyzu adruhy farbeny roztokom CBB cez noc na trepacke v plastove] krabicke.
Odfarbenie prebiehalo odfarbovacim roztokom 4x po 20 min. Gél po odfarbeni bol,
rovnako ako v predchadzajicom pripade, vyfoteny pomocou pristroja Gel Doc EZ Imager

a spracovany v programe Image Lab.

4.2.4.3 Elektroforéza karbonylovanych proteinov

Ku 15 pul kazdej vzorky s pridavkom DNPH bol pridany rovnaky objem (vzdy 15 ul) 2x
vzorkovacieho pufru podla Laemmliho. Nésledne boli vzorky zahrievané pri 70 °C
15 min v inkubatore. Po denaturacii prebiehalo ochladenie na l'ade a centrifugacia 5 min
pri 15000 g a 4 °C. Vzorky boli nanesené na 2 gély pripravené rovnakym spdsobom, ako
v predchadzajucich dvoch pripadoch (4% zaostrovaci gél a 7% deliaci gél) vzdy
v duplikate (5 pl a 10 pl). Elektroforéza prebiehala pri 100 V do zaostrenia, a potom bolo
napitie zvySené na 200 V. Po ukonceni elektroforézy bol 1 gél farbeny roztokom CBB
cez noc na trepatke v plastovej krabicke. Odfarbenie prebiehalo pomocou
odfarbovacieho roztoku po CBB 4x po 20 min. Odafarbeny gél bol vyfoteny pomocou
pristroja Gel Doc EZ Imager a spracovany v programe Image Lab. Gél cislo dva bol

pouzity pre Western blot.

4.2.5 Western blot

Kvoli optimalizacii identifikdcie Vg pomocou metédy Western blot a moznosti
porovnania vysledkov boli pouzité dve mozné usporiadania tejto metody (Semi-dry blot
a Tank blot). Pre Semi-dry blot bola pouzita nitrocellulosova aj PVDF membrana, pre

Tank blot iba PVDF membrana.
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4.2.5.1 Semi-dry blot pre detekciu vitellogeninu

Obe membrany (nitrocellulosova a PVDF) boli vystrihnuté tak, aby odpovedali vel'kosti
gélu (4,5 cm x 4 cm). Tak isto boli vystrihnuté 2 ks hrubych filtraénych papierov
o rovnakej velkosti pre kazdu membranu.

PVDF membrana bola najskor umiestnena na 5 min do methanolu. Nasledne boli gély,
filtracné papiere aj obe membrany inkubované v blotovacom pufri 20 — 60 min.
Po inkubacii boli komponenty zostavené do tzv. sendviCa v poradi: filtrany papier,
membrana, gél, filtraCny papier. Pomocou val¢eka boli odstranené vzduchové bubliny
medzi gélom amembranou. Takto boli pripravené dva sendvice — jeden
s nitrocellulosovou a druhy s PVDF membranou. Komponenty boli vlozené do
blotovacej komorky Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell na andédovu elektrodu
a uzavreté¢ pomocou katddovej elektrody a veka. Blotovacie zariadenie bolo pripojené
k zdroju napétia, kde bol nastaveny konStantny prud tak, aby hodnota zodpovedala
5 mA-cm plochy gélu. Blotovanie prebiehalo 1 h.

Po ukonceni blotovania a odpojeni aparatiry od zdroja napétia boli membrany opatrne
pomocou pinzety umiestnené do plastovej krabicky s farbiacim roztokom Ponceau S na
priblizne 5 min. Po zvyrazneni proteinovych zon boli preplachnuté ddH>O a d’alej pouzité

pre imunochemicku detekciu proteinov.

4.2.5.2 Tank blot pre detekciu vitellogeninu

Pre tato metddu bola pouzita PVDF membrana o rozmeroch gélu (4,5 cm x 4 cm).
Rovnako, ako v pripade usporiadania Semi-dry blot bola membrana najskor umiestena na
5 min do methanolu a potom spolu s 2 ks hrubych filtraénych papierov o velkosti
gélu, gélom a poréznymi hubkami inkubovana cca 20 — 60 min v blotovacom pufri.
Nasledne boli do blotovacej kazety naskladané jednotlivé komponenty tak, ze na Ciernu
dosku kazety bola umiestena porézna hubka, na fu filtraény papier, gél, membrana,
filtracny papier a porézna hubka. Kazeta bola prikryta priesvitnou stranou. Vzduchové
bubliny medzi gélom a membranou boli odstranené pomocou valceka. Kazeta bola
uzavreta a umiestena do blotovacej komorky, priCom Cierna strana kazety smerovala
k ¢iernej strane komorky (katdda). Po naliati blotovacieho pufru bola komorka uzavreta
vieCkom, umiestena do chladnicky a pripojena k zdroju. Na zaklade velkosti gélu bol
nastaveny konstantny prud 14 mA (prad nesmie presiahnut 0,8 mA-cm™ plochy gélu).

Blotovanie prebiehalo cez noc (cca 17 h).
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Po ukonceni blotovania bol pufor z komorky odstraneny. Membrana bola opatrne
pomocou pinzety vynatd afarbend roztokom Ponceau S rovnako, ako

v predchadzajucom pripade.

4.2.5.3 Semi-dry blot pre detekciu nitrovanych proteinov

Gél, nitrocellulosova membrana (rozmer 8 cm x 5 cm) a 2 ks hrubych filtraénych papierov
(rozmer 8 cm x 5 cm) boli inkubované v blotovacom pufti priblizne 20 — 60 min. Potom
bol zostaveny sendvi¢ v poradi filtraény papier, membrana, gél, fitraCny papier. Pomocou
valCeka boli odstranené vzduchové bubliny medzi gélom a membranou. Sendvi¢ bol
vlozeny do blotovacej komorky Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell na anddovu
elektrodu a uzavrety pomocou katodovej elektrody a veka. Blotovanie prebiehalo 1 h pri
konstantnom prade (5 mA-cm™ plochy gélu). Po skonéeni bola membrana farbena
roztokom Ponceau S (cca 5 min) a po zvyrazneni proteinovych zon bola rozdelena na dve
polovice (jedna obsahovala nitrované vzorky a druhd nitrovani a nenitrovana
hemolymfu). Farbivo bolo odstranené premytim v ddH>O aobe membrany boli

podrobené imunodetekcii.

4.2.5.4 Semi-dry blot pre detekciu karbonylovanych proteinov

Postup bol totozny, ako pri detekcii nitrovanych proteinov. Vsetky komponenty (gél,
nitrocellulosovd membrana, 2 ks filtraénych papierov) o rozmere 8 cm x 5 cm boli
inkubované v blotovacom pufri priblizne 20 — 60 min. Nésledne boli zostavené do
sendvica avlozené do blotovacej komorky Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell.
Blotovanie prebiehalo opat 1 h pri konstantom prude (5 mA-cm? plochy gélu). Po
ukonceni blotovania boli proteiny zvyraznené roztokom Ponceau S a nasledne podrobené

imunochemickej detekcii.

4.2.6 Imunochemicka detekcia proteinov na membrane

4.2.6.1 Povodny protokol pre detekciu vitellogeninu

V povodnom protokole bola uvedena najskor 2 h inkubacia membrany v 20 ml roztoku
5% suSeného mlieka v TBS. Nasledovalo premytie roztokom 50 ml Tweenu v TBS
(TBS-T) 2x po dobu 10 min. Potom bola membrana inkubovana 2 h s roztokom priméarnej
protilatky (koncentracia 1:1000 v 10 ml roztoku 1% suSené¢ho mlieka v TBS). Po tejto

inkubacii nasledovalo opit’ 2x premytie 50 ml roztoku TBS-T po 10 min. Dalej prebiehala
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inkubacia so sekundarnou protilatkou (koncentracia 1:10 000 v 10 ml roztoku 1%
suSen¢ho mlieka). Po tejto inkubacii bola membrana poslednykrat premyta 50 ml TBS-T
2x po 10 min a proteiny boli detegované farbiacim roztokom NBT-BCIP (10 ml pufru
pre ALP, 33 ul roztoku NBT a 33 ul roztoku BCIP).

4.2.6.2 Optimalizovany postup detekcie vitellogeninu po Semi-dry blot
Nitrocellulosova a PVDF membréana boli inkubované v 20 ml roztoku 5% suseného
mlieka v TBS cez noc na trepacke pri 4 °C. Nasledne boli 2x po 10 min premyté 50 ml
roztoku TBS-T. Inkubacia s primarnou protilatkou prebiehala 2 h pri 4 °C v roztoku,
ktory obsahoval 5 ul primérnej protilatky v 10 ml 1% suSeného mlieka v TBS (riedenie
1:2000). Néasledne boli membrany opét premyté 2x 50 ml roztoku TBS-T po 10 min.
Inkubacia so sekundarnou protilatkou prebiehala podla povodného protokolu pri 4 °C.
Po opiatovnom premyti 2x 50 ml TBS-T boli proteiny na membranach zobrazené
farbiacim roztokom, ktory obsahoval 5 ml pufru pre ALP, 16 pl roztoku NBT a 16 pl
roztoku BCIP.

4.2.6.3 Optimalizovany postup detekcie vitellogeninu po Tank blot

PVDF membrana bola inkubovana v 20 ml roztoku 5% suseného mlieka v TBS po dobu
3 h v chladnic¢ke. Potom bola 2x po 10 min premyta 50 ml roztoku TBS-T. Inkubacia
s primarnou protilatkou prebiehala cez noc pri 4 °C v roztoku, ktory obsahoval 5 pl
primarnej protilatky v 10 ml 1% suseného mliecka v TBS. Dalgi postup bol totozny, ako

v pripade detekcie pre membrany blotované metédou Semi-dry blot.

4.2.6.4 Detekcia nitrovanych proteinov

Nitrocellulosova membrana s obsahom nitrovaného BSA a nitrovanej hemolymfy bola
po preblotovani umiestnend do blokovacieho roztoku 5% suSeného mlieka cez noc na
trepacke v chladnicke. Nasledne bola membrana 2x po 10 min premyta 50 ml roztoku
TBS-T ainkubovand v 10 ml roztoku obsahujiceho 1% suSené mlieko v TBS
a monoklonalne mysie protilatky proti nitrotyrosinu (riedenie 1:250). Doba inkubacie
bola 4 hod pri 4 °C . Potom bola membrana opat’ premyta 2x po 10 min roztokom TBS-T
a inkubovana so sekundarnymi kozimi anti-my§imi protilatkami znacenymi chrenovou
peroxidasou (riedenie 1:1000 v 10 ml 1% suseného mlieka v TBS) 1 hod pri laboratorne;j

teplote. Po inkubacii nasledovalo poslednykrat premytie 50 ml roztoku TBS-T (2x po
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10 min). Na detekciu bol pouzity kit pre chemiluminiscencnti detekciu chrenovej
peroxidasy Light Polaris, ktory pozostava z reagentu A (roztok luminolu) a reagentu B
(roztok peroxidu). Reagent A a reagent B boli zmiesané v pomere 1:1 tak, aby vysledny
objem ¢inil 4 ml. Membrana bola pokryta vzniknutym roztokom a inkubovana 5 min pri
laboratornej teplote. Detekcia chemilumiscencie prebiehala v chemiluminiscencnom
skeneri C-Digit po dobu 5 min a pre zobrazenie bol pouzity program Image Studio Digits.

Pre porovnanie vysledkov paralelne prebiehala aj detekcia vitellogeninu v nitrovanej
a nenitrovanej hemolymfe. Membrana s obsahom tychto vzoriek bola detegovana
rovnakym spdsobom s tym rozdielom, Ze pouzitd primarna protilatka bola krali¢ia IgG
proti vitellogeninu riedena 1:2000 v 10 ml roztoku 1% suSeného mlieka v TBS
a inkubécia trvala 2 hod pri 4 °C. Ako sekundarna protilatka bola pouzitd kozia
anti-krali¢ia protilatka znacend chrenovou peroxidasou (riedenie 1:5000) a inkubacia
trvala 1 hod pri laboratornej teplote. Detekcia prebiehala opat’ pomocou kitu pre
chemiluminiscencnu detekciu chrenovej peroxidasy Light Polaris a chemiluminiscencia
bola zobrazena pomocou skenera C-Digit (5 min detekcia) v programe Image Studio

Digits.

4.2.6.5 Detekcia karbonylovanych proteinov

Membrana s obsahom karbonylovanych proteinov bola cez noc blokovana v 5% roztoku
suSen¢ho mlieka na trepacke pri 4 °C. Potom bola 2x po 10 min premyta 50 ml roztoku
TBS-T ainkubovana s roztokom primarnej anti-DNP protilatky znacenej alkalickou
fosfatasou (riedenie 1:100 000 v 1% roztoku suseného mlieka). Po opatovnom premyti
2x 50 ml roztoku TBS-T prebiehala detekcia proteinov na membrane roztokom

NBT-BCIP (5 ml pufru pre ALP a 16 pl roztoku NBT a 16 pl roztoku BCIP).
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Stanovenie proteinov v hemolymfe Bradfordovou metédou
Koncentracia celkovych proteinov vo vcelej hemolymfe bola stanovena optimalizovanou
metoddou podla Bradforda. Principom tejto metddy je urcenie koncentracie proteinov
v neznamej vzorke na zaklade rovnice linearnej regresie, ktora vyplyva z kalibra¢nej
priamky danej pomerom absorbancii Aseo/A4so a znamych koncentracii proteinovych
Standardov. V kalibracnej rade proteinovych §tandardov (najcastejSie BSA) sa vyuziva
viazba farbiva Coomassie briliant blue G-250 na protein. Koncentracia Standardu je
priamo umerna intenzite modrého sfarbenia roztoku po pridani CBB G-250. Absorb¢né
maximum komplexu CBB G-250 s proteinom je pri 595 nm. Meranie pomeru absorbancii
Asoo/Asso predstavuje optimalizaciu, vd’aka ktorej je stanovenie presnejsie. Pri 450 nm je
merany pokles koncentracie nenaviazaného farbiva a pri 590 nm narast koncentracie
komplexu farbivo-protein (Bradford, 1976; Zor & Selinger, 1996).

Podl'a rovnice linearnej regresie vyplyvajucej z grafu kalibracnej priamky Standardov
BSA o koncentraciach 1 — 1000 ug-ml™! (Obr. 5) bola stanovena koncentracia celkovych
proteinov v 20x a 50x nariedenych vzorkach vcelej hemolymfy. Riedenie bolo pouzité
kvoli predpokladanému vysokému obsahu proteinov v neriedenej hemolymfe, kedy by
absorbancia neriedenej vzorky nespadala do rozmedzia absorbancii Standardov
a stanovenie by tak nebolo presné. Ked'Ze meranie kazdej vzorky prebiehalo v triplikate,
z hodnot absorbancie pre jednotlivé vzorky bola vypocitana priemerna hodnota, ktora
bola dosadend do grafu kalibra¢nej zavislosti a pouzitd pre vypocet koncentracie
celkovych proteinov vo vzorke hemolymfy. Absorbancia bola stanovena ako pomer

vlnovych dizok 590/450 nm.
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Obr. 5: Kalibra¢na priamka Standardov BSA zostavena na zaklade pomeru priememej hodnoty
absorbancie a koncentracie (n = 3). Chybové usecky znazormuju smerodajnu odchylku
hodno6t od priemeru.

Z rovnice regresne] zavislosti bol stanoveny obsah proteinov v 20x a 50x riedenej
vzorke hemolymfy (Tab. 2). Pre zistenie koncentracie proteinov v neriedenej vzorke bola
nariedend vzorka vzdy vynasobena prislusnym riedenim.

Tab. 2: Priemerna absorbancia a obsah proteinov v hemolymfe stanoveny na zaklade rovnice

linearnej regresie Standardov BSA. Koncentracia v neriedenej vzorke bola stanovena
vynasobenim koncentracie v nariedenej vzorke a prislusného riedenia.

Riedenie Priemerna Smerodajna Obsah Obsah proteinov
absorbancia odchylka proteinov v neriedenej
(590/450 nm) (mg-ml™") vzorke (mg-ml™")
20x 1,797 0,024 629 12,6
50x 1,284 0,041 262 13,2
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Ked'ze koncentracia proteinov v dvoch stanovovanych vzorkach sa lisi, bola z hodnot
vypocitana priemerna hodnota. Priblizna koncentracia celkovych proteinov v pouzitej
vzorke neriedenej hemolymfy je tak 12,8 mg-ml'. Zaznamenané odchylky boli

pravdepodobne spdsobené nespravnym pipetovanim.

5.2 Detekcia vitellogeninu
5.2.1 Separacia proteinov vcelej hemolymfy metédou SDS-PAGE
Pomocou metody SDS-PAGE boli jednotlivé proteiny v 10x nariedenej vzorke
hemolymfy rozdelené podla molekulove; hmotnosti (Obr. 6). Marker molekulove;j
hmotnosti nie je na gély dostatocne viditelny, ¢o je pravdepodobne sposobené jeho prili§
malym objemom (1 ul) nanesenym na gél, preto podl'a neho nie je umoznené dostatocné
rozliSenie proteinov podl'a molekulove; hmotnosti.

Na zéaklade znalosti, ze 180 kDa vitellogenin je v hemolymfe vcelych robotnic jednym
z najviac zastupenych proteinov (teda vytvara jednu z najsilnejSich zon) (Chan et al.,
2006) a kvoli vysokej molekulove; hmotnosti je jeho predpokladané umiestnenie na
zaCiatku gélu. Jeho poloha bola zaznamenana v hornej Casti gélu. Zona fragmentu Vg
o vel'kosti 150 kDa sa nachadza priamo pod 180 kDa proteinom. 40 kDa fragment sa
kvoli slabej rozlisitelnosti nepodarilo na gély identifikovat. Pritomnost a pozicia
vSetkych troch typov vitellogeninu na gély bola nasledne potvrdena analyzou Western

blot.
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Obr. 6: Rozdelenie proteinov 10x zriedenej vzorky vcelej hemolymfy metddou SDS-PAGE
s pouzitim 4% zaostrovacieho a 7% deliaceho gélu a farbené roztokom CBB. Cisla
predstavuju objem vzorky (ul) nanesenej na gél. M znaci 1 ul proteinového markera.
V ramikoch je oznaceny 180 kDa Vg a 150 kDa Vg fragment.

5.2.2 Western blot a imunochemicka detekcia proteinov

5.2.2.1 Detekcia vitellogeninu po Semi-dry blot

Pre Semi-dry blot boli pouzité dve rézne membrany abola porovnavana ucinnost
zachytenia Vg na oba povrchy. Membrany boli nésledne rovnako dlho (cez noc)
inkubované v roztoku suSeného mlieka, atak isto aj v roztoku s primarnou (2 h)
a sekundarnou protilatkou (2 h).

Nitrocellulosovda membrana mala pory o velkosti 0,2 um. Viazba proteinov na tuto
membranu prebieha na zaklade hydrofobnych interakcii. PVDF membrana bola pouzita
s pormi o velkosti 0,45 pm, pricom na jej povrch sa proteiny viazu pomocou
hydrofébnych a dipolovych interakcii (Xiang et al., 2021).

Xiang et al. (2021) vo svojej Studii porovnavali rozdiel vo vézbe proteinov na
nitrocellulosovi  a PVDF membranu v zavislosti na molekulovej hmotnosti
proteinu. Dospeli k zaveru, ze vicSie proteiny maju nizsiu afinitu k nitrocellulose ako tie
s vysSou molekulovou hmotnostou. Afinita proteinov k membrane je tiez zavisla na
vel'kosti porov. Vo vSeobecnosti sa uvadza, ze pre proteiny s molekulovou hmotnostou

nizSou ako 20 kDa je vhodnejSie pouzit membranu s poérmi o velkosti 0,2 pm.
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So stapajicou molekulovou hmotnostou rastie aj afinita k membrane s poérmi o velkosti
0,45 um. Tento predpoklad bol tiez potvrdeny v §tadii od Xiang et al. (2021).
Nitrocellulosova membrana s pormi o velkostt 0,2 um je tak na zaklade
predchadzajucich zisteni najvhodnejSia pre nizkomolekuldrne proteiny a PVDF
membranu obsahujucu 0,45 um poéry je naopak lepSie pouzit pre proteiny s vysSou
molekulovou hmotnostou.

Elektroforézu a Western blot identifikaciu vCelieho Vg aplikovali vo svojej Studii
Havukainen et al. (2011), Amdam et al. (2003a) s vyuzitim nitrocellulosove] membrany.
Guidugli et al. (2005a) detegovali Vg na PVDF membrane.

Kvoli vlastnému porovnaniu vysledkov vézby vitellogeninu (180 kDa) a jeho
fragmentov (150 kDa a 40 kDa) boli pre metodu Semi-dry blot pouzité oba typy membran
(Obr. 7, Obr. 8).

15 10 5
«— 180 kDa Vg
¢ ) s <— 150 kDa Vg
'

Obr. 7: Véeli Vg detegovany na PVDF membrane (vel'kost’ porov 0,45 um) metodou Semi-dry
blot pomocou polyklonalnych anti-krali¢ich protilatok proti Vg. Cisla predstavujii objem
(ul) 10x nariedenej vzorky hemolymfy nanesenej na gél. Sipkami je oznadeny 180 kDa
a 150 kDa Vg.
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Obr. 8: Vceli Vg detegovany na nitrocellulosovej membrane (velkost porov 0,2 um) metodou
Semi-dry blot pomocou polyklonalnych anti-kraligGich protilatok proti Vg. Cisla
predstavuju objem (pl) 10x nariedenej vzorky hemolymfy nanesenej na gél. Sipkami je
oznaceny 180 kDa protein a oba jeho fragmenty.

Z vysledkov experimentu je mozné vyvodit, ze pre vizualizaciu Vg a jeho fragmentov
metddou Semi-dry blot je lepSie pouzit nitrocellulosovii membranu s velkostou porov
0,2 um, ako PVDF membranu s vel'kostou porov 0,45 um. Optimalna doba transferu pre
nitrocellulosovi membranu bola v tomto pokuse priblizne 1 h pri prade nie vacSom ako
5 mA-cm plochy gélu. Za tychto podmienok sa zo 7% SDS gélu na nitrocellulosovii
membranu prenieslo dostatocné mnozstvo Vg a jeho fragmentov pre detekciu. Na PVDF
membrane sa nepodarilo vizualizovat 40 kDa fragment, o mohlo byt okrem znizenej
afinity nizkomolekularnych proteinov k tejto membrane spdsobené tiez kratkou dobou
transferu, kedze pri usporiadani Tank blot (vid. podkapitola 5.2.2.2) sa na PVDF
membrane podarilo tento fragment zaznamenat'.

Co sa tyka imunodetekcie, v ramci tohto usporiadania neboli robené rozdiely a obe
membrany boli detegované rovnakym spdsobom. Blokacia v 5% roztoku suSené¢ho
mlieka prebiehala cez noc v chladnicke (cca 17 h), avSak vzhl'adom na wvyskyt
neSpecifickych interakcii protilatky na pozadi by bolo mozné dobu blokacie este o par
hodin predizit. Nespecifické interakcie sa nachadzali na oboch membranach (viac na

nitrocellulosove] ako na PVDF) najmé v zonach, kde bolo nanesenych 15 pl vzorky.
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Inkubécia s primarnou protilatkou prebiehala 2 h pri 4 °C (riedenie 1:2000), pricom
mnozstvo primarnej protilatky bolo oproti pévodnému protokolu znizené na polovicu.
Inkubacia so sekundarnou protilatkou zna¢enou ALP (riedenie 1:10 000) prebiehala 2 h
pri 4 °C. Pre odstranenie neSpecifickej interakcie by bolo mozné otestovat’ este nizSiu
koncentraciu sekundarnej protilatky v roztoku, avSak to v tejto bakalarskej praci
z Casovych dovodov nebolo mozné uskutocnit. Proteiny boli vizualizované pomocou
farbiaceho roztoku NBT-BCIP pre detekciu ALP. Mnozstvo farbiaceho roztoku bolo
oproti pévodnému protokolu znizené na polovicu (bolo pouzitych 16 ul NBT, 16 ul BCIP

a 5 ul pufru pre ALP) a tento objem stacil na zafarbenie oboch membran (4,5 x 4 cm).

5.2.2.2 Detekcia vitellogeninu po Tank blot

Pre toto usporiadanie bola v pokuse pouzita PVDF membrana, na ktori sa pri
konstantnom prude 14 mA cez noc prenieslo dostatoéné mnozstvo proteinov pre detekciu.

Po vizualizacii proteinov sa na membrane (Obr. 9) objavilo okrem zo6n patriacich Vg
aj pomerne vyrazné pozadie, ¢o zhorSuje identifikaciu cielovych proteinov. Tento
neziaduici jav mohol byt sposobeny prili§ kratkou blokdciou membrany v roztoku
suSeného mlieka (3 h), a tak isto dlhou inkubéciou s priméarnou protilatkou (cez noc). Na
membrane su viditel'né takmer vSetky proteiny hemolymfy, av§ak Vg a jeho fragmenty
je mozné identifikovat’ ako najtmavsie zony. Podarilo sa rozoznat’ 180 kDa protein a oba
jeho fragmenty (150 kDa a 40 kDa) na rozdiel od Semi-dry usporiadania, kedy na PVDF

membranu nebol preneseny 40 kDa fragment.
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Obr. 9: V¢eli Vg detegovany na PVDF membrane (velkost” porov 0,45 um) metddou Tank blot
pomocou polyklonalnych anti-krali¢ich protilatok proti Vg. Cisla predstavuju objem (pl)
10x nariedenej vzorky hemolymfy nanesenej na gél. Sipkami je oznadeny 180 kDa
protein a oba jeho fragmenty.

5.2.2.3 Zhrnutie optimalizacie metody Western blot a imunodetekcie
Vo vSeobecnosti je Semi-dry blot metdda v suvislosti s kvalitou ziskaného vysledku
menej efektivna ako Tank blot, a to najmé pre vel'ké proteiny. Tank blot vd’aka dlh§iemu
priebehu, niz§iemu pradu a pritomnosti velkého mnozstva transferového pufru poskytuje
ostrejSie, lepSie identifikovatelnej§ie zony a zvySuje pravdepodobnost optimalneho
vysledku. Nevyhodou v porovnani so Semi-dry blot je Casovd naroCnost a vysoka
spotreba transferového pufru. V pripade dostatocného mnozstva proteinu vo vzorke,
optimalizacie podmienok transferu a pouzitia vhodnej membrany je mozné aj metodou
Semi-dry blot dosiahnut’ pozadovaného vysledku.

Po zohl'adneni vSetkych aspektov (kvalita vysledku, Cas, spotreba materialu) sa ako
najefektivnejsia metdda pre identifikaciu vcelieho Vg a jeho fragmentov javi Semi-dry
blot v diZke trvania 1 h pri konstantnom prade, ktory nepresiahne 5 mA-cm plochy gélu
za pouzitia nitrocellulosovej membrany. PVDF membrana pri metode Semi-dry blot
neposkytovala uspokojivy vysledok, pretoze na nej nebol detegovany 40 kDa fragment.
V usporiadani Tank blot sa na PVDF membranu podarilo preniest vSetky tri typy
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vitellogeninu, av§ak vzh'adom na ¢asovu naroCnost’ je efektivnejSie pouzit’ usporiadanie
Semi-dry blot.

Idealna doba blokécie v 5% roztoku suseného mlieka je najmenej 17 h. Inkubacia
s roztokom primarnej protilatky po dobu 2 h v chladnicke sa javi ako dostato¢na a nie je
potrebné tito dobu predlzovat, pretoze s dlhSou inkubaciou sa zvySuje pocet
neSpecifickych interakcii protilatky s ostatnymi proteinmi, co nasledne stazuje
identifikaciu Vg. Riedenie primarnej protilatky 1:2000 v 1% roztoku suSeného mlieka je
pre detekciu dostatocné. Neziaduce pozadie moze byt do istej miery spdsobené kratkou
dobou premyvania, ktora bola v tomto pokuse dodrziavana podl'a povodného protokolu
(po kazdej inkubacii 2x 50 ml roztoku TBS-T po 10 min). V roztoku sekundarnej
protilatky (1:10 000) je idealne membranu inkubovat priblizne 2 h. Pre uplné odstranenie
neSpecifickych interakcii by bolo vhodné otestovat’ eSte nizsiu koncentraciu sekundarnej
protilatky. Pre identifikaciu 2 membran o velkosti 4,5 x 4 cm staci 5,32 ml roztoku

NBT-BCIP (16 pl NBT, 16 pl BCIP a 5 ml pufru pre detekciu ALP).

5.3 Detekcia nitrovanych proteinov

5.3.1 Separacia proteinov metodou SDS-PAGE

Vzorky nitrovanej hemolymfy, nitrovaného BSA (pozitivnha kontrola nitracie,
nemodifikovany BSA ma priblizne 66 kDa) a nemodifikovanej hemolymfy boli
rozdelené podl'a molekulovej hmotnosti (Obr. 10). Nemodifikovana hemolymfa primarne
sluzila ako kontrola pre identifikaciu Vg pri naslednej imunochemickej detekcii, ale
vyuzita bola aj pre porovnanie vplyvu TNM na rozdelenie a zastupenie proteinov v gély.
Na prvy pohlad je viditeIna zmena vo vzhl'ade, pocte a velkosti zon medzi nitrovanou
a nenitrovanou vzorkou hemolymfy. Oxidacné poskodenie pravdepodobne spdsobilo
rozpad a stratu niektorych proteinov, Co sa prejavilo zizenim najvyraznejSich zon
(znizenie koncentracie proteinu) a vznikom neSpecifickych tmavych pasov v drahe
putovania vzorky. Z najviac zastipenych proteinov v hemolymfe (apoliprotein 1,
vitellogenin, hexameriny) (Chan et al., 2006; Seehus et al., 2006b) boli po nitracii
identifikované iba Vg a hexameriny. V oboch typoch hemolymfy je mozné zaznamenat’

aj 150 kDa fragment Vg.
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Obr. 10: SDS-PAGE nitrovanych proteinov a nemodifikovanej hemolymfy (4% zaostrovaci gél,
7% deliaci gél), farbené roztokom CBB. Vietky vzorky si 10x zriedené. Cisla nad
obrazkom znamenaju objem vzoriek naneseny v pl. Nenitrovana hemolymfa (HL) je
aplikovana 2x; nitrovana hemolymfa (HL-N) je aplikovana 4x a nitrované BSA (BSA-N)
je nanesené 2x. V ramikoch je zvyrazneny 180 kDa Vg, 150 kDa Vg a hexameriny.

5.3.2 Imunochemicka detekcia proteinov na membrane

Nitrované proteiny boli detegované na nitrocellulosovej membrane s pouzitim
monoklonalnych mysich protilatok proti nitrotyrosinu a kozich anti-mysSich protilatok
znaenych chrenovou peroxidasou. Ako pozitivna kontrola nitracie bol pouzity nitrovany
BSA a pre overenie pozicie vitellogeninu zaroven prebiehala detekcia Vg v nitrovane;j

a nenitrovanej vzorke hemolymfy (Obr. 11).
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Obr. 11: Detekcia nitrovanych proteinov pomocou anti-Ntyr protilatok a detekcia vitellogeninu
v nitrovanej a nenitrovanej vzorke hemolymfy pomocou anti-Vg protilatok metdédou
Semi-dry blot na nitrocellulosovej membrane o velkosti pérov 0.2 um. Cisla nad
obrazkom znacia objem vzoriek naneseny v ul. Obrazok vlavo: nitrované BSA (BSA-N)
a nitrovana hemolymfa (HL-N). Obrazok vpravo: nitrovana hemolymfa (HL-N)
a nemodifikovana hemolymfa (HL).

Na zéklade subeznej detekcie nitrovanych proteinov a Vg bolo potvrdené, ze
tyrosinové zvysky v Struktare 180 kDa Vg podliehaju nitracii in vitro posobenim TNM.
Vceli Vg obsahuje z celkového poctu 1770 aminokyselin celkom 49 tyr zvyskov
(UniProtKB, 9.5.2022). Na membrane s detekciou nitrotyrosinu je tiez viditelna slaba
zona, ktora by mohla patrit 40 kDa fragmentu Vg. Vg vSak podla vysledkov nie je
jedinym proteinom, ktory je vo v&elej hemolymfe nitrovany. Dalsia zona, ktora bola
detegovana pomocou anti-Ntyr protilatok ma okolo 70 kDa (na zéklade porovnania
s BSA, ktory ma priblizne 66 kDa) a pravdepodobne patri hexamerinom. Hexameriny
tvoria rodinu proteinov, ktoré pozostavaj zo Siestich podjednotiek a charakteristicky sa
nachadzaju v hemolymfe = hmyzu. U dospelych vcelich robotnic boli najdené tri
hexameriny a ich molekulova hmotnost’ sa pohybuje od 65 do 75 kDa. Maju prevazne
zasobnu funkciu (Danty et al., 1998). U vciel bolo dokazané, ze podliehaju oxidacnej

karbonylacii, av§ak v ovel'a menSej miere ako Vg (Seehus et al., 2006b).
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V liniach, kde boli nanesené nitrované vzorky doslo k vzniku ne$pecifickych pasov
v hornej Casti gélu nad 180 kDa vitellogeninom. Vysvetlit' je to mozné tym, ze nitraciou
Casto dochadza vplyvom krizovych vézieb k vzniku dityrosinu a zosietovanych
modifikovanych proteinovych agregatov, ktoré maju vys§iu molekulovi hmotnost ako
povodny protein. V polyakrylamidovom gély sa tento jav prejavi ako neSpecifické pasy
nad miestom vyskytu pdvodného proteinu (Capeillere-Blandin et al., 2004).

Zobna patriaca Vg je vo vzorkach nitrovanej hemolymfy podstatne mensia v porovnani
s nemodifikovanou hemolymfou. Moze to byt sposobené tym, ze doslo k modifikacii iba
niektorych tyr zvyskov, ked’ze nitracii zivych systémoch podlieha iba maly pocet
tyrosinovych zvy§kov v pomere k ich celkovej bilancii v organizme (priblizne jeden az
pat na 10 000 tyr zvyskov). Reakciu ovplyviiyje typ radikalu, pH, vzajomna poloha tyr
zvyskov (kratka vzdialenost’ podmieniuje nitraciu), ale dolezity je napriklad aj vyskyt
hydrofoébnych aminokyselin v oblasti nitracie. Nitracii na proteine podliehaji primarne
miesta, do ktorych sa viazu kovové 16ny (Radi, 2004; Abello et al., 2009).

ZmenSena Vg zbéna bola vSak zaznamenana aj pri pouziti protilatok proti Vg, a teda
pravdepodobne doSlo k degradacii a znizeniu celkovej koncentracie tohto proteinu
vplyvom TNM.

TNM je pouzivany ako mierne nitracné €inidlo, ktoré reaguje s tyr zvySkami za vzniku
Ntyr pri pH okolo 8. Pri pH 6 moze tiez reagovat’ s cys zvySkami, pricom vznikaju
disulfidové viazby a NO; (Sokolovsky et al., 1966). Zmena vlastnosti Ntyr v porovnani
s tyr suvisi hlavne s odliSnou hodnotou pKa hydroxylovych skupin (10,1 pre tyr a 7,2 pre
Ntyr). Hydroxylova skupina Ntyr ma za fyziologickych podmienok pH priblizne
v polovici pripadov negativny naboj na rozdiel od -OH skupiny tyr, ktora je neutralna.
V kyslom pH, kedy je -OH skupina nenabita, je Ntyr hydrofobnejsi ako tyr. Naopak
zasadité pH sposobuje, ze Ntyr ma vyssiu tendenciu niest’ zaporny naboj a je tak ovela
hydrofilnejsi ako tyr. Tieto efekty menia reaktivitu tyr zvySkov a brania napriklad jeho
fosforylacii (Abello et al., 2009).

Oxidacné  poskodenie = Vg  vznikom  nitrotyrosinu  bolo v minulosti
imunohistochemicky skimané v mozgu vcelich robotnic. Ciel'om $tudie bolo zistit, ¢i sa
herbicid Parakvat podiel’a na neurodegeneracii mozgu vciel, ako to bolo potvrdené u l'udi
a Drosophily melanogaster. V mozgu vciel vS§ak nitrované proteiny neboli detegované

(Seehus et al., 2006Db).
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5.4 Detekcia karbonylovanych proteinov

5.4.1 Separacia proteinov metéodou SDS-PAGE

Proteiny v hemolymfe s pridavkom cinidiel H202, SAVA a DTT boli modifikované
pomocou roztoku DNPH a rozdelené podl'a molekulovej hmotnosti (Obr.12). Na prvy
pohl'ad je viditené, ze proteiny v hemolymfe po pridavku DNPH v 2 M HCI podrlahli
degradacii. Pridavok 1% roztoku chlornanu sodného (SAVO) sposobil, ze nedoslo
k vizualizacii ziadnej proteinove] zony. Pravdepodobne bola jeho koncentracia prili§
vysoka. Kyselina chlorna a jej soli predstavuja skupinu silnych oxidacnych cCinidiel, ktoré
oxiduju vacsinu reaktivnych aminokyselinovych zvyskov (thioly, sulfidy, aminy, amidy
a pod). U proteinov tiez mdze sposobit’ hydrolyzu peptidovej vazby, ¢i vznik krizovych
vézieb a proteinovych agregatov (Hawkins et al., 2003). V ostatnych vzorkach je
viditeI'n4 zona, ktora by mohla patrit’ 180 kDa Vg a 150 kDa Vg. Ostatné proteinové zony
sa nepodarilo vizualizovat’, o by mohlo byt zapric¢inené pridavkom silnej kyseliny (2 M

HCI) a tym spdsobenou proteolyzou.

HL DTT H0, SAVO
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Obr. 12: Elektroforéza 10x riedenej vzorky hemolymfy derivatizovanej DNPH a vzoriek po
pridavku &inidiel pre oxidaciu (1% SAVO, 10 mmol-1"' H,O,) a redukciu (10 mmol-1"!
DTT) po derivatizacii DNPH. V ramikoch je zaznamenany pravdepodobny vyskyt
180 kDa Vg a 150 kDa Vg.
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5.4.2 Imunochemicka detekcia proteinov na membrane

Nitrocellulosovd membrana po inkubacii s anti-DNP protilatkami znacenymi ALP
a po farbeni roztokom NBT-BCIP je na obrazku 13. Karbonylované proteiny sa
nepodarilo po oxidacii a derivatizacii s DNPH vizualizovat'. Pricin, ktoré mohli tento jav
sposobit’, je viac. Mohlo sa jednat o nevhodni metdodu oxidacie, pri ktorej doslo
k rozpadu proteinov. Rovnako by mohlo byt problémom riedenie protilatky alebo jej

funkénost.

Obr. 13: Nitrocellulosova membrana (priemer porov 0,2 pm) po detekcii karbonylovanych
proteinov.
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V priebehu experimentalnej prace bola testovana aj derivatizacia oxidovanych vzoriek
¢inidlom DNPH aZz po preneseni proteinov z gélu na membranu. Pred blokéciou
v suSenom mlieku bola membrana inkubovana 5 min v roztoku 0,1 mg-ml! DNPH
v2MHCI anéasledne niekolkokrat premyta methanolom aroztokom TBS-T
a podrobena imunodetekcii. Ani vtomto pripade vSak nebol dosiahnuty pozitivny
vysledok. Skusand bola tiez metdda oxidacie BSA (ako vzorového proteinu) podla
Guedes et al. (2009), kedy bol protein oxidovany 12 h pri 37 °C zmesou 0,25 mmol 1!
FeClo/EDTA v pomere 1:1 v pritomnosti 0,5 mmol-1"" H>O,. Nasledne bola testovana
derivatizacia oxidovaného BSA s DNPH v 2 M HCI pred elektroforézou, aj po preneseni
proteinov na membranu. Ani v jenom pripade nedoslo k pozitivnemu vysledku, preto
tieto postupy ani vysledky nie st v bakalarskej praci podrobne uvedené. Pouzitie
mensieho riedenia protilatok tiez neviedlo k ziadnemu detekovatelnému signalu
(vyrobcom odporucané riedenie bolo 1:180 000, testované riedia boli 1:100 000
a 1:50 000), preto bolo nakoniec od tejto metody upustené.

Metoda detekcie karbonylovanych proteinov s vyuzitim DNPH je pomerne rozSirena
a Casto pouzivana. Vyuzili ju napriklad Kramer et al. (2021), ktory detegovali oxidacné
poskodenie urdéznych druhov hmyzu. Nakamura et al. (1999) pouzili ako modelovy
organizmus hlistovca Caenorhabditis elegans a pomocou Western blot analyzy, vyuzitia
DNPH a anti-DNP protilatok dokazali, ze najvacsi fragment Vg u tohto zivocicha
(vitellogenin-6) primarne podlieha oxida¢nej karbonylacii. Podobne Seehus et al. (2006a)
pomocou DNPH a Western blotu potvrdili, ze v€eli Vg podlieha karbonylacii najviac
zo vSetkych proteinov v hemolymfe. V nadvdzujucej Stadii Seehus et al. (2006b)
dokazali, ze mnozstvo a pritomnost’ karbonylovanych proteinov v mozgu vciel je priamo
umerna prislu§nosti ku kaste, priCom najrozSirenejSie oxidacné poskodenie bolo

zaznamenané v mozgu lietaviek.
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6 ZAVER

Tato bakalarska praca sa venuje proteinu vitellogeninu, jeho pdsobeniu a funkciam
v organizme v¢ely medonosnej. V teoretickej Casti su na zaklade stanovenych ciel'ov
zhrnuté doterajSie poznatky o Struktare, biologickych a antioxida¢nych vlastnostiach Vg
a jeho vplyve na kastové usporiadanie ¢i dlhovekost’ v¢iel. Posledna kapitola literarne;
reSerSe je zamerana na oxida¢né poskodenie makromolekul a strucny popis metdd
pouzivanych pre stanovenie antioxidaénych vlastnosti nizkomolekularnych latok
a proteinov.

V uvode praktickej Casti bola stanovena koncentracia celkovych proteinov vo vzorke
veelej hemolymfy Bradfordovou metodou. Dalej prebiehala detekcia Vg s vyuZitim
SDS-PAGE elektroforézy, Western blotu a imunochemickej detekcie. Z ddvodu
optimalizacie boli porovnavané rozne podmienky detekcie. Najleps§i vysledok bol
dosiahnuty s pouzitim usporiadania Semi-dry blot, nitrocellulosovej membrany (0,2 um)
a riedenia primarnej protilatky 1:2000 s inkubaciou 2 h pri 4 °C.

Skumanie vplyvu RNS na Vg bolo realizované prostrednictvom nitracie hemolymfy
s tetranitromethanom a naslednej imunochemickej detekcie nitrotyrosinu. Bolo
potvrdené, ze Vg podlieha nitra¢nej modifikécii s RNS za vzniku nitrotyrosinu. Okrem
Vg boli v nitrovanej hemolymfe detegované aj hexameriny, ktoré tak tiez podliehaju
nitracii vplyvom TNM. Prednostna nitracia tychto proteinov by mohla mat pozitivny
vplyv na antioxida¢nu ochranu ostatnych molekul pred poSkodenim spdsobenym RNS.

Oxida¢né poskodenie bolo testované pomocou derivatizacie oxidovanych proteinov
s DNPH a detekcie modifikovanych proteinov s anti-DNP protilatkami. Detekcia vSak
nebola uspesna a je potrebné tito metodu do buducnosti optimalizovat’.

Doterajsie publikacie cielené na Studium antioxidacnych funkcii v€elieho Vg vyuzivali
najma metodu RNAI alebo detekciu karbonylovanych proteinov (vplyv ROS). Vznik
nitrotyrosinu a oxidacné poskodenie Vg vplyvom RNS esSte nebolo dostatone
preskimané. Vysledky dosiahnuté v tejto bakalarskej praci by preto mohli sluzit' ako
podklad pre d’al8i na antioxidanych vlastnosti vCelieho Vg v stresovych podmienkach
veducich k zvySenej tvorbe ROS a RNS.

Nadvézujiice pokusy by mali byt venované identifikacii nitrovaného Vg a jeho
fragmentov napriklad pomocou hmotnostnej spektrometrie. Dalej by bolo vhodné
testovat’ a porovnat’ vplyv RNS a ROS na hladinu nitracie a oxidacie Vg v roznych

Castiach tela, ¢i v roznych vyvinovych stadiach vciel.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

AA
AAPH
ABTS
APS
BCIP
BIS
BSA
CBB
DMF
DNPH
DPPH
dsDNA
DTT
DUF 1943
FRAP
HL

JH
MUFA
NBT
Ntyr
ORAC
PUFA
PVDF
RNAIi
RNS
ROS
SDS
TBS-T
TEAC
TEMED
TNM
TPTZ
Vg

Vg
Vg-like
VgR
Vn
vWFD

akrylamid

2,2 -azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid
2,2 -azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
persiran amonny
5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat
bisakrylamid

hovédzi sérovy albumin

Coomassie Brilliant Blue
Dimethylformamid
2,4-dinitrofenylhydrazin
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
dvojvlaknova DNA

dithiotreitol

doména vitellogeninu s neznamou funkciou
ferric reducing antioxidant power
hemolymfa

juvenilny hormoén

mononenasytené mastné kyseliny
nitrotetrazoliovd modra

nitrotyrosin

oxygen radical absorbance capacity
polynenasytené mastné kyseliny
polivinylidénfluorid

RNA interferencia

reaktivne dusikové radikaly

reaktivne kyslikové radikaly

dodecylsiran sodny

Tween-20 v TBS

Trolox equivalent antioxidant capacity
N,N*-tetramethylendiamin
tetranitromethan

tripyridyltriazin

vitellogenin

gén vitellogeninu

vitellogeninu podobné proteiny
vitellogeninové receptory

vitellin

von Willebrandov faktor typu D
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