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Abstrakt
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Predlozena bakalarska prica tak napomdha k optimalizdcii izoldcie hemocytov aich



mikroskopickému pozorovaniu, pre ich d’alSie $tudium, vratane ich lepSiemu porozumeniu v

ramci bunkovej imunity véely medonosne;.
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CIELE PRACE

V teoretickej Casti bude vypracovana literarna reSer§ zhrnujuca
e zdkladné poznatky o bunkovej imunite hmyzu so zameranim na v¢elu medonosnu;
e zhrnutie zdkladnej charakteristiky, funkcie, a vyznamu hemocytov pre hmyz;
e zhrnutie zndmych poznatkov o funkcidch hemocytov u v¢iel;
e prehl'ad metdd Stadia hemocytov.
Experimentalna Cast’ bude zahriat’
e zavedenie rutinného protokolu izolécie a purifikdcie hemocytov vciel;

e zavedenie protokolu pre mikroskopické pozorovanie hemocytov vo svetelnom poli
(vratane rdznych farbiacich technik hemocytov astanovenie ich poctu

v hemolymfe/purifikovanej suspenzii hemocytov);

e mikroskopické stanovenie Zzivotnosti hemocytov s vyuzitim farbiacich technik

a fluorescencnych sond.



1 UVOD

Hemocyty st bunky nachddzajice sa u bezstavovocov, ktorych hlavnou telovou tekutinou je
hemolymfa a su to anal6gy I'udskych bielych krviniek. Ich klasifikacia je predmetom sporu,
vzhl'adom na to, ze terminologia jednotlivych typov hemocytov sa lisi. Viaceré stadie vsak
potvrdzuju, ze aj ked’ st bunky rozne pomenované, maju podobnu alebo dokonca az rovnaka
funkciu u r6znych druhov hmyzu (Ribeiro & Brehélin, 2006).

Problematika hemocytov je v poslednych rokoch pomerne Castym predmetom skiumania,
ked’ze hraji vyznamnu rolu v ramci bunkovej imunity hmyzu. Vzhl'adom na celosvetové
obavy ohl'adom zachovania zdravia opelovacov sa v poslednych desatroCiach upriamila
pozornost’ konkrétne na hemocyty Apis mellifera, z dovodu vyznamu vciel v oblasti ekologie
a rovnako aj pol'nohospodarstva (Marringa et al., 2014).

Hemocyty hmyzu boli klasifikované podla ich pohyblivosti a funkénych vlastnosti.
Z hl'adiska ich pohyblivosti , hemocyty bud’ cirkuluju v obehu hemolymfy tzv. cirkulujice
hemocyty alebo su prichytené k tkanivdm tzv. prisadlé hemocyty (Hillyer, 2016). Z ich
funkcného hladiska ma vacsina druhov hmyzu viaceré subpopulacie, ktoré sa lisia
morfolégiou a funkciou, boli identifikované pomocou morfologickych, histochemickych
a funkcnych charakteristik. Medzi najCastejSie typy patria prohemocyty, granulocyty,
plazmocyty, sferulocyty a oenocytoidy (Gébor et al., 2017).

Hemocyty su primdrne medidtory bunkami riadenej imunity (Marmaras & Lampropoulou,
2009) pretoze eliminacia organizmov, ktoré prenikna do telovej dutiny hmyzu, hemocoelu,
najprv vyzaduje aby boli hostitel'ské bunky schopné atakujice mikroorganizmy rozpoznat
a poskytnut’ na ne adekvatnu odpoved’ na tieto patogény (Negri et al., 2015).

Po rozpoznani cudzieho objektu, prvou odpoved’ou hemocytov je tzv. , spreading™ alebo
Sirenie hemocytov (Negri et al., 2016). Tato vlastnost hemocytov je Casto pouzivana
pri urCovani miery funk¢nosti imunitného systému (Dean et al., 2004). Velkost' cudzieho
objektu pri rozpoznani hemocytmi so ,spreading schopnostou ovplyviluyje vyber
mechanizmu pre jeho znicenie (Negri et al., 2016).

Jedno z prvych pozorovani hemocytov u A. mellifera, v roku 2010, pomocou farbiace]
techniky Giemsa, odhalilo Sest typov hemocytov medzi ktoré patrili, prohemocyty,
plazmatocyty, oenocytoidy, granulocyty, koagulocyty a binukledrne bunky, kde
najpocetnejSim typom boli plazmatocyty d’alej granulocyty a koagulocyty (El-Mohandes &



Fawazy, 2010). V stcasnosti sa vyuziva aj SpecifickejSich metodd ich detekcie, napriklad
vyuzitim protilatok navrhnutym proti antigénom, ktoré st $pecifickou sucast'ou jednotlivych

typov hemocytov, ¢o prinasa nové moznosti ich studia (Gébor et al., 2020).



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1  Zakladné poznatky o imunite hmyzu

Mnohobunkové organizmy pouzivaju na obranu voci patogénnym mikroorganizmom dva
systémy zname ako vrodena, neSpecificka, imunita a ziskana, Specificka, imunita. Ziskana
imunita je zaloZena na produkcii protilatok, ktoré rozpoznavaju Specifické antigény a tak
napomdhajui organizmom v rozvijani ich imunologickej paméte. ESte donedavna bola znama
informacia, Ze hmyz nema ziskan(i imunitu a ma vel'mi dobre vyvinuta len vrodenti imunitna
odpoved’ (Lavine & Strand, 2002), avSak novsie vyskumy poukazuju na to, ze hmyz by
mohol mat’ primitivnu formu ziskanej imunity (Lourenco et al., 2018; McMenamin et al.,
2018).

Vrodend imunita sa pri rozpozndvani a ndslednom usmrcovani cudzich organizmov
spolieha na faktory zakodované v zarodocnej linii (Fearon, 1997). Zdkladné obranné
mechanizmy sa vSeobecne rozdel'uju do troch zakladnych vrstiev - fyzikalne bariéry pokozky
a Creva, bunkova imunita a humoralna imunita. Tieto zlozky tvoria tzv. individualnu imunitu,
ktora ma kazdy samostatny jedinec.

Humoralna zlozka imunity zahiia produkciu rozpustnych efektorovych molekul ako su
antimikrobidlne peptidy (AmP) (Strand, 2008; Marmaras & Lampropoulou, 2009), reaktivne
formy kyslika alebo dusika (Vass & Nappi, 2001) a komplex enzymatickych kaskad
regulujucich koaguldciu a melanizdciu hemolymfy (Muta & Iwanaga, 1996; Gillespie and et
al., 1997).

Pre porovnanie, bunkova imunita zahfna hemocytmi riadené imunitné odpovede ako je
fagocytdza, noduldcia, enkapsuldcia a uzatvdranie ran (Schmidt et al., 2001; Strand, 2008;
Marmaras & Lampropoulou, 2009). Humorédlna a bunkova imunita su navzajom velmi
previazané, ked’ze mnohé humoralne faktory ovplyviiuja funkcie hemocytov a hemocyty su
dolezitym zdrojom mnohych humoralnych molekul (Lavine & Strand, 2002). Hmyz obsahuje
rozne mechanizmy pre boj s infekciou spdsobenou patogénnymi organizmami. Mnohé z nich
su chranené vrstvou antimikrobidlneho sekrétu na ich povrchu a prostredim zaludku
nepriaznivym pre patogény. Imunita hmyzu ma vel'a spolo¢nych paralel s vrodenou imunitou
I'udi ainych stavovcov, zahfiiajice sekréciu AmP, fagocytézu a enzymaticky rozklad

patogénov. Hlavnou funkciou imunitného systému je systematickd ochrana organizmu



pred vniknutim cudzich a patogénnych organizmov a ich destrukcia po vniknuti do tela. Ako
je uz spomenuté vysSie, bunkova imunita je zloZena z imunitnych odpovedi, ktoré su
sprostredkované bunkami a pre hmyz su tymito bunkami hemocyty (Evans et al., 2006).
Hemocyty st analégy I'udskych leukocytov, bielych krviniek, rovnako ako u zivocichov.
Existuje niekol'ko druhov, ktoré su delené na zaklade morfologickych, histochemickych
znakov a funkcii. Medzi najCastejSie typy patrili prohemocyty, granulocyty, plazmatocyty,
sferulocyty a oenocytoidy. Tieto typy boli popisané u viacerych rodov ako je Lepidoptera,
Diptera, Orthoptera, Blattaria, Cleoptera, Hymenoptera, Hemiptera a Collembola (Lavine
& Strand, 2002). U octomilky st hemocyty pomenované inak ako u ostatného hmyzu.
Napriklad v larvalnom s§tadiu st pritomné lamelocyty a krysStalové bunky. Rovnako
ako plazmocyty, lamelocyty st schopné prilnut’ k cudzim povrchom. Naopak krystalové
bunky, u ostatného hmyzu nazyvané oenocytoidy, su neprilnavé bunky, ktoré obsahuju
prekurzory fenoloxidasy a su pritomné v procese melanizacie (Lavine & Strand, 2002).
Po vniknuti cudzich organizmov do tela hmyzu st zaznamenané ked’ sa molekularne vzory
asociované s patogénmi (PAMP) pripoja k receptorom rozpoznavajicim vzory (PRR).
To nasledne aktivuje imunitné signalne drahy, ktoré zosilnia imunitni odpoved’, vyvolaju
produkciu faktorov s antimikrobidlnou aktivitou a aktivuji efektorové drahy. Medzi
zakladné signalne drahy zapojené do imunitnych odpovedi hmyzu sa zarad’'uji imunitné
drdhy Toll, Imd a JAK/STAT. Aktivécia tychto a inych drah vedie k aktivacii efektorovych
odpovedi vedicich k zahubeniu patogénov pomocou procesov ako je fagocytdza,
melanizdcia, bunkovd enkapsuldcia, noduldcia, lyza, RNA interferenciou (RNAi)

sprostredkované zniCenie virusu, autofagia a apoptéza (Hillyer, 2016).
2.1.1 Imunita v€ely medonosnej (Apis mellifera)

Vcela medonosna patri do skupiny socialneho hmyzu. Socialny hmyz je Casto cielom
patogénov z dovodu blizkeho kontaktu medzi jednotlivcami. Tédto skupina organizmov je
schopna vyuzit’ obranu vo¢i patogénnym organizmom na Grovni skupiny a taktiez na Grovni
jednotlivca. Pri porovnani so samotarskym hmyzom mozu pouzivat' stratégie zabranujuce
rozsireniu infekcie, taktiez je tam moznost’, ze vCely sa vzdavaju alebo potlacaju niektoré
aspekty imunitnej obrany v dospelosti vymenou za iné schopnosti (Marringa et al., 2014).

Napriklad v momente ked’ mlada vcela krmicka, ktora vykonavala ulohy vyhradne v uli



zaujme v dospelosti viac riskantnu rolu lietavky, priemerna dizka Zivota rapidne klesa s ¢im
je spojeny ubytok funkénych hemocytov a vyrazny narast deformovanych alebo apoptickych
hemocytov - to znamend dramaticky pokles imunity (Amdam et al., 2005; Miinch et al.,
2008). Studie vé&iel demonstrovali, Ze lietavky podstupujii dramatickt redukciu v mnozstve
cirkulujicich hemocytov, redukciu objemu hemolymfy a takmer uplne stratili schopnost
vytvarat’ noduly pri odpovedi na bakterialne napadnutie (Bedick et al., 2001; Amdam et al.,
2004). Setri sa tak energia (napr. zdsoby jedla) potrebnd pre zachovanie bunkovej imunity
na bazdlnej udrovni (Schmid et al., 2008). Okrem znizujiiceho sa mnozstva hemocytov
v priebehu starnutia vciel alebo pocCas premien medzi docasnymi Stadiami vyvinu (Wilson-
Rich et al., 2008; Laughton et al., 2011) je redukovany hlavne jeden typ bunkovej odpovede
— enkapsuldcia u starSich v¢iel (Schmid et al., 2008; Jefferson et al., 2013).

Na drovni skupiny je imunita nazyvand ako socidlna imunita a spolicha sa hlavne
na behavioralnu odpoved na infekciu (Negri et al., 2016). Wilson-Rich et al., (2009) ich
predstavili ako ,,antiseptické spravanie®, ktoré zahria aktivity ako tzv. grooming — alebo
vyCesavanie, hygienické spravanie, odstraiiovanie mrtvoliek nazyvané aj ako nekroforické
chovanie, vyhybanie sa infikovanym obydliam, sekréciu Zliaz napr. voskovych a vyuzivanie
zivice v uli. Hlavnou aktivitou je uz zmieneny grooming, ¢o znamena fyzické odstranovanie
parazitickych roztoCov z tiel dospelych vciel, vykonavaji ho robotnice (Negri et al., 2016).
Taktiez je pre vCely nesmierne dolezita Cistota v uli, ktora rovnako napomaha znizovat
ucinok patogénnych baktérii, plesni a roztocov (Evans et al., 2006). Hygienické spravanie,
ktoré bolo u v¢iel popisané (Rothenbuhler & Thompson, 1956) je dnes typickym prikladom
skupinovej ochrany a zahfna vyhl'adavanie a odstrafiovanie infikovanych lariev robotnicami
(Spivak & Reuter, 2001), stavbu ul'ov z antimikrobidlnych materidlov (Christe et al., 2003),
socialnu horucku ako odpoved na ochorenie (Starks et al., 2000), prenasanie imunitnych
znakov na ostatné jedince v hniezde (Traniello et al., 2002; Sadd et al., 2005; Ugelvig &
Cremer, 2007), vyhybanie sa kontaminovanym obydliam (Rozen et al., 2008). Dalej zahfiia
zber antimikrobidlnych l4tok (Simone-Finstrom & Spivak, 2010), vypustanie tychto latok
na hniezdo a potomkov (Baracchi et al., 2012; Reavey et al., 2014), odstrafiovanie mrtvych
alebo infikovanych jedincov (Diez et al., 2012), tzv. allogrooming (Walker & Hughes, 2009)

- Co oznacuje starostlivost’ o in€ jedince v ramci jedného druhu vacsinou skrz Cistenie srsti.



Generacny prenos imunitnych znakov napr. vnutrovajecné toxiny, ktoré su dodané
rodi¢mi alebo endosymbiontmi prenesené transovarialne zo samice do vajicok (Kellner,
2002). Vajicka od rodicov, ktori prekonali imunitnii hrozbu, vykazuju zvySenti imunitnt
aktivitu aj ked’ necCelia patogénnej infekcii ¢i utoku parazitov. RodiCovsky imunitny
,priming“ pripravuje vajicka na mozné nebezpecenstvo tak, ze splista expresiu génov
pre imunitu vo vajickach pripadne priamy prenos imunitnych faktorov do vajicok (Freitak et
al., 2009). Efekt transgerenacného primingu na imunitu potomkov bol taktiez pozorovany aj
na neskorSich stadiach vajicok (larvalne, stadium kukly a dospelom jedincovi (Moret &
Schmid-Hempel, 2001; Rosengaus et al., 2013; Trauer-Kizilelma & Hilker, 2015).

Naopak imunita na drovni jednotlivca u véely medonosnej zdiel'a vel'a so samotarskym
hmyzom, ako je mechanickd bariéra, kutikula, rovnako aj humordlne a bunkami
zabezpeCované imunitné odpovede. Da sa povedat’, ze je prakticky rovnaka az na niektoré
Specifika pre konkrétny organizmus. Bunkova imunita, zabezpeCovana hemocytmi, zahria
procesy ako fagocytdza mikroorganizmov, enkapsulacia vicSich organizmov, zrazanie
hemolymfy, noduldcia a melanizicia (Vilmos & Kurucz, 1998; Hoffmann et al., 1999; Honti
et al., 2014; Dudzic et al., 2015). Vela medonosna a ostatny socidlny hmyz ma menej génov
spojenych s imunitou pribuznych so samotarskym hmyzom, ¢o moze byt nasledok ich
spolo¢nych obrannych mechanizmov (Barribeau et al., 2015; Doublet et al., 2017).
Pri porovnani vCely medonosnej s ostatnym hmyzom ako napriklad octomilka (Drosophila
melanogaster) a komar (Anopheles), vCela ma len tretinu génov zameranych na imunitu,
¢o naznacuje ich vysoku imunologicku efektivnost’ alebo ich nachylnost’ k infekciam (Evans

et al., 2000).



2.2 Obranné odpovede imunitného systému

2.2.1 Rozpoznanie patogénov

Iniciacia imunitnej odpovede vyzaduje rozpoznanie cudzieho organizmu. V priebehu
infekcie, toto rozpoznanie prebieha ked’ sa PAMP, inak zname aj ako molekularne vzory
asociované s mikrobami (MAMP), pripoja k PRR. Tie rozpoznaji motivy, ktoré su pritomné
v mikréboch a chybaji u hmyzu. Su koncepcne rozdelené do evolucne konzervovanych
rodin. Patria tam proteiny rozpozndvajuce peptidoglykany (PGRP), proteiny
imunoglobulinovych domén, proteiny pribuzné fibrinogénu (FREP), proteiny obsahujice
thioesterovu skupinu, proteiny rozpoznavajuce [B-1,3-glukan (tiez zname ako proteiny
viazuce G baktérie), galektiny, lektiny typu C, proteiny s doménami bohatymi na leucin
(LRR), molekuly pril'navé k bunkdm Downovho syndrému (DSCAM) a Nimrod proteiny
(Das et al., 2009; Palmer & Jiggins, 2015; Zhang et al., 2015; Hillyer, 2016). Niektoré z PRR
proteinov pdsobia priamo pokym iné priamo vyvoldvaju imunitné efektorové procesy ako je
fagocyt6za a melanizdcia ainé aktivuji intraceluldrne signdlne drdhy, ktoré aktivuju
transkripciu imunitnych efektorovych génov. Niektoré z nich aktivuji oboje zaroven
(Levashina et al., 2001; Choe et al., 2002; Hillyer, 2016). Proteiny rodiny LRR nemusia
priamo interagovat’ s PAMP, naopak reguluji imunitné odpovede prostrednictvom interakcie
s inymi hostitel'skymi proteinmi (Fraiture et al., 2009; Hillyer, 2016). Prikladom PAMP su
bakteridlne peptidoglykany a B-1,3-glukdny u hib (Hillyer, 2016).

2.2.2 Aktivdcia signdlnych drdh imunitnej odpovede

Rozpoznanie patogénnych organizmov indukuje aktivaciu signalnych transdukénych drah,
ktoré niekol’konasobne zvySuju imunitni odpoved’, indukuju produkciu antimikrobialnych
faktorov a zvySuju ucinnost’ efektorovych mechanizmov (Hillyer, 2016). Signdlne drdhy
hmyzu st Studované hlavne na modelovych organizmoch octomilke (D. melanogaster) a na
komarovi Anopheles gambie (Danihlik, 2011). Gény pre signdlne drdhy u vCely medonosne;j
su ortolégne - u vSetkych skiimanych organizmov vykonavaju rovnaka funkciu. Medzi
potvrdené signalne drahy vCely medonosnej patri Toll draha, Imd draha, JAK/STAT draha
a JNK signdlna drdha (Obr. 1) (Evans et al., 2006).
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Obrazok 1: Drahy aktivécie a reguldcie vrodenej imunity hmyzu. Tri signdlne imunitné drahy (A)
Toll, (B) Imd a (C) JAK/STAT u D. melanogaster a imunitné odpovede aktivované na pritomnost’
bakteridlnych a hubovych organizmov. (A) Toll receptor je aktivovany po naviazani na ligand
Spaetzle (Spz), ktory je predtym aktivovany tzv. Spaetzle-processing enzymom (SPE). Drdha je
aktivovana ako odpoved’ na G+ baktérie, P-glukdny obsiahnuté v bunkovej sten kvasiniek
a na virulentny faktor huib.Po tejto aktivacii sa odohrdva signdlna kaskdda procesov, do ktorej sa
zapédja rad proteinov. Vysledkom tejto kaskady je uvolnenie transkripcnych faktorov Dorsal a Dif z
represie, ich translokdcia do jadra a ndslednd aktivicia transkripcie génov kdédujicich AmP.
(B) Draha imunitnej nedostato¢nosti (Imd) je aktivovana G- baktériami cez receptory, PGRP-LC
a PGRP-LE. Tato signdlna drdha aktivuje cez rad procesov, mimo iné zapojuje protein Imd,
transkripény faktor Relish (Rel), ktorého translokdciou do jadra je zahdjend transkripcia génov
kédujicich AmP.

(C) Aktivatory JAK/STAT signalnej drahy su indukované septickym poranenim/signalmi poskodenia
alebo bakteridlnou infekciou cez vézbu cytokinov Unpaired (Upd) na cytokinovy receptor Domeless
(Dome). Aktivacia tejto signalnej srahy vedie cez nickol'ko procesov k dimerizacii transkripcného
faktoru STAT92, jeho translokécii do jadra kde aktivuje expresiu génov odpovedajicich na stres.
Prevzaté od (Zhang et al., 2021).

2.22.1 Toll draha

Toll signalna draha je evolu¢ne konzervovana draha, ktora u hmyzu funguje vo vyvine a aj
ako sucast’ imunity (Evans et al., 2006; Hillyer, 2016). Receptory Toll a receptory podobné

Toll (tzv. TLR) uhmyzu st transmembranové signalne proteiny. Ako sucast imunity
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u octomilky, je iniciovana ked’ si PRR aktivované extracelularnym cytokinom, Spitzle,
ktory sa naviaze na bunkovy receptor Toll, o vedie k intracelularnym reakcidam. V genéme
octomilky sa Spitzle protein nachddza v 3 rdoznych alternativach (Parker et al., 2001;
Danihlik, 2011). U vcely boli najdené dva gény ortologne ku génom pre Spatzle proteiny
(GB15688 a GB13503) (Evans et al., 2006; Danihlik, 2011). Vysledkom tejto signdlnej
transdukcie je translokdcia NF- kB traskripénych faktorov (napr. Dif/Dorsal a Rell), ktoré tu
aktivuju traskripciu AmP a inych génov kédujicich imunitné efektory. Octomilka obsahuje
tri NF- kB transkripcné faktory (Relish, Dif, Dorsal), ktoré st zahrnuté v podpore expresie
Specifickych AmP (Imler & Bulet, 2005; Lemaitre & Hoffmann, 2007; McMenamin et al.,
2018). Vo vcelom gendme sa nachadzaji dva hlavné transkripcné faktory podobné NF- kB
(Dorsal a Relish), ktoré su zapojené v Toll a Imd signdlnej drdhe (McMenamin et al., 2018).
Na rozdiel od octomilky, vcela nema faktor Dif ale koduje dve homologne formy faktoru
Dorsal (dorsal-1 a dorsal-2), ktoré vsak nie su ortologne s faktorom Dif, ¢o naznacuje, ze Dif
je odvodend vetva obsiahnutd len u niektorych rodov hmyzu. Tato signalna draha sptsta
expresiu génov pre 1D-myo-inositol-3-fosfdt lyasu (myo-inositol monofosfatasa, IMP, EC
5.5.1.4), ktora je dolezita v ochrane pred oxidaénym stresom, d’alej melanizaciu a lyzozymy.
Toll signalna draha je efektivna predovsetkym pre boj s grampozitivnymi (G*) baktériami,

virusmi a hubovymi patogénmi (Hillyer, 2016).
2222 Imd draha

Imd signalna draha je podobne aktivovana ked PAMP sa naviaze na extracelularny receptor
rozpoznavajuci peptidoglykany LC (PGPR-LC), ktory je nutny pre odpoved’ na bakterialnu
infekciu (Evans et al., 2006; Xu & Cherry, 2014; Cao et al., 2015). Toto indukuje
intracelularnu signalizaciu veducu k translokacii transkripného faktoru NF-xB rodiny,
Relish a k transkripcnej aktivacii génov kodujucich AmP a iné imunitné efektory (Hillyer,
2016). Imd draha moze taktiez aktivovat’ Casti JAK/STAT signalnej drahy (Boutros et al.,
2002; Danihlik, 2011), ktorej gény boli v genome vcely tiez identifikované (Evans et al.,
2006; Danihlik, 2011). Okrem aktivdcie Relish proteinu vedie Imd signdlna drdha aj
k aktivécii JNK signdlnej drdhy, ktorej vysledkom je apoptdza pripadne melanizédcia alebo
reguldcia expresie AmP (Evans et al., 2006; Danihlik, 2011). U v¢iel je Imd signalna draha
vysoko evolucne konzervovana s pravdepodobnymi formami pre vSetky komponenty. Tato
skutocnost’ naznacuje, ze Imd signalizdcia je podobnd ako u octomilky avSak to nemusi
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znamenat, Ze maju aj podobné biologické role. Wojda et al., (2004) zistili, Ze tato draha moze
poskytnut’ ako pozitivnu tak aj negativnu spatna viazbu pre expresiu AmP. Tato imunitnd
drdha je primarne efektivna v boji s gramnegativnymi (G") baktériami a virusmi (Hillyer,

2016).

22223 JAK/STAT

Podobne ako Toll signdlna drdha je JAK/STAT drdha zapojend vo vyvine aj v imunite
(Hillyer, 2016). JAK/STAT draha je aktivovana virovymi casticami (Evans et al., 2006),
¢o pravdepodobne vedie k vysokej proliferdcii hemocytov a ndslednému spusteniu
fagocytozy (Danihlik, 2011). U octomiliek je aktivovana pocas infekcie ked’ extracelularny
glykosilovany cytokin ,,Unpaired” (Upd) sa chova ako ligand a naviaze sa na bunkovy
receptor ,,Domeless” (Dome). Dome je fosforylovany neSpecifickou protein-tyrozin kinasou
(Hopscotch, JAK, EC 2.7.10.2), ktory aktivuje protein STAT. STAT dimerizuje a je
translokovany do jadra, ¢o aktivuje transkripciu génov kodujucich proteiny s enzymovou
aktivitou ako je napriklad synthasa oxidu dusnatého (NO synthasa, NOS, EC 1.14.13.39).
Vysledkom je zvySena fagocyticka aktivita hemocytov (Evans et al., 2006). Gény pre Upd
neboli v gendéme vciel najdené (Evans et al., 2006; Danihlik, 2011). Homolégne formy
u vCiel zahfnaju cytokinovy receptor Dome, kinazu JAK, transkripcny faktor STATO2E
a dva negativne reguldtory — supresor cytokinovej signalizacie (SOCS) a inhibitor proteinov
aktivovanej STAT (PIAS). Aj ked kluicovy ligand Upd nie je pritomny v gendome vciel,
pritomnost’ cytokinového receptoru gpl30 homologneho k Dome naznacuje, ze tento
mechanizmus je bezny pre vSetky druhy hmyzu a je plne aktivny ako u octomilky tak aj
uvcely medonosnej (Evans et al, 2006). JAK/STAT signdlna drdha je zapojend
v antimikrobidlnej a antivirdlnej odpovedi (Hillyer, 2016).

Toll, Imd a JAK/STAT dréhy su prisne regulované. Ich aktivicia je iniciovand naviazanim
PAMP na PRR, avsak existuju intracelularne negativne regulatory, ktorych funkciou
je udrzovat’ tieto drahy pod kontrolou. Medzi tieto intraceluldrne signdlne molekuly patri
napr. SOCS a PIAS, ktoré negativne reguluji a potlacaji spominané Toll, Imd a JAK/STAT
signdlne drdhy (Lindsay & Wasserman, 2014; Myllyméki & Rimet, 2014).
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2.2.3 Mechanizmy imunitnych efektorovych odpovedi

Destrukcia patogénnych organizmov je sprostredkovana prostrednictvom viacerych
efektorovych mechanizmov, medzi ktoré patria procesy ako fagocytdza, melanizécia,
enkapsulédcia, noduldcia, lyza mikroorganizmov, zniCenie virov sprostredkované RNAI,
autofdgia a apoptoza. Tieto mechanizmy sa vzajomne nevyluCuju. Napriklad (1) patogény,
ktoré boli melanizované v hlavnej telovej dutine zvanej hemocoel su cCasto nasledne
fagocytované (Hillyer et al., 2003a; Hillyer et al., 2003b), (2) lytické aj melanizacné
komponenty mozu byt pritomné na povrchu rovnakych patogénov (Hillyer & Christensen,
2005), (3) patogény po lyze su obcas melanizované (Osta et al., 2004; Volz et al., 2006), (4)
enkapsulécia a nodulacia vo vacsine pripadov zahrnaju agregaciu hemocytov a melanizéciu

(Ratcliffe & Gagen, 1977; Pech & Strand, 1995).
2.2.3.1 Fagocytéza

Fagocytoza je evolutne konzervovany bunkovy imunitny proces, ktory je vyuzivany
stavovcami rovnako ako aj bezstavovcami pre destrukciu malych cudzich organizmov. Tento
mechanizmus je iniciovany v momente ked je cudzi objekt rozpoznany a naviazany
proteinmi v plazmatickej membrane fagocytu alebo je rozpoznany PRR na povrchu bunky
alebo sa humoralne PRR naviazu na PAMP. PRR, ktoré boli experimentalne dokazané, ze sa
ucastnia fagocytozy, zahrnali proteiny obsahujice thioesterovi skupinu, Nimrod proteiny,
DSCAM, B-integriny a PGRP (Mamali et al., 2009; Hillyer, 2016). Cudzi objekt je ndsledne
pohlteny za tvorby fagozomu, ktory sa zIuci s lyzozomom a hydrolytické enzymy rozlozia
objekt. Z hladiska pohyblivosti hemocytov prebieha fagocytéza pomocou cirkulujicich aj
imobilnych hemocytov (Hillyer & Strand, 2014). Z funkéného hl'adiska, hemocytmi, ktoré
fagocytuju patogény su granulocyty u rodu Lepidoptera, Hemiptera
a komadrov, plazmatocyty u octomiliek (Hillyer et al., 2003a; Hillyer et al., 2003b; Strand,
2008; Laughton et al., 2011; Hillyer & Strand, 2014; Honti et al., 2014). U vciel existuju
rozdiely vo fagocytéze medzi jednotlivymi kastami - fagocytickd aktivita u kojiciek je vyssia
ako u lietaviek a zimnych vciel (Hystad et al., 2017). Vacsina hemocytov je fagocytujuca.
Fagocytoza je vel'mi rychla odpoved’. U komérov, cirkulujtice a imobilné hemocyty zacinaju
fagocytovat len niekol'ko sekund po zaregistrovani patogénov (Sigle & Hillyer, 2016; Hillyer,

2016). Je to obnovitelna odpoved’, ktorou hemocyty opakovane pohlcuju a degraduji

11



patogény, Cim sa zhladiska obnovitel'nosti odliSuje od melanizacie, pri ktorej su
produkované melanitické kapsule, ktoré zostdvaju v hemocoeli hmyzu po zvysok Zivota

(Hillyer, 2016).
2232 Melanizacia

Melanizacia je enzymaticky proces vyuzivany hmyzom pri vytvrdzovani kutikuly, lieCeni
ran aimunitnych odpovediach (Christensen et al., 2005; Nappi & Christensen, 2005;
Cerenius et al., 2008). V oblasti imunity je melanizicia mechanizmus imunitnych efektorov,
zahrnuty pri zneSkodnovani baktérii, hubovych patogénov, protozoalnych parazitov, Cervov
had’atiek a vajiCok parazitickych 6s. Taktiez napomaha pri odstranovani uz uhynutych alebo
umierajicich patogénov (Osta et al., 2004; Volz et al., 2006). Procesy agregicie hemocytov,
ako je nodulacia ¢i enkapsulacia mozu byt sprevadzané melanizaciou. Pod pojmom
melanizicia sa ukryva séria reakcii, ktord obsahuje konverziu tyrozinu na prekurzory
melaninu a zosiet'ovanie proteinov pre vytvorenie vrstvy melaninu, ktora obklopuje a izoluje
patogén.

Melanizacia sa fenotypicky prejavi ked stmavnuta bielkovinova kapsula obklopi
patogén, usmrtenie prebieha pravdepodobne pomocou oxidativneho poskodenia alebo
vyhladovania, pretoze cudzi objekt je izolovany od vysoko nutricne bohatej hemolymfy
(Christensen et al., 2005; Nappi & Christensen, 2005; Cerenius et al., 2008). Proces zahrna
koordinované interakcie medzi PRR, serinovymi proteasami, inhibitormi serinovych proteas
a enzymami regulujiicimi produkciu melaninu. Tento proces zacina ked” PRR rozpoznaju
PAMP (Wang et al., 2005; Matskevich et al., 2010; Wang et al., 2014b). Toto iniciuje serin-
proteasovu kaskddu, ktord vrcholi aktiviciou enzymov aktivujicich pro-fenoloxidasu, ktorad
Stiept tento zymogén na aktivnu formu fenoloxidasy (polyfenoloxidasovy systém,
EC 1.14.18.1) (An et al., 2009; An et al., 2011). Fenoloxidasa iniciuje produkciu melaninu
hydroxylaciou tyrozinu za tvorby 3,4-dihydroxyfenylalaninu (DOPA), ktory je oxidovany
fenoloxidasou na dopachinén a ten je konvertovany na dopachrom (Christensen et al., 2005;
Nappi & Christensen, 2005; Zhao et al., 1995). Dopachrém je nisledne enzymovo prevedeny
na 5,6-dihydroxyindol za katalyzy fenoloxidasy oxidovany na indol-5,6-chinén, ktory je
zosietovany s proteinmi  hemolymfy pre vytvorenie melanitickych  kapsul.

V komplementarnej drdhe, aromatickd L-aminokyselinova dekarboxylasa
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(DOPA-dekarboxylasa, EC 4.4.4.26) hydroxyluje DOPA na dopamin, ktory je prevedeny
na melanin pomocou fenoloxidasy ainych enzymov (Hillyer, 2016). Mnohé z enzymov
a PRR, ktoré riadia melaniziciu st produkované hemocytmi (Ashida et al., 1988; Hillyer et

al., 2003a).
2233 Bunkova enkapsulicia

Enkapsulacia je bunkova imunitna odpoved vyuzivana pre eliminaciu patogénnych
organizmov, ktoré su privelké pre fagocytozu. Je typicka pre larvy rodov Dipteria
a Lepidoptera ako odpoved na infekciu sposobenu vajickami parazitickych 0s. Pri rode
Lepidoptera je enkapsulacia iniciovana ked sa granulocyty spoja pre vytvorenie vrstvy
buniek, ktoré obklopia patogén. Tato adhézia buniek nastidva sposobom, ktory je zdvisly
na pripojeni integrinov na Specifické miesta definované Arg-Gly-Arg (RGD) sekvenciou
(Pech & Strand, 1995; Pech & Strand, 1996). Tuto vrstvu granulocytov obklopi niekol’ko
vrstiev plazmocytov Co je nasledované pripojenim dalSich granulocytov. V zavislosti

na druhu patogénu a hmyzu, kapsula moze byt melanizovana (Hillyer, 2016).
2234 Noduldicia

Nodulacia zahfia koordinovanu pril'navost hemocytov sposobom, Ze obklopuji velké
zhluky baktérii a je obvykle nasledovand melanizdciou (Satyavathi et al., 2014). V tomto
imunitnom procese, granulocyty priliehaji jeden k druhému a formuju tak vrstvy, ktoré
obklopuju bakteridlne zhluky. Granulocyty vypustia svoj obsah, sekrecné granule, ktoré
obalia baktérie vo flokulantnej kapsule. Flokuldcia je proces, pri ktorom dve alebo viac
koloidnych castic vytvori agregat Castic viazanych slabymi silami, tzv. vlocCkovanie.
Plazmatocyty sa potom zhlukuji v okoli povrchu za tvorby nodulu a vo vacsine pripadov je
cela Struktara melanizovana. Molekularne mechanizmy prebiehajice v tomto procese su
vel'mi malo preskimané avsak je zname, ze nodulacia je zavisla na signalizacii zaloZenej na
eikosanoidoch t.j. trieda molekidl odvodenych od 20-uhlikatej polynenasytenej mastnej
kyseliny, najCastejSie kyselina arachidonova, ktoré zahfiaju napriklad prostaglandiny
(Stanley & Kim, 2019) a dalejna proteine zvanom Noduler, ktory Specificky viaze
komponenty bunkovej steny mikrébov (konkrétne kyselinu lipoteichoovu a B-1,3-glukdny)

(Gandhe et al., 2007; Hillyer, 2016).
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2.3  Hemocyty hmyzu

Hemocyty sui analégy I'udskych bielych krviniek, u bezstavovcov, ktorych hlavnou telovou
tekutinou je hemolymfa. Ich klasifikacia je predmetom sporu, vzhladom na to,
ze terminoldgia jednotlivych typov hemocytov je Casto rézna medzi roznymi druhmi hmyzu.
Viaceré studie vsak potvrdzujt, Ze aj ked’ su bunky r6zne pomenované, maji podobnu alebo
dokonca az rovnaku funkciu u roznych druhov hmyzu (Ribeiro & Brehélin, 2006). Hemocyty
moézu byt rozdelené podla dvoch kritérii, jednym z nich je ich pohyblivost a druhym su
ich funk¢éné vlastnosti. Z hladiska ich pohyblivosti, hemocyty bud’ cirkuluji v obehu
hemolymfy tzv. cirkulujice hemocyty alebo st prichytené k tkanivdm tzv. prisadlé hemocyty
(Strand, 2008; Hillyer & Strand, 2014; Hillyer, 2016). Toto rozdelenie je striktne zalozené
na ich aktudlnom priestorovom stave, prisadlé hemocyty mozu byt uvol'nené do obehu, teda
stat sa cirkuluyjacimi a cirkulujuce hemocyty sa moézu prichytit k tkanivim astat’ sa
prisadlymi (Babcock et al., 2008; Markus et al., 2009; King et al., 2012; Sigle & Hillyer,
2016).

Z funkcnej perspektivy ma vacsina hmyzu viaceré subpopulacie hemocytov, ktoré sa liSia
morfolégiou a funkciou. Jednotlivé druhy st tradicne identifikované pomocou
morfologickych, histochemickych a funkénych charakteristik (Jiravanichpaisal et al., 2006;
Gdbor et al., 2017) a medzi najCastejSie typy patria prohemocyty, granulocyty, plazmocyty,
sferulocyty a oenocytoidy (Obr. 2). Tieto hemocyty boli popisané u viacerych radov hmyzu
napriklad Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Blattaria, Coleoptera, Hymenoptera,
Hemiptera a Collembola (Lavine & Strand, 2002; Gabor et al., 2017). V dneSnej dobe je uz
bezne pouzivana charakterizacia hemocytov pomocou monoklonalnych protilatok
a genetickych markerov. Napriklad v ¢lanku od Gébor et al., (2017) bola pouzita metoda
expresie hemolektinu, protein nesuci homoldgne domény l'udského von Willebrandovho
faktoru, ktory je zahrnuty v procese koaguldcie krvi a agregacie krvnych dosticiek, ktora
odhalila jasnu funkénua rozdielnost’ medzi hemocytmi u A. mellifera.

Hemocyty spolu s profenoloxidasovym systémom (PPO systém) vykonavaju okamzita
odpoved nespecifickej imunity u hmyzu (Eleftherianos & Revenis, 2010; Negri et al., 2015).
Hemocyty st primdrne medidtory bunkami riadenej imunity (Marmaras & Lampropoulou,

2009) pretoze eliminacia organizmov, ktoré preniknid do telovej dutiny hmyzu, hemocoelu,
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najprv vyzaduje aby boli bunky schopné rozpoznat’ a poskytniut’ odpoved’ na tieto patogény
(Clark et al., 1997; Negri et al., 2015). Rozpoznanie prebieha priamou interakciou
povrchovych receptorov hemocytu s molekulami na povrchu cudzieho objektu alebo
nepriamo rozpoznanim humoralnych receptorov, ktoré sa viazu a opsonizujli, oznacia ho
pre sfagocytovanie (Gdbor et al., 2017). V momente ked’ hemocyty rozpoznaju povrch
patogénu ako cudzi objekt rychlo sa transformuju z nepril'navych buniek v pokojovom stave
na aktivované pril'navé bunky, ktoré vytvoria vrstvu na povrchu cudzieho objektu (Nardi et
al., 2006; Negri et al., 2016). Po rozpoznani cudzieho objektu, prvou odpoved’ou hemocytov
je tzv. ,spreading™ alebo Sirenie hemocytov (Gillespie and et al., 1997; Negri et al., 2016).
Tato vlastnost hemocytov je Casto pouzivana pri urCovani miery funkénosti imunitného
systétmu v teste na sklenej podlozke. (Dean et al., 2004). Velkost cudzieho objektu
pri rozpoznani hemocytom so ,.spreading schopnostou ovplyviiuje vyber mechanizmu pre
jeho zniCenie. Pri malej velkosti ho hemocyty rozpoznaji a dalej propaguju
pre sfagocytovanie, ak je objekt vel'ky (alebo je viac malych objektov pokope) je hemocytmi
smerovany do procesu noduldcie alebo melanizécie. Tieto procesy prebiehaji kooperdciou

mnohych hemocytov (Eleftherianos et al., 2009; Negri et al., 2016).
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Obrazok 2: Pat” typov hemocytov v Nomarského kontranste najdenych u rodu Lepidoptera ako
Pseudoplusia includens. (A) Prohemocyty, (B) Sferulocyty, (C) Oenocytoidy, (D) Granulocyty a (E)
Plazmatocyty. Mierka 50 um. Prevzaté od (Lavine & Strand, 2002).

2.3.1 Hemocyty u v¢€ely medonosnej (Apis mellifera)

Vzhl'adom na celosvetové obavy ohl'adom zachovania zdravia populacii opel'ovacov, studie
bunkovej imunity vCely medonosnej obdrzali prekvapivo extrémne malo pozornosti
(Marringa et al., 2014). V poslednych desatrocCiach sa vSak upriamila pozornost prave
na tuto zlozku imunity vcCiel a na hlavného sprostredkovatela, ¢im su hemocyty. Jedno
z prvych pozorovani hemocytov u véiel bolo popisané v clanku od de Graaf et al., (2002).
Pomocou farbiacej techniky Giemsa odhalili v roku 2010 Sest’ typov, ktoré oznacili ako
prohemocyty, plazmatocyty, oenocytoidy, granulocyty, koagulocyty a binukledrne bunky.
Najpocetnejsim typom boli plazmatocyty d’alej granulocyty a koagulocyty (El-Mohandes &
Fawazy, 2010). V studii z roku 2014, bolo jej autormi navrhnutd rychla metéda Stadie
hemocytickych profilov. Pouzili prietokovii cytometriu v kombindcii s mikroskopickou
analyzou pre popis bunkovych komponent, ktoré nasli v hemolymfe dospelého jedinca.

Objavili permeabilné bunky, plazmatocyty a acelularne Castice (Marringa et al., 2014).
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Vcela medonosna patri do skupiny holometabolickych organizmov, v tych druhoch
hmyzu sa bunkové elementy vel'mi liSia v larvdlnom a dospelom Stadiu zivota, a ma
eusocidlny kastovy systém (Schmid et al., 2008; Wilson-Rich et al., 2008; Laughton et al.,
2011). V stadii od Schmid et al. (2008), sa zaoberali po¢tom hemocytov v roznych kastach
ako boli robotnice, matky a tridy. Z ich vysledkov vyplynulo, ze vo vsetkych troch
fenotypoch sa pocet hemocytov s vekom znizoval, teda redukcia poctu nie je Specificka
vzhl'adom na ich rolu v ili ale deje sa u vietkych fenotypov dospelého jedinca. Dalej v $tudii
od Wilson-rich et al. (2008), skumali mnozstvo hemocytov pri procese enkapsulacie
v Styroch roznych vyvinovych §tadiach jedinca, larva, kukla, kojicka a lietavka. Objavili,
ze vyvinoveé Stadia larvy a kukly mali vacsi poCet hemocytov ako dospelé jedince avSak
ziadny rozdiel v procese enkapsuldcie nezaznamenali. V roku 2015 Negri et al., prezentovali
data zaoberajuce sa bunkovou imunitnou odpoved’ou u tzv. fifth instar larvae™ stadia (L5)
a u Cerstvo vyliahnutych robotnic (W). Pri ich pozorovaniach zistili, ze hemocyty v tychto
dvoch stadiach vykazovali odlisny vzhl'ad ako aj rozdielnosti pri priliehani a spreading-u
in vitro. Je zreymé, ze metamorfoza, ktora nastava medzi tymito dvoma Stadiami ma klaCovy
podiel v bunkovej imunitnej odpovedi véely medonosne;.

O styri roky neskor v studii od Richardson et al., Studovali hemocyty z obehu opat’
uroznych stadiach vyvinu vcely. Hlavné dva druhy hemocytov boli granulocyty
a plazmatocyty. Po diferencidlnom farbeni (pouzili hematoxylin a Eosin podla protokolu
Hema 3 Stat Pack (Fisher Scientific, Hampton, NH, USA)) boli granulocyty, dospelych
robotnic aj lariev, pomerne velké a okrihle, stmavofialovo zafarbenou cytoplazmou
a obsahovali vela wvakuol, nie vzmysle ako sd pritomné v rastlinnych bunkach,
pravdepodobne iSlo o kruhové objekty naplnené vzduchom. Okrem toho sa u lariev
nachddzali bunky podobné granulocytom. AvSak po ofarbeni pri mikroskopickom
pozorovani tieto bunky neobsahovali vakuoldrne utvary a vykazovali asymetricky spreading
podobny ako u plazmatocytov. Taktiez objavili vel'a buniek, ktoré boli tazko definovatel'né
alebo nesplnali kritéria buniek najdenych u inych druhov hmyzu. Patrili sem napr. bunky,
ktoré nazyvaji ako permeabilné bunky. Mali vzhl'ad granulocytov a plazmatocytov ked’
podliehaji bunkovej Iyze, bunkovej smrti alebo degranuldcii a boli pozorované aj u lariev aj
dospelych jedincov. Taktiez objavili velké rozdiely v mnozstve jednotlivych typov

hemocytov skrz kastami aj vyvinovymi Stadiami. Mnozstvo plazmatocytov malo opacny

17



trend ako u granulocytov. Plazmatocyty sa nenachadzali u v¢iel v larvalnom stadiu, najvyssi
pocet bol u Cerstvo vyliahnutych dospelych jedincov a extrémne sa znizil u 5 a 10-dilovych
dospelych robotnic.

Do dnesnej doby bolo pouzitych mnoho metdd pre identifikaciu typov hemocytov u vcely
medonosnej. Boli to metddy ako farbiace techniky, spomenuté vyssie, ¢1 metody vyuzivajuce
vizbu lektinu. Lektiny su skupina proteinov charakterizovana schopnost'ou selektivne viazat
uhl'ovodikové skupiny glykoproteinov (Kamei et al., 2020). Viaceré lektiny sa chovaji ako
PRR vrodenej imunity u bezstavovcov (Praparatana et al., 2022). Rozoznavaju uhl'ovodiky
virovych obalov, o méze viest’ k aktivacii viacerych imunitnych mechanizmov, vratane PPO
kaskady a fagocytézy. Podl'a metod vyuzivajicich vazbu lektinu boli hemocyty rozdelené
rovnako do niekolkych typov. NajpocetnejSim st plazmatocyty, ktoré si rozdelené
do styroch podtypov P1-P4 na zaklade velkosti a minoritné populdcie inych buniek ako si
prohemocyty, granulocyty, oenocytoidy a koagulocyty (de Graaf et al., 2002; Gabor et al.,
2017).

2.3.2 Hematopoéza

Hematopoéza je proces, pri ktorom hemocyty vznikaji a diferencuju sa. Zivotnost
hemocytov sa typicky pohybuje v rozmedzi od niekol'ko dni az tyzdiov a je nevyhnutnd ich
neustdla obnova. Potreba hemocytov sa meni v rdmci vyvoja a zivota vcely, takze rychlost
produkcie musi byt velmi dobre adaptovana variabilnym podmienkam (Grigorian &
Hartenstein, 2013). Produkcia hemocytov prebieha skrz vSetkymi Stadiami vyvinu jedinca.

Prvy vyvin hemocytov sa odohrdva u hmyzu poc¢as embryogenézy z dorzilnej mezodermy
(Tepass et al., 1994; Lavine & Strand, 2002). Dorzdlna mezoderma je oblast’ vo vajicku,
jeden ztroch zarodocnych listov, z ktorej sa napriklad u D. melanogaster vytvara srdce
(Frasch, 1999). U hmyzu sa hemocyty tvoria v priebehu larvalneho aj nymfalneho stadia, tj.
stadium kedy ma jedinec vzhlad plne vyvinutého dospelého jedinca avsak u kridlatych
druhov chybaju kridla. Deje sa to prostrednictvom cClenenia kmenovych buniek
v hematopoetickych organoch ¢o modze byt nasledované rozdelenim uz cirkulujucich
hemocytov (Ratcliffe et al., 1985; Lavine & Strand, 2002).

Lymfatické uzliny predstavujice hematopoetické organy hmyzu su Specialny druh tkaniva,
z ktorého si hemocyty generované a teda musia mat zasobu kmenovych buniek. St uzko
asociované s chrbtovou cievou, ¢o je hlavna Struktarna komponenta obehového systému
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hmyzu a prechadza cez hrud’ a brusko na chrbtovej strane. Typicky tvoria prominentné
parové organy v mezothorakalnych (stredna Cast’ hrudnika) a metathorakalnych (zadna cast’
hrudnika) segmentoch (Frasch, 1999; Grigorian & Hartenstein, 2013).

Hematopoéza v embryondlnom a nekompletne vyvinutom stadiu bola najviac popisana
u D. melanogaster. U embrya octomilky st hemocyty produkované ked bunky z oblasti
procefalického mezodermu diferencuji na plazmatocyty a krystalové bunky, Co je
pod kontrolou pomocou GATA transkripénym faktorov, Co je rodina proteinov, ktoré
navdazuji sekvencie DNA (T/A)GATA(A/G) (Honti et al., 2014; Hillyer, 2016).
Diferenciacia plazmatocytov, ktoré tvoria va¢sinu populacie hemocytov, sa odohrava ked’ su
mezodermdlne bunky vyvojovo naprogramovanym spdsobom rozptylené v celom embryu
a vyzaduje to zapojenie transkripénych faktorov ,,Glial cells missing® (Gem) a ,,Glial cells
missing 2“ (Gem2). Diferenciacia krystalovych buniek zahrfiia mezodermalne bunky, ktoré
sa zhromazd'uji v okoli proventrikulu, oblast medzi zalidkom a medovym voldtkom,
a vyzaduje zapojenie transkripcného faktoru Lozenge a signdlnej drahy Notch. V larvdlnom
Stadiu st hemocyty dotvorené v hematopoeatickom organe, teda hmyzich lymfatickych

uzlindch (Jung et al., 2005; Honti et al., 2014; Hillyer, 2016).
2.3.3 Migrécia hemocytov

Migricia hemocytov smerom k zdrojiinfekcii a poranenym oblastiam je zdkladna
komponenta obrannych reakcii hmyzu. V §tudii od Merchant et al., (2008) bolo
hypotetizované, Ze eikosaniody ovladaji bunkové imunitné odpovede hmyzu - viaceré studie
toto tvrdenie potvrdili (Biytikgiizel et al., 2007, Durmus et al., 2008; Stanley & Shapiro,
2007; Merchant et al., 2008).

Eikosaniody su Sirokou skupinou latok, zdkladné delenie je na tri hlavné skupiny l4tok
ako sd prostaglandiny , kyselina epoxyeikosatrienovd a lipogenasa. Stadie viacerych
vyskumnych skupin indikuju, Ze eikosaniody st hlavnymi mediatormi fagocytozy,
mikroagregdacie, tj. krok v procese nodulacie, ktory je zodpovedny za odstraniovanie
bakteridlnych buniek v obehovom systéme hmyzu. Dalej su eikosanoidy zapojené aj
do samotného procesu nodulacia, enkapsulacie ¢i spreadingu buniek — napr. hemocytov
(Stanley & Miller, 2006; Merchant et al., 2008; Stanley et al., 2009). Ich hlavnou tlohou je

zrejme naviest hemocyty k tvoriacim sa mikroagregdtom hemocytov, nodulom a randm.
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Migrécia hemocytov je fundamentélna akcia u eukaryot aj prokaryot, Co zahrna aj bunky
hmyzu (Baker et al., 2006; Jin & Hereld, 2006; Merchant et al., 2008). Boli postulované dve
hypotézy (1) hemocyty hmyzu dokazu rozpoznat a migrovat za zdrojom infekcie (2)
migracia hemocytov je ovladana eikosanoidmi, Co su signalne molekuly tvorené
enzymatickou alebo neenzymatickou oxiddciou kyseliny arachidénovej. Obe boli potvrdené
v ¢lanku od Merchant et al., (2008) a aktivacia migracie hemocytov tak moze u hmyzu

zrejme prebiehat’ obomi sposobmi.
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2.4 Prehl'ad metod Stadia hemocytov

Stadie v poslednych desatrodiach upriamili pozornost prave na bunkovu zlozku imunity
vCiel ana hlavného sprostredkovatela, ¢im st hemocyty. Jedno z prvych pozorovani
hemocytov bolo uz v 50. rokoch 20. storocia a u vciel bolo popisané v ¢lanku od de Graaf et

al., (2002).
2.4.1 Vseobecna charakterizacia hemocytov

Klasifikacia hemocytov bola povodne zalozena na morfologickych kritériach. V 80. rokoch
20. storocia boli podtypy hemocytov identifikované okrem morfologie taktiez pomocou
histochemickych a funkénych charakteristik (Gupta, 1985; Brehelin & Zachary, 1986)
a o par rokov neskdr boli identifikované protilitkové a genetické markery u vybranych
druhov hmyzu, ktoré pomohli presnejsie odlisit’ jednotlivé podtypy (Chain et al., 1992).

Pre jednoduché mikroskopické pozorovanie a charakteristiku podl'a morfologie buniek
ide vyuzit’ Normarského diferenciacny interferencny konstrast (Lavine & Strand, 2002).
V stadii Ribeiro et al., (2006) vyuzili pre Stadium hemocytov taktiez fazovy kontrast. Po roku
2000 sa zacalo viac vyuzivat mikroskopické pozorovanie hemocytov vyuzivajice rozne
farbiace techniky, vratane tych pre stanovenie zivotnosti buniek. Jednou zo Standardnych
metod farbenia pre klasifikaciu hemocytov je vyuzitie Giemsa (Kadota et al., 2003) alebo
May-Giemsa (Koiwai et al., 2017) farbiv, ktoré spoCivali v prieniku farbiva cez bunkovu
membrianu hemocytov a jeho pohltenie bunkovymi Struktarami — na zdklade nabitia a pH
danej Struktary vznikla skala sfarbeni (od svetlo ruzovej cez fialovli az po tmavo modru),
teda st obe polychromatické (Piaton et al., 2015). Vysledky farbeni avsak nie su konzistentné
a mdzu byt ovplyvnené hodnotou pH, dizkou farbenia, vlhkostou prip. l'udskou chybou.
V roku 2004 vyuzili Ling et al, pri pozorovani hemocytv B. mori aj fluorescencné sondy,
akridinovu oranz a propium jodid, umoziujuce rozlisit’ podiel zivych a mrtvych hemocytv.
Identifikdcia tried hemocytov bola ulahcend mimo iné produkciou monoklondlnych
protilatok pre rdzne typy hemocytov (Kurucz et al., 2003; Vilmos, 2004; Rus et al., 2006;
Kurucz et al., 2007a; 2007b).

V roku 2021, (Moyetta et al.) urobili morfologicku a ultrastrukturalnu charakterizaciu

hemocytov u Hematophagous Dipetalogaster maxima aprvy krat vyuzili prietokova

21



cytometriu u bodavych plostic (tzv. ,kissing bug®) pre zlepsenie klasifikdcie bunkovych

populdcii.
2.4.2 Metody vyuzité pre charakterizdciu hemocytov Apis mellifera

Do dnesného dna boli vyuzité viaceré metddy pri snahe identifikovat’ podtypy hemocytov
u A. mellifera. Zahfnali Standardné farbiace techniky ale taktiez analyzu na zdklade ich
vizbovych schopnosti lektinu (tzv. ,lectin-binding assays®) (Gdabor et al., 2017) pre ich
charakterizaciu.

V roku 2010, (EI-Mohandes & Fawazy), pomocou farbenia Giemsa preukazali pritomnost’
prohemocytov, plazmatocytov, oenocytoidov, granulocytov, koagulocytov a binukledrnych
buniek. Farbenie Giemsa spocCiva v prieniku farbiva cez bunkovi membranu bunky, kde
na zaklade pH Struktiry, ktora ho pohlti vznikne $kala farieb (od svetlo ruzovej cez fialova
az po tmavo modrt). Farbivo Giemsa je teda polychromatické (Piaton et al., 2015).

Profilovanie hemocytov vykonali (Marringa et al., 2014) pomocou prietokovej cytometrie
v spojeni s Wrightovym farbenim pre mikroskopiu. Prietokovd cytometria pre delenie buniek
spoCiva v ozarovani heterogénnej suspenzie buniek pomocou jedného alebo viacerych
bodovych laserov. Na zdklade svetla, ktoré je emitované z Castic je mozné zistit’ morfologiu
buniek arovnako aj bunkovu fyziologiu. Na zaklade kriterii zadanych pouzivatelom je
mozné individualne bunky zozbierat do homogenickych frakcii. Vyhodou prietokovej
cytometrie je hlavne rychlost a Cistota vzorky, ktora sa blizi 100 % (Ibrahim & van den Engh,
2007). Spomenuté Wrightovo farbivo je typ Romanowského farbiva, ktoré spociva
v kombindcii kyslého aniénového farbiva Eosin Y abazického katiénového farbiva
methylénova modra. Je teda polychromatické, Co znamena, ze vytvara rozne sfarbenie
(od ruzovej cez fialovli az po modru) v zavislosti na pH Struktury, ktora ho pohlti (napr. jadro
bude sfarbené na modro lebo obsahuje nukleové kyseliny (Giri, 2019). Vzhl'adom na to,
ze jeho hlavnou zlozkou je metanol, preparaty nevyzaduju fixaciu pred samotnym farbenim.

V roku 2017, (Gabor et al.) vyuzili pre klasifikdciu hemocytov ich morfolégiu a vizbové
schopnosti lektinu. Podarilo sa im vyvinut’ monoklonélnu protilatku (MAb), pomocou ktorej
vo Western blot analyze detegovali protein odpovedajici hemolektinu A. mellifera, ¢o bolo
potvrdené aj analyzou na hmotnostnom spektrometri. Hemolektin je dolezitou zlozkou
odvodenou od hemocytov, ktora sa podiela na zrazani hemolymfy. Obsahu homolognu
doménu k von Willebrandovmu faktoru — charakteristicky protein v krvi cicavcov,
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podielajuci sa na koagulacii a agregacii krvnych dosti¢iek. Priniesli tak novy pohlad
na klasifikdciu hemocytov a aj stadium ich funkecii.

Pre charakterizaciu hemocytov vCely medonosnej bola vytvorend, kolektivom Gébor
vroku 2020, vytvorena dalsia Specificki MAb pre molekuldrne markery, ktoré su
exprimované réznymi subpopuldciami hemocytov, podla ich funkcie v rdmci bunkovej
imunity. Na zdklade toho vytvorili tri typy MAb, ktoré rozpoznavali odlisné triedy
hemocytov hemocytov — melanizujice bunky, agregujice bunky a fagocytujice bunky. Pre
melanizujice bunky, zname tiez ako oenocytoidy, navrhli protilatku pre PPO — tu by sa mali
exprimovat’ hemocyty, pre ktoré su typické procesy, ktoré sprevadza melanizacny proces
(enkapsulacia, prip. nodulacia). Pre agregujice bunky vyuzili MAb vytvorent v studii z roku
2017, teda pre hemolektin. Nakoniec pre fagocytujice bunky vytvorili Specificki MAb
cieleni na marker, ktory je exprimovany na granulocyty. Pouzitim kombinacie tychto
protilatok je mozna detekcia r6znych subtypov hemocytov, ¢o prinasa nové moznosti ich

staudia (Gabor et al., 2020).
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3 EXPERIMETALNA CAST

3.1 Materidl a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Fluka (Spojené kral'ovstvo): Fluorescein diacetat; Neutralna Cerven.
Lachner s.r.0. (Ceska Republika): chlorid draselny.

Penta (Ceska Republika): Chlorid sodny; Dihydrogénfosfore¢nan draselny.
Roth (Nemecko): Acetén; Giemsa.

Sigma-Aldrich (Nemecko): 1-fenyl-2-thiomocovina (PTU); Dihydrat hydrogénfosfatu

sodného; Percoll; Propium jodid ; Trypanova modra.

3.1.2 Pristroje a experimentdlne vybavenie
Analytické vahy (Denver Instrument, Nemecko)

Centrifuga 5425 R, Centriftiga 5418 R, Centrifiiga 5415 R (Eppendorf, Nemecko)
Digitalne predvazky (RADWAG, Pol’sko)

Digitalny pH meter (XS Instruments, Taliansko)
Elektromagenticka mieSacka (Biosan, Litva)

Inkubator 37°C pre vcely

Inkubator HS 122 A pre vcely

Inkubétor nechladeny EN120 (Niive, Turecko)

Mikroskop AXIO Imager KM (ZEISS, Nemecko)

Mikroskop OLYMPUS BX50 (Olympus Optical, Japonsko)
Mikroskimavky 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml (Eppendorf, Nemecko)
Stereolupa binokuldr (BEL Engineering, Anglicko)
Ultrazvukova vana (KRAINTEK s.r.0., Slovenska Republika)

Vortex V-1 plus (Biosan, Litva)
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3.1.3 Biologicky materiél

Vzorky vciel pochadzaju zo sukromnej véelnice Mgr. Jifiho Danihlika, Ph.D z Valasského

~~~~~

Inkubidcia: 34,6 °C a 37 °C; Kfmenie: 50% roztok sachardzy

3.2 Pouzité metody
3.2.1 Priprava biologického materialu

3.2.1.1 Odber hemolymfy zo zmrazeného a zivého materialu

Pre ziskanie extraktov zo zmrazenych vcelich lariev bol pouzity modifikovany postup
od (Hiroyasu et al., 2018). Po rozmrazeni boli larvy premyté v deionizovanej vode
a prenesené pomocou pinzety na filtracny papier do suchej Petriho misky. Po Ciastocnom
uschnuti bola larva umiestnend pod binokuldrnu lupu a pomocou pinzety bola porusena
povrchova kutikula v mieste chrbtovej cievy. Po volnom vyteCeni hemolymfy (HL)
do Petriho misky bola odobratd pomocou automatickej pipety do 1,5 ml mikroskimavky
s fosfatovym pufrom (PBS) + 1% fenylthiomocovinou (PTU) . Boli urobené dve zriedenia
HL v PBS s 1% PTU v pomere 1:10 a 1:5.

Postup pre pripravu extraktov zo zmrazenych dospelych robotnic bol nasledovny.
Po rozmrazeni bola mrtva vcCela prichytené za hrudnik pinzetou. Pomocou manikirovych
nozniciek jej bol odstrihnuty zadocek a pritlacenim hrudnika medzi ukazovakom a palcom
bola vytlacena kvapka HL. Pomocou 10 pl automatickej pipety boli odobraté 2 pul HL
do 1,5 ml mikroskimavky s PBS s 1% PTU. Boli urobené dve zriedenia HL v PBS s 1%
PTU v pomere 1:10 a 1:5.

Extrakcia HL zivych dospelych robotnic prebiehala rovnako ako pri praci so zmrazenymi
dospelymi robotnicami. Takto pripravena HL bola nasledne pouzivana pre zakoncentrovanie

a purifikaciu HC. Vsetky extrakty boli uchovavané na l'ade.

Pouzité roztoky:
Fosfétovy pufor (PBS): 500 ml —4 g NaCl, 100 mg KCl, 902,5 mg Na,HPO,.2 H>0, 120 mg
KH;PO4; pH="7,4
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PBS s 1% PTU: 50 ml PBS s 1% PTU — 0,5 g PTU do 50 ml PBS (PTU bolo pridané
pre zabrdnenie melanizécii a koaguldcii HC —jednd sa o inhibitor fenoloxidasy (Zibaee et al.,

2011))

3.2.1.2 Purifik4cia a zakoncentrovanie hemocytov

Precistenie hemocytov (HC) prebiehalo centrifugaciou, testované boli dva sposoby, na vrstve
vysokohustotnej latky, konkrétne pomocou rézne koncentrovaného roztoku Percollu (40 —
80 %) a d’alej Standardnou centrifugaciou (v tomto pripade bol odber HL robeny do Cistého
PBS a pre zabranenie melanizacii boli pouzité krystaly PTU (Vasicek, 2009; Vacl, 2015)).

Centrifugacia na vrstve vysokohustotnej latky je zalozena na principe rozdielnej
hmotnosti Castic. Po navrstveni roztoku HL na roztok Percollu a ndslednej centrifugécii,
Castice s vysSou hustotou (hmotnost'ou) klesni na dno mikroskiumavky pricom HC zostant
nad vrstvou Percollu a vytvoria viditelny prstenec (Maurer et al., 2022). Purifikacia
na roztoku Percollu bola robend priamo po odbere HL.

Na 1400 pl 60% roztoku Percollu bolo navrstvenych 200 pl roztoku HL v PBS s 1% PTU
a nasledovala centrifugécia pri 500x g, 4°C a po dobu 30 mindt. Nédsledne bolo odobratych
95 ul vrchnej frakcie supernatantu a 100 pl prstenca suspenzie HC.

Pre druhu variantu purifikacie HC bola vyuzita centrifugacia pri 500x g, pri 4°C po dobu
5 minut. Nédsledne po odobrati supernatantu bola ziskana suspenzia HC.

Zhodnotenie uspesnosti purifikacie HC prebehlo mikroskopickym pozorovanim
vo svetelnom poli (BF; zangl. bright field) (AXIO Imager KM (ZEISS, Nemecko)),

porovnanim Cistoty ziskanej suspenzie HC, kvality a poctu HC.

Pouzité roztoky:
Percoll: 40 — 80% roztok v deionizovanej vode (dH20)

3.2.2 Mikroskopické pozorovanie nefarbenych hemocytov

Z HL v PBS s 1% PTU aj z purifikovanej suspenzie HC (z kazdej varianty) bolo odobratych
40 pl na podlozné sklicko, ktoré bolo vopred ocistené etanolom. Suspenzia HC bola prikryta
krycim sklickom a takto pripraveny nativny preparat bol pozorovany v BF (Olympus BX50

(Olympus Optical, Japonsko)) a pomocou Nomarského diferencialneho interferencného
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kontrastu (DIC; z angl. differencial interference contrast) (AXIO Imager KM (ZEISS,
Nemecko)).

Pre zistenie poctu HC bola pouzita Biirkerova komorka, kde do priehlbiny komorky bolo
nanesenych 20 pl HL v PBS s 1% PTU ¢1 purifikovanej suspenzie HC a prikrytych krycim
sklickom. Pocitanie prebehlo v desiatich Stvorcoch vrchnej rovnako aj spodnej mriezky
Biirkerovej komorky.

Boli dodrziavané nasledovné pravidla. Bunky boli pocitané v jednotlivych polickach
o ploche 0,04 mm? — ak sa nachadzali na &iarach po¢itali sa vzdy len tie ktoré lezia na lavej
a hornej strane Stvorcov, pre vypocet bolo vybranych asponn 10 nahodnych policok.

Pre vypocet buniek v 1 mm? nariedenej suspenzie (x) bol pouzity vzorec (Frébortov4, 2008)

1
X
pocet poclitanych poliéok) [(plocha Stvorcteka x 0,1)

_ ( celkovy pocet buniek

Nativne prepardty pre farbenie Giemsou boli pripravené zo suspenzie HC v pomere 1:5
(varianta 1) az HL v PBS s 1% PTU v pomere 1:1 (varianta 2).

Pre pripravu fixovanych preparatov pre farbenie Giemsou v oboch verzidch (nanesenie
preparatu v podobe kvapky alebo jej rozter na podlozné sklo) bolo rovnako pouzité zriedenie
HL vPBS s 1% PTU 1:1. Taktiez bolo vyuzité zriedenie 1:5 HL v PBS s 1% PTU naslednou
purifikdciou hemocytov na vrstve Percollu (500x g, 4°C, 30 minut) a nasledne precistenie
od roztoku Percollu. Suspenzia HC bola prenesena do Cistej 1,5 ml mikroskumavky a znovu
prebehla centrifugacia (500 g, 4°C, 1 minata). Bolo odobratych 70 ul supernatantu, k peletu
HC bolo pridanych 500 ul PBS s 1% PTU a prebehla dalsia centrifugacia (500 g, 4°C, 1
minuta). Nasledne bolo 500 pl supernatantu odobratych do odpadu a k peletu bolo pridanych
70 ul PBS s 1% PTU. Prva verzia pripravy fixovaného preparatu (kvapka) bola pripravena
nanesenim 20 pl suspenzie HC do stredu podlozného skla bez nasledného rozteru. Druha
verzia fixovaného prepardtu (rozter) bol pripravena taktiez nanesenim 20 pul suspenzie HC
avsak na jednu stranu podlozného skla a pomocou druhého skla bol urobeny rozter. Nasledne
bola urobena fixacia kde boli pouzité dve varianty. Pomocou cistého metanolu (3 minuty)

alebo plamenom, pricCom bolo podlozné sklo za pomoci pinzety niekol’kokrat pretiahnuté
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ponad plamen. Podlozné sklo bolo opiat ponechané na vyschnutie, v pripade fixdcie
plameniom na vychladnutie pred farbenim.

Nativny preparat pre farbenie NC bol pripraveny v dvoch verzidch, a to bez premyvania
HL v PBS s 1% PTU a s premytim od balastnych latok. Pre verziu bez premyvania bola HL
v PBS s 1% PTU zriedend v pomere 1:1. Vzorky HL v PBS s 1% PTU boli zmiesané
s farbivom a prebehla inkubécia (5 mintt, 25°C). Verzia po precisteni bola pripravena
po odobrati 20 ul zo zmesi HL v PBS s 1% PTU s NC a zvy$ok zmesi bol zcentrifugovany
(500x g, 25°C, 1 minuta). Nasledne bolo odobranych 80 ul supernatantu a pridanych 80 pl
PBS. Na podlozné sklo bolo nanesenych 20 pl.

Fixovany preparat pre farbenie NC bol pripraveny v dvoch verziach. Na podlozné sklo
bolo nanesenych 20 pl a aj kvapka aj rozter boli ponechané pre uschnutie. Takto pripravené
skld boli ponechané na vyschnutie. Fixdcia prebehla metanolom v ¢asovom intervale

3 minuty a nasledne boli preparaty opat’ ponechané na vyschnutie pre farbenim.

3.2.3 Mikroskopické pozorovanie farbenych hemocytov

3.2.3.1 Giemsa farbenie

Giemsa (ROTH, Nemecko) je farbivo pouzivané pre fixované preparaty. Je zmesou kyslych
a bazickych farbiv, ktoré sa chovaji polychromaticky, v skale farieb od tmavofialovej
cez ruzovu po bledomodru, vzhl'adom na to aka Struktura ho absorbuje (Piaton et al., 2015).

Pre nativny preparat varianty 1 aj 2, farbeny pomocou farbiva Giemsa, boli pripravené
zmieSanim 10 pl zasobného roztoku Giemsy a 30 ul suspenzie HC/HL v PBS s 1% PTU.

Inkubécia nativneho prepardtu s farbivom prebiehala v rdmci optimalizdcie metody
v Casovych intervaloch 30, 40 a 60 minuit.

Pre farbenie bolo vybraté riedenie farbiva Giemsa v dH,O podla pokynov dvoch
vyrobcov. Riedenie komercného roztoku bolo teda realizované v pomere 1:20 (varianta 1)
podla ROTH a v pomere 1:9 (varianta 2) podl'a Sigma Aldrich.

Pre farbenie fixovanych preparatov boli rovnako pouzité spomenuté dve varianty
zriedenia farbiva Giemsa. Pomocou Pasteurovej pipety bolo k prepardtu nanesené farbivo
varianty 1 alebo varianty 2 tak aby bola uschnutd suspenzia pokryta.

Rovnako pre Cas inkubacie fixovanych prepardtov preparatu boli vybraté v ramci

optimalizacie tri Casové intervaly, konkrétne 30, 40 a 60 minait.
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Pouzité roztoky:

Giemsa farbivo — zdsobné roztoky riedené v pomere 1:9 a 1:20 v dH>0
3.2.3.2 Neutralna Cerven

Neutralna erveii (NC) (Sigma-Aldrich, Nemecko) je farbivo pouzivané pre farbenie Zivych
aj fixovanych preparatov, taktiez je mozné ho pouzit ako pH indikator (zmena farby
z Cervenej po zIth pri zvySovani zasaditosti roztoku). Pri farbeni Zivych buniek sa farbivo
viaze na lyzozomy a farbi ich na Cerveno (Ates et al., 2017).

Farbenie nativnych preparatov prebiehalo tak, ze pridanych 2,5 ul zasobného roztoku
o koncentracii 0,4 % NC k alikvétu HL v PBS s 1% PTU &i suspenzie HC do celkového
objemu 100 pl. Zmes bola jemne premieSana a inkubovand za tmy (5 mintt, 25°C).
Po uplynutom case inkubacie bola zmes opit’ jemne premieSana a na podlozné sklo, vopred
ocistené etanolom, bolo nanesenych 20 upl. Pozorovanie v BF prebehlo ihned’. ZvySok
neofarbenej zmesi (80 pul) bol pouzity pre verziu s precistenim od balastnych 1atok. Nédsledne
prebehla centrifugacia (500 g, 25°C, 1 mintta) a bolo odobraté 70 pl supernatantu. K peletu
bolo pridanych 80 ul PBS s 1% PTU a opét prebehla centrifugacia (500 g, 25°C, 1 minuta).
Znovu bolo odobraté 70 ul supernatantu a k peletu opat’ pridané 80 ul PBS s 1% PTU.
Pre pozorovanie v BF bolo na podlozné sklo odobratych 20 ul ofarbenej suspenzie HC.

Fixovany prepardat bol pripraveny rovnakym spOosobom ako farbenie Giemsou
(podkapitola 3.2.3.1) vdvoch variantich (kvapka, rozter). Pozorovanie fixovanych
preparatov HC po farbeni NC prebehlo v BF.

HC boli rovnako ako v pripade farbiva Giemsa pocitané pomocou Biirkerovej; komorky.
K vzorke o zriedeni 1:1 bolo pridanych 0,5 pl NC a k vzorke o zriedeni 1:5 bolo pridanych
2,5 ul NC. Inkubacia prebehla za tmy (25°C, 5 minut). Do priehlbiny v strede podlozného
skla bolo odobranych 20 pl vzorky a pozorovanie prebehlo v BF.

Pouzité roztoky:
Neutralna erveii: 40 mg NC, 10 ml dH,O
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3.2.3.3 Farbenie jadier hemocytov pomocou DAPI

4°,6-diamidino-2-fenylindol (DAPI) je fluorescencné farbivo, ktoré vytvara silné vézby
s regionmi DNA bohatymi na A-T vazby. Je vyuzivané napr. v cytogenetike pre farbenie
jadier (Wallberg et al., 2016).

Pre pripravu nativneho preparatu pre farbenie jadier HC pomocou DAPI bolo pouzita HL
v PBS s 1% PTU v pomere 1:5 o celkovom objeme 50 pl, ktora bola precistena na vrstve 60%
Percollu (500x g, 4°C, 30 mintt). Suspenzia HC bola najskor inkubovand s 1,25 ul NC v tme
(25°C, 5 minut). Z ofarbenej suspenzie HC bolo odobratych 20 pl na podlozné sklo, rovnako
aj do priehlbiny Biirkerovej komorky, bol pridany pracovny roztok DAPI v pomere 1 pl
farbiva na 100 ul suspenzie. Prebehla inkubacia v tme po dobu 3 mintt. Suspenzia bola
prikryta krycim sklickom a pozorovanie prebehlo pomocou fluorescencnej mikroskopie

a v BF (Olympus BX50 (Olympus Optical, Japonsko), hranol WD).

Pouzité roztoky:

Zasobny roztok DAPIL: ¢ =2,86 uM

Pracovny roztok DAPI (¢ = 1 pg/ml = 3,6 uM): 1,3 pul zasobného roztoku DAPI; 998,7 ul
PBS

3.2.4 Stanovenie zivotnosti hemocytov

3.2.4.1 Stanovenie Zivotnosti pomocou FDA

Fluoresceindiacetat (FDA) je zluCenina, ktora kedZe je nepolarna, prenikd membranou
buniek pricom u zivych buniek s aktivnym metabolizmom je premienany. Po vniknuti
do bunky je pomocou intraceluldrnych esteras FDA hydrolyzovany na fluorescein, ktory je
polarny, takze neprechadza bunkovou membranou. Akumuluje sa v bunke kde vytvéra
zeleni fluorescenciu, ktord je mozné detegovat a kvantifikovat fluorimetricky,
popr. pozorovat fluorescen¢nou mikroskopiou (Yokohama et al., 1997).

Pre pripravu nativneho preparatu pre znacenie zivych buniek pomocou FDA bola pouzita
HL v PBS s 1% PTU v pomere 1:5 o celkovom objeme 50 pl, ktora bola precistena na vrstve
60% Percollu (500x g, 4°C, 30 minut). Zo suspenzie HC bolo odobratych 20 ul na podlozné
sklo a inkubdcia prebehla v tme (25°C, 5 mintt) s 5 pl pracovného roztoku FDA. Suspenzia
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bola prikryta krycim sklickom a pozorovanie prebehlo pomocou fluorescencnej mikroskopie

a v BF (Olympus BX50 (Olympus Optical, Japonsko), hranol B).

Pouzité roztoky:
Zasobny roztok FDA: 5 mg FDA; 1 ml aceton
Pracovny roztok FDA: 0,3 ul zasobného roztoku FDA; 999,7 ul PBS

3.2.4.2 Stanovenie Zivotnosti dvojitym farbenim FDA/PI

Propium jodid (PI) je zlucenina, ktora naopak neprenika neporusenou membranou zivych
buniek ale prenika poruSenou membranou mrtvych alebo umierajicich buniek a tvori
cervenu fluorescenciu. Je to DNA a RNA farbivo, teda farbi nukleové kyseliny vnutri
mrtvych buniek aje casto vyuzivané v imunohistochémii, prietokovej cytometrii
a pri rozliSovani apoptozy a nekrozy buniek. Je to teda farbivo pre vizualizaciu mrtvych
buniek s porusenou bunkovou membranou (Yokohama et al., 1997).

Procedura, kde sa vyuziva PI v spojeni s FDA pre determinaciu zivotnosti buniek,
sa nazyva ako ,test dvojitého farbenia“. Zivé bunky pri pozorovani pod fluorescenénom
mikroskope svietia na zeleno pokym mftve bunky su ziarivo Cervené. V bunkovej kultire
a cytotoxickych studiach je dvojité farbenie s FDA/PI presna metoda pre rozliSenie zivych
a mrtvych buniek (Shi et al., 1995).

Pre pripravu nativneho preparatu pre dvojité farbenie bola pouzita HL v PBS s 1% PTU
v pomere 1:5 do celkového objemu 60 pl a v pomere 1:1 do celkového objemu 40 pl.
HL v PBS s 1% PTU v pomere 1:5 bola precistena na vrstve 60% Percollu. Suspenzia HC aj
HL v PBS s 1% PTU (1:1) boli v 0,5 ml mikroskamavke zmiesané s farbivom NC v pomere
1:4 (Nézsuspenzia HC/HL v PBS) a inkubdécia prebehla v tme (25°C, 5 miniit). Né4sledne bol
pripraveny prepardt pre dvojité farbenie FDA/PI v dvoch variantdch. Pre prvu variantu bolo
na podlozné sklo nanesenych 50 ul pracovného roztoku FDA/PI, pridanych bolo 20 ul
suspenzie HC/HL v PBS s 1% PTU. Inkubécia prebehla v tme v Casovom intervale
minimalne 3 mintty. Pre variantu 2 bolo na podlozné sklo odobratych 20 ul suspenzie
HC/HL v PBS s 1% PTU a pridanych 5 pul pracovného roztoku FDA/PI. Inkubacia v casovom
intervale 5 mindt prebehla v tme. Pozorovanie pre obe varianty bolo robené pomocou
fluorescencnej mikroskopie najskor pre FDA a v BF (Olympus BX50 (Olympus Optical,
Japonsko), hranol B (FDA) a G (P])).
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Pouzité roztoky:

Zasobny roztok FDA: 5 mg FDA; 1 ml aceton

Zasobny roztok PI: 10 mg PI; 1 ml PBS

Pracovny roztok FDA/PI (0,005 FDA mg/ml, 0,05 PI mg/ml): 3 pl zasobného roztoku FDA;
10 pl zasobného roztoku PI; 9987 ul PBS

3.2.4.3 Stanovenie zivotnosti pomocou Trypanovej modrej

Trypanova modra (TB) je negativne nabité vitdlne azofarbivo. Toto farbivo neprestupuje
bunkovou membranou zivych buniek (ich membrana je negativne nabita, takze ho
odpudzuje), takze zostanu neofarbené pricom mitve bunky s porusenou bunkovou
membranou toto farbivo absorbuji a su zafarbené na modro. Na rozdiel od PI nerozozndva
medzi nekrotickymi a apoptickymi bunkami. Je vhodné pre determinaciu celkovej zivotnosti
pozorovanych buniek v kulture pripadne pre vypocCet percenta umrtia buniek po cytotoxickej
stimuldcii (Crowley et al., 2016).

Pre pripravu nativneho preparatu pre Buirkerovu komorku bola pouzita HL v PBS s 1%
PTU v dvoch variantach, v pomere 1:5 do celkového objemu 50 pl (varianta 1) a v pomere
1:5 do celkového objemu 200 pl (varianta 2). Len varianta 2 bola precistena na vrstve 60%
Percollu (500x g, 4°C, 30 mintt). Nasledne bolo 20 pl suspenzie HC aj HL v PBS s 1% PTU
zmiesané v 1,5 ml mikroskimavke so zdsobnym roztokom TB o koncentricii 0,4 %,
v pomere 1:1. Bez inkubdcie, len po jemnom premieSani bolo do priehlbiny Biirkerovej
komorky nanesenych 20 upl. Pozorovanie a spocitanie zivych a mrtvych buniek prebehlo

v BF.

Pouzité roztoky:
Zasobny roztok TB (0,4 %): 40 mg TB; 10 ml PBS
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4 VYSLEDKY

Cielom experimentalnej Casti bakalarskej prace bolo zaviest a optimalizovat' rutinny
protokol izol4cie a purifikdcie hemocytov z hemolymfy dospelych vciel pripadne lariev
pre nasledné analyzy bunkovej imunity v¢iel. Nasledne bola praca zamerana na vytvorenie
protokolu pre mikroskopické pozorovanie hemocytov (HC) vritane farbiacich technik
pre zvySenie kontrastu hemocytov pri ich pozorovani v BF a d’alej pre stanovenie ich

Zivotnosti.

V rdmci optimalizdcie metdd a tvorby rutinného protokolu pre izoldciu a purifikdciu
hemocytov bol ako prvy rieSeny typ biologického materialu pre odber hemolymfy (HL)
zo zivého ¢1 mrtveho organizmu (dospely jedinec, larva) a rozne metddy pre jej purifikdciu
a pripadné zakoncentrovanie — na zdklade centrifugacnych technik, vratane centrifugacie
s vysokohustotnou litkou - roztokom Percollu, bezne pouzivaného k izoldcii buniek

¢1 organel (Horner et al., 2019).

Dalej bola praca zamerana na mikroskopické pozorovanie HC v BF & s vyuzitim DIC.
DIC je technika svetelnej mikroskopie, ktord funguje na zdklade rozdielneho indexu lomu
Gastic. Struktry s malym indexom lomu sa javia ako priehlbiny, naopak $truktiry s velkym
indexom lomu, mitochondrie ajadro, sa javia ako vyvySeniny. Vytvara teda vysoko
kontrastné az plastické zobrazenie zivych buniek a inych priehladnych ¢i nefarbenych
objektov. Vyhoda DIC oproti fazovému kontrastu je, Ze nevytvara rusivy halo efekt (Stender,
2019).

Najskor boli pozorované nativne prepardty odobranej HL v PBS s 1% PTU,
&i purifikovana suspenzia HC, rovnako v PBS s 1% PTU. Dalej boli vyuzité farbiace
techniky s NC a farbivom Giemsa, aby sa podporil kontrast pozorovaného preparitu. Pre
farbenie boli vyuzité nie len nativne ale taktiez aj fixované preparaty. Okrem toho prebiehala
aj uprava purifikdcie HC v nadviznosti na kvalitu ndsledne pripravovanych fixovanych

preparatov.

Pre zékladné charakteristiky HC, tj. ich Cistotu a intaktnost’ ¢i naopak popraskanie bolo
vyuzité ich pozorovanie svetelnou mikroskopiou. Pre stanovenie poctu HC bola pouzita
Burkerova komorka. Je to Specialne podlozné sklicko, ktoré ma v strede priehlbinu

a odtokovy zliabok v tvare H. Do priehlbiny sa pipetuje suspenzia buniek. Néslednym
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prikrytim pomocou S$pecialneho krycieho skla je roztok rovnomerne rozlozeny a vznikne
priestor o hibke 0,1 mm. V oblasti nad a pod priehlbinou sa nachadza , komorka“ zlozena z 9
vel'kych Stvorcov (al = 1 mm), kazdy z nich je rozdeleny dvojitymi Ciarami na skupinu 16
malych S§tvorcov (a2 =0,2 mm) a v ich rohoch st malé stvorceky (a3 = 0,05 mm) (Frébortova,
2008). Bolo vybratych nahodnych 5 Stvorcov z vrchnej a 5 Stvorcov zo spodnej mriezky.
Mikroskopické pozorovanie hemocytov bolo rovnako vyuzité pre stanovenie zivotnosti
pomocou fluorescencne; mikroskopie (AXIO Imager KM (ZEISS, Nemecko)) s vyuzitim
fluorescencnych sond, fluoresceindiacetatu (FDA), propium jodidu (PI) a d’alej farbiace;j

techniky vyuzivajticej Trypanovi modru (TB) s ndslednym pozorovanim vo svetelnom poli.

Pre vacsinu experimentov boli vyuzité zivé vCely zimnej generacie, konkrétne robotnice.
Pre pociatocny vyber vhodného biologického materialu boli vyuzité zamrazené vcely a ich

larvy z letnej generdcie (skladované pri - 60°C).

4.1 Optimalizicia izol4cie a purifikdcie hemocytov
4.1.1 Odber hemolymfy pre purifikdciu hemocytov

Prvym krokom pre izolaciu hemocytov je odber hemolymfy zo vciel, pripadne ich lariev.
Najskor bolo testované, ¢i je nutné pracovat len so zivym materialom, ¢i nie je mozné vyuzit’
¢o by uz zmrazeny material, ¢o by vzhladom na zimné obdobie poskytlo vyhodu
v neobmedzenosti dostupnosti vzoriek.

Uz pri samotnom odbere hemolymfy z rozmrazenych lariev podl'a protokolu (Hiroyasu et
al., 2018) bolo mozné pozorovat neidealnu konzistenciu biologického materialu. Larvy
po premyti a osuseni neboli kompaktné, nedrzali pevny tvar a prechadzali az do kasovitej
konzistencie a pri uchyteni larvy do pinzety dochadzalo k nechcenému poruseniu jej kutikuly,
ktoré interferovalo ndslednym odberom hemolymfy. Pri pokuse o porusenie kutikuly boli
v dosledku kaSovitej konzistencie porusené aj iné Struktury larvy a hemolymfa obsahovala
aj dalSie zlozky, ktoré ju znecistili. Praca s larvami bola teda nie len narocna z pohl'adu
manipuldcie s nimi, ale odoberand hemolymfa bola znecistena radom artefaktov.
Pri mikroskopickom pozorovani sa naviac ukéazalo, ze hemocyty v odobratej hemolymfe
v PBS s 1% PTU (zriedenie 1:10; 1:5) nie su intaktné, ale naopak popraskané (Obr. 3) —

zrejme v dosledku zmrazenia biologického materidlu. Z tychto doévodov bola prica
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so zmrazenym materidlom neidedlna a bolo nutné pokracovat experimenty so zivym

biologickym materidlom.

o

20.0 pm

Obrazok 3: HC pritomné v HL odobratej zo zmrazenych lariev (odber do PBS s PTU v pomere 1:10
(HL:PBY)), neprecistena HL. (BF, 600x).

Odber hemolymfy uzmrazenych dospelych robotnic bol menej komplikovany
v porovnani s odberom hemolymfy zmrazenych lariev. Struktira dospelych v&iel bola
omnoho kompaktnejsia. Hemolymfa bola v ramci optimaliza¢nych krokov odobrata do PBS
s 1% PTU a to v pomere 1:10 do finalneho objemu 100 pl a 1:5 do finalneho objemu 200 pl.
Z takto pripravenej hemolymfy boli nésledne pripravené nativne preparity, ktoré boli
pozorovane v BF. Ukazalo sa, ze integrita jednotlivych hemocytov bola poskodena (Obr. 4)
- bunky boli popraskané. Z tychto dovodov bude aj v pripade dospelych robotnic bude nutna

praca so zivym materialom.

35



Obréazok 4: HC pritomné v HL. odobratej zo zmrazenych dospelych robotnic (odber do PBS s PTU
v pomere 1:5 (HL:PBS)), neprecistena HL (BF, 600x).

Pri odbere HL dospelych zivych robotnic bola praca stazena len pohybom vciel, ktoré
boli pri vacSom pocte vCiel uspané na l'ade. Kvalita v podobe intaktnosti HC bola pri tejto
variante najlepSia (Obr. 5). Vzhl'adom k pritomnosti rady dalSich zloziek v HL v¢iel je

analyzu HC a ich procesov vhodné pracovat’ s purifikovanou frakciou HC

Obrazok 5: HC pritomné v HL odobraté zo zivych dospelych robotnic (odber do PBS s PTU v pomere
1:5 (HL:PBY)), neprecistena HL (BF, 600x).
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4.1.2 Spracovanie hemolymfy pre purifikdciu hemocytov

Hemolymfa hmyzu sa vSeobecne odobera do vhodného prostredia s obsahom latky
inhibujuce; humoralnu odpoved’, predovSetkym melanizacni kaskadu, ato pridavkom
inhibitoru fenoloxidasy (Zibaee et al., 2011). V tejto praci bola hemolymfa odoberand
do fosfitového pufru (PBS) o pH = 7,4 s obsahom 1% PTU. Parameter, ktory v tomto kroku
moéze byt vzhladom k ndslednym analyzam rozne optimalizovany, je v akom pomere
hemolymfu s PBS mieSat. Konkrétne boli skuSané podmienky riedenia hemolymfy v PBS
s 1% PTU v pomere 1:10 do celkového objemu 100 a 200 ul a v pomere 1:5 do celkového
objemu 100 a 200 pl. Rozdiel v testovanom finalnom mnozstve nariedenej hemolymfy bol
vzhladom kich vhodnosti pre dalsi krok purifikacie HC t. ich precistenie

a zakoncentrovanie na vrstve Percollu o vybranej koncentracii (Parrinello et al., 2020).

Ako prvé boli vykonané pilotné skusky vhodného zriedenia HL a to v pomere 1:10, HL
z 5 vciel (z jednej vcely bolo vzdy odoberané po 2 ul HL), a 1:5, hemolymfy z 10 v¢iel,
o celkovom objeme 100 ul. Pri zriedeni HL v PBS s 1% PTU v pomere 1:10, boli HC
v zornom poli mikroskopu vidite'né, avSak vzhl'adom k neprecistenej HL bol pozorovany aj

balastny obsah (Obr. 6).

7

50.0 ym

Obrazok 6: HC pritomné v HL odobratej zo zivych dospelych robotnic (odber do PBS s PTU
v pomere 1:10 (HL:PBS)) v 100 ul, neprecistena HL. (BF, 400x).
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Koncentrovanejsia vzorka (zriedenie HL v PBS s 1% PTU v pomere 1:5) poskytla podla
ocakavania vacsi vyskyt HC, avSak aj vacsi vyskyt balastu, ktory rusil mikroskopické

pozorovanie (Obr. 7).

20.0 ym N

Obrazok 7: HC pritomné v HL odobratej zo zivych dospelych robotnic (odber do PBS s PTU v
pomere 1:5 (HL:PBS)) v 100 pl, neprecistena HL (BF, 600x).

Pre purifikdciu HC pomocou centrifugicie s vysokohustotnou latkou (Percoll) bolo
najskor testované vhodné vychodiskové zriedenie HL v PBS s 1% PTU. Najskor prebehol
vyber vhodné zriedenia HL pricom bolo pouzité zriedenie HL v PBS s 1% PTU v pomere
1:10 a 1:5 o celkovom objeme 200 ul. Objem riedenej HL bol navySeny na 200 pl z dovodu
lepsej manipulacie so vzorkou po centrifugacii a lepsej viditel'nosti prstenca HC. Pre prvotnu
sktsobnu separaciu HC bola zvolend centrifugiacia HL v PBS na 60% roztoku Percollu.
Hlavnym rozhodujucim kritériom vyberu zriedenia HL v PBS s 1% PTU bola viditel'nost
prstenca (suspenzia s obsahom zahustenych HC). Pri zriedeni HL v PBS s 1% PTU v pomere
1:10 nebol prstenec vobec viditel'ny (za tychto podmienok bez prechadzajiceho farbenia),
kvoli comu bola nasledujuca praca znemoznena, pretoZze nebolo mozné urcit kde sa HC
nachddzaji a odkial’ ich odobrat. Naopak pri zriedeni HL v PBS s 1% PTU v pomere 1:5
bol prstenec uz dobre viditelny, vd'aka Comu sme mohli HC odobrat a pokracovat

v optimalizécii ich purifikdcie.
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Nésledne bol testovany vyber vhodnej koncentricie Percollu, na ktorého vrstve su
hemocyty pri centrifugacii zachytavané. Pre vSetky koncentracie roztoku Percollu (40 — 80 %)
bolo pouzité zriedenie HL v PBS s 1% PTU v pomere 1:5 o celkovom objeme 200 pl. Roztok
HL bol navrstveny krazivymi pohybmi na roztok Percollu o pozadovanej koncentracii
v pomere 1:7 (HL:Percoll) atakto pripravend zmes bola centrifugovand (500 g, 4°C,
30 minut). Pre ziskanie purifikovanej suspenzie hemocytov bolo pomocou automatickej
pipety odobratych 95 pl vrchného supernatantu (PBS bez obsahu buniek) do odpadu
a d’alSich 100 upl supernatantu (purifikovana suspenzia HC) bolo odobratych do 0,5 ml

mikroskimavky a uchovavanych na l'ade pre dalsiu pracu.

4.1.3 Purifikdcia a zakoncentrovanie hemocytov

4.1.3.1 Purifikdcia hemocytov na vrstve Percollu

Roztok Percollu je nastroj pre efektivnu hustotnu separaciu, pouzivany pre izolaciu buniek,
organel a virov. Je zlozeny z koloidnych castic oxidu kremicitého o priemere 15-30 nm, ktoré
su obalené v polyvinylpyrolidine. Jeho hlavnou vyhodou je nizky viskozita v porovnani
s alternativami, nizka osmolarita a ziadna toxicita vo¢i bunkam. Centrifugdcia na vrstve
Percollu je zalozena na principe rozdielnej hustote (hmotnosti) Castic (Maurer et al., 2022).
Po navrstveni roztoku HL na roztok Percollu a naslednej centrifugacii, Castice s vysSSou
hustotou (hmotnostou) klesnii na dno mikroskimavky pricom HC zostani nad vrstvou
Percollu a vytvoria vidite'ny prstenec. Purifikacia na roztoku Percollu bola robena po priamo

po odbere HL.

Pre purifikaciu hemocytov vyuzivajicej centrifugaciu na vrstve Percollu boli pri pilotnom
testovani metodiky purifikdcie HC vyuzita koncentracia 40 % a 60 %. Nasledne bolo robené
testovanie roznych koncentricii Percollu pre ndjdenie najoptimalnejSich podmienok
separdcie hemocytov. Medzi testované koncentracie Percollu patrili 40 %, 50 %, 60 %, 70 %,
80 % a ich tcinnost’ vzhl'adom k poc¢tu HC ich intaktnosti a viditeI'nosti bunkovej membrany

bola porovndvand mikroskopicky vo svetelnom poli.

Koncentricia Percollu 40 % bola zopakovand kvoli dobrym vysledkom v pilotnych
testovaniach. Vo svetelnom boli HC dobre wviditelné, s ostro ohrani¢enou bunkovou

membranou (Obr. 8).
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Obrazok 8: HC ziskané purifikatnym procesom na vrstve 40% Percollu — HL. bola pre purifikaciu
HC odobraté zo zivych dospelych robotnic (odber do PBS s PTU v pomere 1:5 (HL:PBS)) (BF, 600x).

Pri koncentracii Percollu 50 % neboli HC dobre viditelné aich pocet bol

porovnatelny so 40% roztokom Percollu (Obr. 9).

Obrazok 9: HC ziskané purifikatnym procesom na vrstve 50% Percollu — HL bola pre purifikaciu
HC odobraté zo zivych dospelych robotnic (odber do PBS s PTU v pomere 1:5 (HL:PBS)) (BF,
1000x).

Koncentracia Percollu 60 %, taktiez pouzita v pilotnych testoch, mala pri porovnani

s ostatnymi testovanymi koncentraciami Percollu poskytla najlepsie vysledky. HC boli dobre
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viditel'né, intaktné s ostro ohraniCenou bunkovou membranou (Obr. 10) Na vrstve takto
koncentrovaného Percollu bol prstenec so suspenziou hemocytov stabilnejsi a lepSie sa

odoberal, takze ziskany pocet HC bol podl'a pozorovania jednotlivych zornych poli vyssi.

/.

50.0 ym

Obrazok 10: HC ziskané purifikacnym procesom na vrstve 60% Percollu — HL bola pre purifikaciu
HC odobraté zo zivych dospelych robotnic (odber do PBS s PTU v pomere 1:5) (HL:PBS)) (BF,
400x).

Pri koncentracii Percollu 70 % sa vo vzorke nachadzal vel'mi maly vyskyt HC v porovnani
s ostatnymi koncentraciami roztoku Percollu, pricom sme ocakavali naopak vyssi vyskyt HC
pripadne aj inych castic. Sice je Percoll latka s nizkou osmolaritou je mozné, ze pri vysSich
koncentraciach by nejakym sposobom mohla hemocyty ovplyviiovat’. Purifikované HC vSak

neboli intaktné a naopak mali neostri bunkovi membrinu (Obr. 11).
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Obrazok 11: HC ziskané purifikaénym procesom na vrstve 70% Percollu — HL bola pre purifikaciu
HC odobraté zo zivych dospelych robotnic (odber do PBS s PTU v pomere 1:5 (HL:PBS)) (BF,
1000x).

Pri poslednej koncentracii Percollu 80 % sa objavili najvacsie problémy. Vyskyt HC
v porovnani s ostatnymi koncentraciami roztoku Percollu bol vel'mi nizky a objavil sa vyskyt
balastnych latok. Rovnako ako pri koncentracii Percollu 70 % bola tato koncentracia Percollu
pravdepodobne priliS vysoka. V pripade ndjdenia nejakych buniek, boli neintaktné,

popraskané, nekvalitné a vel'mi zle viditelné (Obr. 12).

Obrazok 12: HC ziskané purifikanym procesom na vrstve 60% Percollu — HL bola pre purifikaciu
HC odobraté zo zivych dospelych robotnic (odber do PBS s PTU v pomere 1:5 (HL:PBS)) (BF, 600x).
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4.1.3.2 Purifikicia hemocytov klasickou centrifugéciou

Pre tito variantu purifikacie bola HL. odoberana do ¢istého PBS a bol zvoleny iny spdsob
zabranenia melanizdcie HL, pridanim krystalikov PTU (Vasicek, 2009; Vacl, 2015).
Nésledne bola urobend centrifugécia pri 500x g, 4°C po dobu 5 minut. Tento postup bol
pouzity pre dve zriedenia HL v PBS, a to v pomere 30 pl roztoku HL ku 50 ul PBS (Obr. 13,
a) a v pomere 50 pl roztoku HL ku 50 ul PBS (Obr. 13, b). V oboch zriedeniach bolo v BF
zaznamenané velké mnozstvo necistot, balastného obsahu a nerozpustenych krystalikov

PTU (Obr. 13 a, b). Z tychto dovodov nebol tento postup purifikacie dalej pouzivany.

a) b)

Obrazok 13: Precistenie HL - krystaly PTU - a: zriedenie 30:50 (HL:PBS) (BF, 200x), b: zriedenie
50:50 (HL:PBS) (BF, 400x).

4.2 Farbenie hemocytov pre mikroskopické pozorovanie
4.2.1 Giemsa farbenie

Giemsa je farbivo nukleovych kyselin pouzivané v cytogenetike, pri histopatologickej
diagnostike aj pri tvorbe karyogramu. Je zmesou bazického farbiva methylovd modra
a kyslych farbiv eozin a Azure B. Je zaloZzené na Specifickosti pre fosfatové skupiny v DNA,
viaze sa na oblasti s vysokym obsahom vizieb thymin-adenin. Je to farbivo polychromatické,
o znamena, ze vytvara rozne sfarbenie v Skale od modrej cez ruzovu az tmavofialova
v zavislosti na Struktire a pH komponent bunky, ktora ho pohlti (pr. cytoplazma lymfocytov
— nebeskd modr4, cytoplazma monocytov — svetld modr4, jadro — tmavo modrd, trombocyty
— svetla ruzova, chromatin — magenta, erytrocyty — ruzova) (Piaton et al., 2015). Giemsa je
Casto pouzivana s Wrightovym farbivom kedy tvori tzv. Wright-Giemsa farbivo a sluzi pre
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diferencidlne farbenie pre rozoznanie r6znych typov buniek — v rade stadii zaoberajiicimi sa
imunitou hmyzu je toto farbenie pouzivané (Yu et al., 2016; Zhang & Zhang, 2021).

Po optimalizacii najvhodnejSej pripravy vzoriek HL ¢i suspenzie HC pre ich nasledné
analyzy bolo testované Giemsa farbenie pre zvySenie kontrastu HC pri mikroskopickom
pozorovani vo svetelnom poli. V ramci protokolu pre toto farbenie bolo potrebné vybrat
vhodné zriedenie farbiva Giemsa. Porovnanie prebiehalo s dvomi vybratymi variantami
od dvoch roznych vyrobcov (Sigma, ROTH). Pre Cas inkubacie bol ako pilotny vybraty
interval 40 minat. Nasledne len pre variantu zasobného roztoku 1:9 boli pouzité casy 30, 40
a 60 minut.

Ako prvé bolo testované zriedenie farbiva Giemsa 1:20 v PBS pre suspenziu HC, z ktore;]
bol pripraveny nativny preparit aj fixovany preparat. Ten bol pripraveny dvoma spdsobmi
(kvapka, rozter) — kvapka bol vytvorena nanesenim 20 ul suspenzie HC na podlozné sklo
a bolo takto ponechané pre uschnutie, naopak pri roztere bolo nanesenych 20 pl na podlozné
sklo a pomocou druhého skla bola suspenzia roztiahnuta po celej ploche skla. Cas inkubacie
bol v intervale 40 mindt. Pri mikroskopickom pozorovani nativneho preparatu v BF (Obr. 14)
bolo viditelné, ze HC neboli zafarbené, ¢o mohlo byt sposobené vysokym zriedenim
zasobného roztoku farbiva pripadne casovym intervalom inkubacie a neboli teda
vo svetelnom poli viditené. Pri pozorovani fixovanych preparatov boli HC plne ofarbené,

avsSak problém u oboch variant boli viditel'né praskliny, ktoré rusili pozorovanie (Obr. 14).
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Obrézok 14: Purifikovana suspenzia HC (odber HL do PBS s PTU v pomere 1:5) po farbeni Giemsa
(zriedenie farbiva 1:20) — fixovany preparit, rozter (BF, 1000x).

Nasledne bola sktSana druha varianta zriedenia farbiva Giemsa 1:9 v PBS, taktiez
pre purifikovani suspenziu HC, z ktorej bol opiat’ pripraveny nativny aj obe verzie
fixovaného preparatu. Ako je mozné vidiet’ ani pri menSom zriedeni zasobného roztoku
farbiva neboli v nativnom preparate pozorované ofarbené HC vo svetelnom poli (Obr. 15, a).
Z tohto dovodu bol vyuzity DIC — pre kontrolu pritomnosti hemocytov s nevyuzitim
farbiacej techniky, kde boli zaznamenané HC. DIC vyuziva index lomu Struktar pre ich
zviditelnenie a vytvori priehlbiny, pri nizkom indexe lomu a vyvySeniny pri vysokom indexe
lomu, napr. mitochondrie a jadro, je to zobrazenie pre nativne preparaty bez ofarbenia (Obr.
15, b). Giemsa je histologické farbivo, ktoré sa bezne pouziva v histochémii na fixované
preparaty (Kuchel et al., 2010; Bruno et al., 2022), tymto sme si overili, Ze na nativne
preparaty toto farbenie nie je vhodné. Taktiez boli pozorované fixované preparaty v dvoch
variantach, kde boli HC plne ofarbené s ostrym ohrani¢enim bunkovej membrany a s dobre
viditelnymi jadrami. Hlavny rozdiel v tychto dvoch variantich bol v nahusteni HC —
v kvapke bol pocet HC (Obr. 15, ¢) v zornom poli mikroskopu ovel'a vyssi ako pri variante
rozter, kde boli bunky rozptylené po celej ploche podlozného skla (Obr. 15, ¢, d). Aj ked’
z tohto dovodu bola varianta kvapka lepSou volbou, pokracovali sme v d’alSej praci

optimaliza¢nych krokov s obomi variantami.
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a) b)

Obrézok 15: Purifikovand suspenzia HC (odber HL do PBS s PTU v pomere 1:5) po farbeni Giemsa
(zriedenie farbiva 1:9) — a: nativny preparat (BF, 1000x); b: nativny preparat (DIC, 1000x).

c) d

Obrazok 16: Purifikovana suspenzia HC (odber HL do PBS s PTU v pomere 1:5) po farbeni Giemsa
(zriedenie farbiva 1:9) c: fixovany preparat — kvapka (BF, 1000x), d: fixovany preparat — rozter (BF,
1000x).

Pre d’alsi postup v ramci farbenia HC technikou Giemsa bolo vybraté zriedenie farbiva
Giemsa v pomere 1:9. Avsak aj pri tomto zriedeni rovnako ako pri zriedeni farbiva v pomere
1:20 boli pozorované ruSivé praskliny. Toto vznikalo pravdepodobne v dosledku
preCistovania HL na vrstve Percollu, ktory pravdepodobne zostal zostatkovou castou v HC
po purifikdcii HC a preto nebol v d’alSej praci pre farbenie hemocytov s vyuzitim Giemsa

farbiva pouzivany s purifikovanou suspenziou HC na vrstve Percollu.

Daldim aspektom, ktory by mohol ovplyvnif kvalitu pripravovanych fixovanych
preparatov vzhl'adom ku kvalite HC a pozadia roztoku HL v PBS je sposob ich pripravy, teda
46



fixacia preparatov plamenom ¢i metanolom. Pre tento pokus bolo pouzité zriedenie HL
v PBS s 1% PTU v pomere 1:1 aobe varianty fixovaného prepardtu (kvapka, rozter)
(Obr. 17). Pri mikroskopickom pozorovani bolo vizualne lepSie pozadie hemolymfy s HC
po fixdcii metanolom (Obr. 17, a, b), priCom pri fixacii plamenom sa vytvorilo vel'a rusivych
vzduchovych bublin (Obr. 17, ¢ d). Pri porovnani kvapkovej metédy a rozteru boli
z vizualneho hl'adiska obe vel'mi dobrej kvality, vzhl'adom k intaktnosti HC a Cistote pozadia
roztoku HL v PBS. Jediny rozdiel bol v nahusteni HC a pritomnosti balastnych latok, ktory
tu bol oCakavany vzhladom na to, Ze pre toto farbenie nie je mozné pouzit preparat
pripraveny z purifikovanej suspenzie HC . Pri kvapkovej metéde boli HC viac nahustené
v porovnani s rozterom, kde boli bunky rozptylené po celej ploche podlozného skla.
Pri tomto experimente neboli na pozadi pozorované, uz skor spominané, rusivé praskliny,
¢o potvrdilo, ze dovodom prasklin v predchadzajicom experimente bol roztok Percollu,
pouzity pre preCistenie HL v PBS. Pre nasledujucu pracu bolo ako najvhodnejsSie vybraté
fixovanie metanolom, pricom je mozné pouzit’ obe varianty pripravy fixovaného preparatu,

teda kvapku a rozter (Obr. 17, c, d).
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c) d

Obr 17: HC pritomné v HL (odber do PBS s PTU v pomere 1:5) po farbeni Giemsa (zriedenie farbiva
1:9) - fixacia - plamen, MeOH — zriedenie HL. (1:5) v PBS s PTU - a: kvapka, plamei; b: rozter,
plameni; ¢: kvapka, MeOH, d: rozter, MeOH, neprecistena HL. (BF, 1000x).

Dal§im kritériom, ktoré bolo nutné optimalizovat’ bola doba pdsobenia farbiva Giemsa.
Vybraté boli tri Casové intervaly, ktoré boli pouzité pre obe varianty fixovaného preparatu.
Po vyhodnoteni v BF boli po vizudlnej a kvalitativnej stranke najlepSie dva — kvapka 30
mindt arozter 60 mindt (Obr. 18). Na zdklade tychto vysledkov boli pre farbenie HC
technikou Giemsa findlne vybraté kvapka pri 30 minudtach (Obr. 18, a) arozter pri 60

minutach (Obr. 13, b).
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a) b)

Obr 18: HC pritomné v HL (odber do PBS s PTU v pomere 1:5) po farbeni Giemsa (zriedenie farbiva
1:9) - casové intervaly - a: kvapka, 30 miniit (BF, 1000x); b: rozter, 60 minit — neprecistena HL (BF,
1000x).
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Po finalnej optimalizacii protokolu pre farbenie HC Giemsou bol este raz tento postup
zopakovany pre precistent suspenziu HC, od ktorej sa v zaciatkoch optimalizacie tejto
farbiacej techniky na vcelie HC vzhl'adom k prasklinam na podloznom sklicku upustilo.
Farbivo Giemsa bolo pouzité v zriedeni 1:9 v dH20. Pokus bol urobeny pre dva najlepsie
vizudlne vyzerajice fixované prepardty — kvapka 30 mintt a rozter 60 mintt. Po uplynuti
doby inkubacie boli preparaty pozorované v BF, kde boli opat viditeI'né praskliny v pripade
rozteru a Supinky pri kvapkovej metode (Obr. 19).

—_—

a)

Obr 19: Purifikovana suspenzia HC (odber HL. do PBS s PTU v pomere 1:5) po farbeni Giemsa
(zriedenie farbiva 1:9) - nekompatibilita s roztokom Percollu (60 %) — a: fixovany preparat - kvapka
(BF, 400x), b: fixovany preparat — rozter (BF, 1000x).

Poslednym optimalizacnym krokom pri praci s farbivom Giemsa pre farbenie
purifikovanej suspenzie HC na vrstve Percollu bol eSte pokus o precistenie suspenzie HC
od roztoku Percollu, ktory méze byt zbytkovo v purifikovanej frakcii HC obsiahnuty.
Purifikacny proces HC bol urobeny za podmienok zriedenia HL. v PBS s 1% PTU v pomere
1:5 a60% roztoku Percollu. Po preCisteni od roztoku Percollu, pomocou dvojitej
centrifugacie (500x g, 1 min.), boli fixované preparaty opéat’ pozorované v BF. Opéat’ boli
pouzité dve vizualne najlepSie varianty fixovanych preparatov (kvapka 30 minut a rozter 60
mintt). Pozadie suspenzie HC na podloznom skle tychto preparatov uz neobsahovalo
praskliny v pripade rozteru ani Supiny v pripade kvapky, avsak stale bol pozorovany rusivy
Sum, ktory znemozioval dobri viditelnost HC vo svetelnom poli (Obr. 20). Z tohto
pozorovania vyplynul zaver, ze ani po pokuse o preCistenie vzorky od roztoku Percollu,

nebolo pozorovanie idedlne. Z tychto poznatkov bol vyvodeny zdver, ze roztok Percollu nie
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je kompatibilny anie je ho mozné pouzit pre purifikaciu HC s naslednym farbenim

fixovanych prepardtov pomocou farbiva Giemsa.

a) b)

Obrézok 20: Purifikovana suspenzia HC (odber HL do PBS s PTU v pomere 1:5) po farbeni Giemsa
(zriedenie farbiva 1:9) - nekompatibilita s roztokom Percollu (60 %) — a: fixovany preparat, kvapka,
b: fixovany prepardt, rozter (BF, 1000x).

4.2.2 Neutralna Cerven

Neutralna erveii (NC) je farbivo pouZivané pre farbenie Zivych buniek, taktieZ je mozné ho
pouzit’ ako pH indikator (zmena farby z Cervenej po zIt pri zvySovani zasaditosti roztoku).
Pri farbeni zivych buniek sa farbivo viaze na lyzozomy a farbi ich na Cerveno (Ates et al.,
2017). Rovnako sa da vyuzit’ pre rozliSenie buniek medzi zivymi a mrtvymi, pricom mrtve
bunky zostdvaji neofarbené (Gomez-Gutierrez et al., 2021).

Pre farbenie pomocou neutralnej Cervene bol pripraveny nativny preparat HL ¢i suspenzie
HC v dvoch variantdch, ato bez premyvania po farbeni NC a s premytim a taktiez boli
pripravené obe varianty fixovaného prepardtu (kvapka, rozter).

Ako prvy bol pripraveny nativny prepardt bez precistenia HL. Pre pilotné pozorovanie
bolo pouzité zriedenie HL v PBS s PTU v pomere 1:1. Pri mikroskopickom pozorovani v BF
bol viditel'ny vel’ky obsah balastu v pozorovanom preparate — vzhl'adom k typu vzorky, teda
neprecistene] HL (Obr. 21, a).

Zvysok HL v PBS s PTU (1:1) po jej farbeni bol pouzity pre premytie od nadbytku farbiva
pomocou viacndsobnej centrifugdcie (500x g, 1 min., 25°C). Prebehlo mikroskopické

pozorovanie v BF, pri ktorom bolo vidiet plne ofarbené HC s viditelnymi granulami
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vo vnitri a ostro ohrani€enou membranou. V priebehu premyvanie sa podarilo rovnako

odstranit’ Cast’ balastnych zloziek (Obr. 21, b).

/
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k..

a) b)

Obrazok 21: HC v HL po farbeni NC (odber HL do PBS s PTU v pomere 1:1) - nativny prepardt — a:
bez precistenia, b: po precisteni (BF, 1000x).

Nasledne bol este urobeny fixovany preparat v dvoch variantich (kvapka, rozter) a aj
pre tieto preparaty bolo pouzité zriedenie HL v PBS s 1% PTU v pomere 1:1 bez precCistenia
na Percolle. Boli zvolené dve doby schnutia fixovanej HL v PBS na podloznom skle
pred samotnym farbenim, a to hned’ po uschnuti (Obr. 21, a, ¢) a 10 minit po uschnuti
metanolu (Obr. 21, b, d). Nasledne po ubehnuti casového intervalu boli preparaty prevrstvené
farbivom NC a inkubované v tme pri 25°C po dobu 5 minit. Po uplynuti dasu inkubacie boli
preparaty opatrne oplichnuté dH»O. Po farbeni fixovaného prepardtu dochadzalo
k znacnému farbeniu pozadia preparatu a z tohto dévodu nie je tato metodika vhodna. Naviac
aby bola NC udrzana v lyzozomoch buniek bude potreba aby na membrane bol udrzany pH
gradient, ktory farbivo nevypusti z bunky von, teda aby boli bunky zivé a nie usmrtené
v rdmci pripravy fixovaného prepardtu (Gomez-Gutierrez et al., 2021). Z tohto bol vyvodeny
zaver, ze NC nie je kompatibilna s fixovanymi prepardtmi a je preferované jej vyuzitie

pre nativne preparaty.
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c) d)

Obrazok 22: HC v HL po farbeni NC (odber HL do PBS s PTU v pomere 1:1) — fixovany preparat,
rozter — a: kvapka, hned’ po uschnuti; b: kvapka, 10 minut po uschnuti; c¢: rozter, hned’ po uschnuti;
d: rozter, 10 mintt po uschnuti (BF, 1000x).

Jednym z dévodov preco bolo testované farbenie hemocytov NC bolo ulahéenie
vizualizacie hemocytov pre stanovenie ich poctu pomocou Biirkerovej komorky. Porovnanie
prebehlo medzi zriedenim HL v PBS s 1% PTU v pomere 1:1 (vzorka 1) (Obr. 23)
a purifikovanou suspenziou HC (vzorka 2) (Obr. 24) o celkovom objeme 200 pl.
Mikroskopické pozorovanie nativnych prepardtov oboch vzoriek na Biirkerovej komorke
prebehlo v BF.

Vo vzorke ¢islo 1 bol pri mikroskopickom pozorovany zaznamenany balastny obsah,
¢o bolo ocakavané vzhl'adom na neprecistenie HL. Z pozorovania boli rozoznateI'né€ ofarbené

zivé hemocyty aj neofarbené mrtve hemocyty, aj ked’ mikroskop vysledky vel'mi skresl'oval.
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Podl'a hodnot (Tab. 1) bol celkovy pocet buniek 65, z Coho bolo17 Zivych a 48 mrtvych HC.
Obsah buniek v 1 mm?® (x) bol 1625. Percentualny podiel Zivych buniek bol 26, 2 %,

¢o nie je ani jedna tretina celkového poCtu buniek.

///

100 pm

Obrézok 23: HC v HL po farbeni NC (odber HL do PBS s PTU v pomere 1:1) - Biirkerova komérka
(BF, 200x) — ¢ierna Sipka: zivé bunky, cervena Sipka: mrtve bunky.

Vo vzorke ¢islo 2 bol zaznamenany balastny obsah len ojedinele, vzhladom na to,
ze sa pracovalo s purifikovanou suspenziou HC. Pri mikroskopickom pozorovani boli dobre
rozoznatelné zivé (ofarbené) aj mrtve (neofarbené) HC. Podla vysledkov (Tab. 1) bol
celkovy pocet buniek 98, z ¢oho bolo 68 Zivych a 30 mftvych HC. Obsah buniek v 1 mm? (x)

bol 2450, ¢o je viac ako dvojnasobok HC vo vzorke Cislo 1, ktora precistena nebola.

Toto porovnanie naznacuje, ze pri centrifugdcii na vrstve Percollu si bunky celkovo
(aj z1vé aj mrtve) zakoncentrované do frakcie prstenca HC. Percentualny podiel zivych
buniek vo vzorke bol 69,4 %, ktory je taktieZ viac ako dvojnasobne vyssi nez vo vzorke 1.
Tento vysledok taktiez naznaCuje, ze purifikacia s roztokom Percollu napomdha

zakoncetrovaniu hlavne zivych HC do frakcie prstenca HC.
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Obrazok 24: Purifikovana suspenzia HC (odber HL do PBS s PTU v pomere 1:5) po farbeni NC —
Biirkerova komorka (BF, 100x) — ¢ierna Sipka: zivé bunky; ¢ervena Sipka: mrtve bunky.

Tabulka 1: Hodnoty celkového poctu buniek, poctu zivych HC, poctu mrtvych HC, x
a percentualneho podielu zivych buniek pre HL v PBS s PTU v pomere 1:1 (vzorka 1)
a pre purifikovani suspenziu HC (vzorka 2).

. Celkovy  Pocet Pocet 0/ wio s
. Cislo y . , X Yo zivych
Farbenie sork Percoll pocet zivych  mrtvych (1 3 buniek
vZorey buniek  buniek  buniek mm ume
NC 1 nie 65 17 48 1625 26,2
2 ano 98 68 30 2450 69,4

4.2.3 Farbenie jadier HC fluorescen¢nou sondou DAPI

Pre jednoduchsiu identifikaciu buniek bol zvoleny d’alsi postup ich vizualizacie, tentokrat
farbenim jadier pomocou fluorescencnej sondy 4',6-diamidino-2-fenylindol (DAPI), ktora
vytvéara modré sfarbenie pri vizbe na adenin-thymin regiény v DNA (Wallberg et al., 2016).
Bola pouzita purifikovana suspenzia HC, ktora bola najskor inkubovana s NC v tme (5 min.,
25°C). Samotné farbenie DAPI prebehlo bez inkubdcie a v pomere 1:1 (HL:DAPI)
v mikroskimavke. Pre zobrazenie HC bolo vyuzité pozorovanie v BF a taktiez pomocou
fluorescencnej mikroskopie na hranole WD pri expozicii 1/20 pre nativny preparat (Obr. 25)
aj pre prepardt na Biirkerovej komorke za ucelom l'ahSieho urenia poctu hemocytov —

vzhl'adom na nizky kontrast hemocytov za podmienok ich pozorovania v BF (Obr. 26).
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a) b)

Obr 25: Purifikovand suspenzia HC po farbeni DAPI (odber HL do PBS s PTU v pomere 1:5) —
nativny preparat — a: BF, b: DAPI (BF, DAPI, 600x, exp. 1/20).

Toto farbenie bolo teda rovnako otestované pre potenciondlne pouzitie pre stanovenie
celkového poctu buniek vo vzorke s vyuzitim Biirkerovej komorky (Obr. 26).

200 um

a) b)

Obr 26: Purifikovand suspenzia HC po farbeni DAPI (odber HL. do PBS s PTU v pomere 1:5) —
nativny preparat — a: BF, b: DAPI (BF, DAPI, 200x, exp. 1/20).

4.3 Stanovenie zivotnosti hemocytov

Pre mikroskopické stanovenie zivotnosti HC boli vybrané dve fluorescencné sondy (FDA,
PI) a jedno farbivo (TB).
Propium jodid (PI) je sonda a Trypanovd modra (TB) farbivo, ktoré farbia mrtve bunky

s porusenou bunkovou membranou. PI prenika do buniek a viaze sa na DNA v jadre bunky,
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kde vytvara Cervenu fluorescenciu (Yokohama et al., 1997). TB je naopak zo zivych buniek
aktivne transportovand cez bunkovi membrinu, ztohto dovodu po zmiesSani bunkovej
suspenzie s TB zostavaju zivé bunky svetlé, pokym mftve sa ofarbia na modro. (Crowley et
al., 2016).

Fluoresceindiacetat (FDA) ako jediné z nich farbi zivé bunky s neporusenou membranou
a aktivnym metabolizmom. Casto sa pouZiva v ,teste dvojitého farbenia®, kde sa pouziva
FDA spolu s PI pre rozliSenie zivych a mrtvych buniek v rovnakej suspenzii buniek (Shi et
al., 1995).

Mikroskopickym pozorovanim bolo urobené porovnanie zivotnosti HC v BF (pre TB)

a fluorescenc¢nou mikroskopiou (pre FDA a PI).
4.3.2 Stanovenie zivotnosti HC pomocou dvojitého farbenia FDA/PI

Test dvojitého ,,farbenia“ (FDA/PI) pre stanovenie zivotnosti hemocytov bol taktiez pouzity
pre purifikovanii suspenziu hemocytov, ktord bola najskér inkubovand s NC v tme (25°C,
5 minut) pre zviditel'nenie prstenca frakcie HC. Pre pripravu prepardtov boli urobené dve
varianty, pre prvu bolo na podlozné sklo nanesenych 50 ul FDA/PI a pridanych 20 ul
suspenzie HC, pre druhu bolo na podlozné sklo nanesenych 20 pl suspenzie HC a pridanych
bolo 5 ul FDA/PL Inkubacia prebehla v tme po dobu minimdlne 3 mintty. Nasledne bola
suspenzia prikryta krycim sklickom a pozorovand v BF a fluorescencnym mikroskopom
(Obr. 25), najskor pre FDA (hranol B — exp. 1/130), ktoré sa skor vysvecuje a ndsledne
pre PI (hranol G —exp. 1/50).

Ako je mozné vidiet na obrazkoch takmer vSetky HC boli mrtve. To by mohlo suvisiet
s bunkovou membranou hemocytov, v studii z roku 2003, boli robené testy s PI a ukdzalo sa,
ze oenocytoidy aj ked’ nemali poruSeni membranu pohltili PI a svietili na Cerveno z ¢oho
vyvodili zaver, ze oenocytoidy maju vel'mi krehkit membranu, ktorou je PI schopné prestipit
(Ling et al., 2003). V ramci optimalizacnych krokov preto bola d’alej vybrata len varianta

jednodruhového farbenia, konkrétne so sondou pre zivé bunky, teda FDA.
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a)

Obr 27: Purifikovand suspenzia HC po farbeni FDA/PI (odber HL do PBS s PTU v pomere 1:5) -
nativny prepardt - a: BF, farbenie NC, b: sonda FDA, c: sonda PI (BF, hranol B, hranol G, 600x).

4.3.3 Stanovenie zivotnosti HC pomocou FDA

Pouzitie fluorescencnej sondy FDA bolo robené pre Cerstvo odobratat HL v PBS s 1% PTU
v pomere 1:5 bez precCistenia. Po inkubacii bol preparat pozorovany v BF a fluorescencnou
mikroskopiou (Obr. 26) (hranol B — exp. 1/130). Pri tomto farbeni bolo vidiet takmer len
zivé HC ¢o nam potvrdilo teoriu, ze PI zreyme prestupuje rovnako cez membrany zivych
hemocytov a interferuje tak s danym stanovenim.

7~
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a) . b)

Obr 28: Purifikovana suspenzia HC po farbeni FDA (odber HL. do PBS s PTU v pomere 1:5) -
nativny preparat - a: BF, b: sonda FDA (BF, hranol B, 400x, exp. 1/130).

4.3.4 Stanovenie zivotnosti HC pomocou Trypanovej modrej

Z purifikovanej suspenzie HC bolo najskor odobratych 95 ul vrchnej frakcie supernatantu
(HC-95) a nasledne 100 pl frakcie prstenca HC (HC-100). Cielom experimentu bolo zistit’,
aké percento zivych HC sa po centrifugacii nachadza vo frakcii HC-100, pripadne kolko

zivych HC sa straca vo frakcii HC-95, ktory normalne nie je vyuZzivany pre pozorovanie.
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Farbenie pomocou TB bolo urobené v triplikite pre HL v PBS s PTU v pomere 1:5
bez precistenia a rovnako aj pre HL v PBS s PTU v pomere 1:5 s precistenim na 60% Percolle
za ucelom porovnanie uspesnosti zavedeného protokolu pre purifikaciu hemocytov zo vcelej
hemolymfy.

Ako prvé bol pripraveny nativny prepardt pre HL v PBS s PTU v pomere 1:5.
Bez inkubécie bolo do priehlbiny v strede Biirkerovej komorky nanesenych 20 pl vzorky
a prikrytych pomocou krycieho sklicka. Pozorovanie a nasledné pocitanie zivych a mrtvych
HC vo vzorke prebehlo v BF (Obr. 29).

Pri mikroskopickom pozorovani farbenych HC na Biirkerovej komoérke v BF bol
z vizualneho hladiska pritomny balastny obsah, ktory bol ocakavany vzhladom
na neprecistenie HL (Obr. 29). Farbenie TB bolo robené v triplikéte, teda boli pripravené tri
vzorky.

Pre vzorky 1, 2 a3 (vz. 1-3, neprecistena HL) (Tab. 2) bol spocitany celkovy pocet
hemocytov, podet zivych a mftvych buniek, dalej obsah hemocytov v 1 mm?® ¢o odpoveda
1 ul vzorky (x) podl'a vzorca a nasledne priemerny pocet zivych buniek a ich percentudlny
obsah z celkového priemerného poétu hemocytov. Hodnota obsahu HC v 1 mm?® (Tab. 2),
bola pre vzorku 1112 buniek, pre vzorku 2 bola 925 buniek a pre vzorku 3 bola 825 buniek,
priemerny podet HC v 1mm?® bol 954 buniek. Podla d’alsich &iselnych vysledkov je mozné
vidiet, ze hodnoty priemerného poctu zivych HC (27) v porovnani s hodnotami priemeru
celkového poctu HC (65), ako aj ich priemerny percentualny obsah (41,8 %) su mensie
ako polovica. Je mozné, ze nebolo so vzorkami spravne zaobchadzané a z toho dovodu sme

dostali takyto vysledok.
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Obr 29: HC v HL po farbeni TB (odber HL do PBS s PTU v pomere 1:5) - Biirkerova komorka -
nativny preparat — ¢ierna Sipka, zivy HC; ¢ervena Sipka, mrtvy HC; neprecistena HL (BF, 200x).

Tabul’ka 2: Hodnoty celkového poctu zivych buniek, celkového po¢tu mrtvych buniek, priemerného
celkového poctu HC, x, priemerného poctu zivych HC a percentualny podiel zivych HC vo vzorkach
pre HC v HL po farbeni TB (odber HL v PBS s PTU v pomere 1:5), neprecistena HL.

Cela vzorka

Pri .
Celkovy Celkovy . e %
Farbivo Vzorka Percoll pocet pocet riemer Pos zivych
. , celkového 3 zivych
zivych  miftvych stu HC [1 mm°] HC HC
buniek  buniek P°
1 36 53 1112
TB 2 nie 31 43 65 925 27 41,8
3 15 18 825

Nésledne bol pripraveny nativny preparat z purifikovanej suspenzie HC.
Po purifikacii na vrstve Percollu bolo zo vzorky odobratych 95 pl suspenzie HC (HC-95)
a nasledne 100 pl frakcie prstenca HC (HC-100). Rovnako bez inkubdcie bolo do priehlbiny
na Birkerovej komorke nanesenych 20 ul vzorky a prikrytych pomocou krycieho sklicka.
Pozorovanie a nasledné pocitanie zivych a mrtvych HC vo vzorke prebehlo v BF. Farbenie
TB bolo pre purifikovanu suspenziu HC rovnako urobené v triplikdte, teda boli pripravené
tri vzorky (4, 5, 6).
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Mikroskopickym pozorovanim v BF na Biirkerovej komdrke bol vo vzorke viditelny
balastny obsah, ¢o mohlo byt sposobené pravdepodobne odberom suspenzie HC z vrchnej
frakcie supernatantu kde sa balast mohol zachytit. Podl'a vysledkov (Tab.2), pri porovnani
priemerného percentualneho obsahu zivych HC u vzoriek bez precistenia na vrstve Percollu
(vz. 1, 2, 3), 41,8 %, a u vzoriek precistenej suspenzie HC-100 (Tab. 3) (vz. 4b, 5b, 6b),
89,6 %, je pravdepodobné, ze HC st nejakym sposobom vo vzorkach 1, 2 a 3 poskodzované
- z dovodu nespravnej manipuldcie so vzorkou a z toho doévodu sa v nich nachadza mensi

podiel zivych HC. Vo vzorkach s neprecistenou HL bola ocakavana najvicsia zivotnost HC.

Mikroskopické pozorovanie najskor prebehlo pre frakciu HC-95 (Obr. 30) a ndsledne
HC-100 (Obr. 29) v BF. Pri porovnani vysledkov (Tab. 3) hlavne celkového priemerného
po&tu HC, pre HC-95 je 57 buniek, pre HC-100 bol 32 buniek. Dalej porovnanie priemerného
percentudlneho obsahu HC, pre HC-95 bol 51,5 %, pre HC-100 bol 89,6 %. Z Ciselnych
hodnot je zretelné, ze vyssi podiel zivych HC obsahuje frakcia HC-100. Je teda
pravdepodobné, ze vplyvom centrifugacie na vrstve Percollu bola vac¢sina zivych HC
zakoncentrovand do HC-100, frakcie prstenca HC. Naviac pri porovnani percentudlneho
podielu zivych HC vo vzorkach bez precistenia, 41,8 % (Tab. 2) a s preCistenim v prstenci
HC-100, 89,6 % (Tab. 3) je zretel'né, Ze vplyvom purifikacie na vrstve Percollu bola vacsSina
zivych HC zakoncentrovana vo vzorkach 4, 5, 6 a to konkrétne vo frakcii HC-100 (Tab.3).
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Obr 30: Purifikovand suspenzia HC (HC-95) po farbeni TB (odber HL. do PBS s PTU v pomere 1:5)
- Biirkerova komdrka - nativny preparat — Cierna Sipka: zivé bunky; Cervena Sipka - mrtve bunky (BF,
200x).

Obr 31: Purifikovand suspenzia HC (HC-100) po farbeni TB (odber HL do PBS s PTU v pomere 1:5)
- Biirkerova komorka - nativny preparat — Cierna Sipka: zivé bunky; cervena Sipka: mrtve bunky (BF,
200x).
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Tabul’ka 3: Hodnoty celkového poctu zivych buniek, celkového po¢tu mrtvych buniek, priemerného
celkového poctu HC, x, priemerného poctu zivych HC a percentualny podiel zivych HC vo vzorkach
pre precistenu suspenziu HC po farbeni TB (odber HL v PBS s PTU v pomere 1:5), frakcia HC-95
a HC-100.

Celkovy Celkovy Celkovy Priemerny

. > > ! %
Farbivo Cislo Oznacenie VPO(,:et ppcet poc“:ety Vpoc,:et zivych
vzorky ZlV}{Ch mrtvych HC zivych HC
buniek  buniek HC
4a 41 35
Sa HC-95 14 14 57 29 51,5
6a 33 28
B 4b 26 1
5b HC-100 23 5 32 28 89,6
6b 37 4
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5 ZAVER

Bakalarska prdca je primdrne zamerand na problematiku hemocytov v rdmci bunkove]
imunity vCely medonosnej, procesov, ktoré vykonavaja a moznych technik ich pozorovania
a Studia. Na zaciatku boli uvedené vseobecné poznatky o imunite hmyzu a nésledne
konkrétne o bunkovej imunite so zameranim na v¢éelu medonosnu. Potom nasledovala cast’
venovand zdkladnym charakteristikim hemocytov, ich funkcii a vyznamu pre hmyz a neskor
konkrétne ich funkcie pre Apis mellifera. Na konci teoretickej Casti boli taktiez zahrnuté

metddy ako je mozné hemocyty Studovat’.

Experimentalna Cast bola venovana hlavne optimalizacii podmienok pre izolaciu
a purifikdciu hemocytov z hemolymfy vciel vritane optimalizdcie protokolu pre ich
mikroskopické pozorovanie vo svetelnom poli (vratane farbiacich technik a stanovenie poctu
hemocytov v hemolymfe/purifikovanej suspenzii hemocytov) a stanovenie ich Zivotnosti
pomocou farbiacich technik a fluorescencnych sond. Bolo dosiahnuté tychto dielCich

vysledkov:
V rdmci optimalizdcie rutinného protokolu pre izol4ciu a purifikdciu hemocytov:

1. Bolo urobené porovnanie Cistoty a intaktnosti hemocytov v hemolymfe odobrate;

z mrtveho a zo zivého biologického materialu (u lariev a dospelych robotnic)
— Intaktnost’ hemocytov aj Cistota vzorky bola u zivého materialu podstatne lepsia.

2. Bola urobenda optimalizicia izolacie hemolymfy do fosfitového pufru (PBS)
s obsahom inhibitoru fenoloxidasy fenylthiomocCovinou (PTU) pre ndslednui

purifikédciu na vrstve vysokohustotnej latky (Percoll)

— Pri mikroskopickom pozorovani bola vizudlna strdnka aj intaktnost hemocytov

najlepsia pri zriedeni hemolymfy v PBS a 1% PTU v pomere 1:5.
3. Pre purifikdciu hemocytov boli testované rozne koncentracie roztoku Percollu

— Z mikroskopického pozorovania po purifikacii hemocytov vyplyva, ze vzhl'adom
k ziskanému poctu hemocytov a ich intaktnosti bol najvhodnejsi roztok Percollu

o koncentracii 60 %.

Taktiez bola urobena optimalizacia protokolu pre farbiace techniky:
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Bola urobend optimalizécia protokolu pre farbiacu techniku Giemsa

Vzhl'adom k nutnosti pouzit’ fixované preparaty je nutné v dosledku interferencie
zostatkového Percollu z purifikacie hemocytov, pouzivat pre tuto techniku
neprecistent hemolymfu, osvedcCilo sa jej zriedenie v pomere 1:5 v PBS s 1% PTU

do celkového objemu 200 ul;

Pre najlepSiu vizualizaciu hemocytov je vhodné pouzitie zriedenia zdsobného

roztoku farbiva Giemsa v dH20 v pomere 1:9;
Farbenie Giemsa nie je vhodné pouzivat pre nativne preparaty;

Ako verzie fixovaného preparatu je mozné vyuzit nanesenie vzorky v podobe

kvapky aj techniku rozteru;
Fix4ciu prepardtu pre nasledné farbenie Giemsa je vhodné robit’ pomocou metanolu;

Doba inkubécie s farbivom je pre verziu fixovaného prepardtu naneseného v podobe

kvapky vhodnd v dizke 30 minut a pre verziu rozter v &asovom intervale 60 miniit.

Bolo urobené mikroskopické pozorovanie hemocytov s vyuzitim Neutralnej Cervene
pre zvySenie ich kontrastu vo svetelnom poli (ide vyuzit' aj pre rozliSenie zivych
a mrtvych buniek) a fluorescencnej sondy DAPI pre vypocet celkového poctu

hemocytov vo vzorke
Farbenie Neutrdlnou Cervenou nie je vhodné pouzivat pre fixované preparaty;
Pre tito techniku farbenia je vhodné hemolymfu purifikovat na vrstve Percollu;

Pre dosiahnutie lepSieho vysledku je vhodné po farbeni Neutralnou cCervenou
hemolymfu/suspenziu hemocytov premyt od nadbytku farbiva (pomocou klasicke;

centrifugécie).

. S vyuzitim farbiacich technik a fluorescencnych sond bolo urobené stanovenie

zivotnosti hemocytov

Pouzitie ,.testu dvojitého farbenia® (FDA/PI) nie je pre hemocyty vhodné, pretoze
morfologické charakteristiky niektorych typov hemocytov skresl'uji vysledky

(priepustnost’ PI cez bunkovii membranu aj zivych buniek);
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— Pre précu s fluorescencnou sondou FDA za ucelom stanovenia zivotnosti hemocytov
je vhodné pracovat’ so suspenziou hemocytov bez vyuzitia d’alSej farbiacej techniky,

napr. za iCelom zvysenia kontrastu hemocytov;

— Technikou Trypanovej modrej bola potvrdena vyhoda purifikicie s vyuzitim
Percollu — centrifugéciou dochddza k zakoncetrovaniu zivych hemocytov v podobe

prstenca a vrstve Percollu.

- Téato bakaldrska praca tak prispela k optimalizacii metodik pre purifikdciu hemocytov, ich
mikroskopickej analyzy, vratane zhodnotenia ich zivotnosti, ¢o vyznamne pomdze ich dalSiemu

Studiu v ramci bunkovej imunity vciel.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

AmP antimikrobidlne peptidy

BF svetelné pole (z angl. bright field)

DAPI 4°,6-diamidino-2-fenylindol

dH20 deionizovand voda

DIC Nomarského diferenciacny interferenény kontrast ( z angl. differential
interference contrast)

Dome bunkovy receptor ,,Domeless*

DOPA 3,4-dihydroxyfenylalanin

DSCAM molekuly pril'navé k bunkdm Downovho syndrému

exp. expozicia

FDA fluoresceindiacetat

FREP proteiny pribuzné fibrinogénu

Gem Glial cells missing

Gem?2 Glial cells missing 2

HC hemocyt

HC-100 frakcia hemocytov o objeme 100ul

HC-95 frakcia hemocytov o objeme 95 pl

HL hemolymfa

ITF nepriama imunofluorescencia

Imd Imunitna deficiencia

IMP myo-inositol monophosphatasa (insulin-like growth factor 2 (IGF2))

JAK/STAT  Janus kinasa/signal transducer and activation of transkription
JKN kinasa ,,Hopscotch*

LOX lipogenasa

LPA kyselina lipoteichoova

LRR proteiny s doménami bohatymi na leucin
MAb monoklondlna protildtka

MAMP molekuldrne vzory asociované s mikrobami
NC neutralna Cerven

PAMP molekuldrne vzory asociované s patogénmi
PBS fosfatovy pufor

79



PG

PGRP
PGRP-LC
PGRP-LE
PI

PIAS
PPO

PRR

PTU
Ras-MAPK
drdha
RGD
RNAIi
SOCS

SP

SPE

Spz

SR-C

TB

TEM
TLR

Tot

Upd

ul

prostaglandiny

proteiny rozpozndvajice peptidoglykany
receptor rozpozndvajuci peptidoglykany LC
receptor rozpozndvajuci peptidoglykdny LE
Propium jodid

inhibitor proteinov aktivovanej STAT
pro-fenooxidasova kaskdda

receptory rozpozndvajice vzory

fenylthiomoCovina

MAPK: proteinové kinasy aktivované mitogénom
Arg-Gly-Arg sekvencia

RNA interferencia

supresor cytokinovej signalizdcie
serinové proteasy
spétzle-processing enzzyme

spitzle

receptor Class S Scavenger
Trypanova modra

transmisnd elektronova mikroskopia
receptory podobné Toll

Turandot

cytokin ,,Unpaired*

mikroliter
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