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Véela medonosnd je eusocidlni druh, jehoz existence je
zcela zavisld na vzijemné kooperaci vSech jedincii
spole€enstva. Spoluprace a soudrznost celé¢ kolonie je
zalozena zejména na feromonalni komunikaci a
komunikaci  zprostfedkované odoranty nebo tzv.
semiochemikaliemi, latkami jez jsou nositeli informace.
Odoranty jsou hydrofobni latky a k tomu, aby mohly byt
tyto latky doruceny k cilovym ¢ichovym neurontim, jSou
zapotiebi odorant vazebné protein (OBP) nebo podobné
chemosenzorické proteiny (CSP), nazev OBP vyplyva z
role pti pachové komunikaci (olfakce). V poslednich
letech vSak vyzkumy naznacuji, Ze tyto proteiny hraji
dalezitou roli nejen pii olfakci ale také jako molekulové
transportéry a kooperuji s imunitnim systémem i CNS.
Mnoha onemocnéni, at’ uz bakterialni, virova C¢i
infestace roztoci, ovliviluji expresi téchto proteind a tim
narusuji integritu hmyzich spoleCenstev. Vysledky této
prace potvrzuji vliv varrodzy na expresi vybranych OBP.
Meéteni genové exprese OBP probéhlo na urovni izolace
MRNA z celych tél véel s naslednou RT-qPCR.
Zvysledki méfeni genové exprese oveétenych
statistickym vypoctem t-testu bylo zjisténo, ze v silné
infestovanych vcelstvech byla signifikantné¢ zvySena
exprese Obp3, Obpl4, Obpl7 a Obp2l v porovnani

s kontrolni skupinou.
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Studium OBP pfinasi stale nové poznatky o vyznamu
téchto  proteini v pochopeni  biochemickych a
fyziologickych procesti véely medonosné, jejiz ¢innost je
celosvétoveé vyznamna pro hospodafstvi.

Tato  prace  vzadném  pifipadé nevyCerpava
problematiku OBP. Smyslem této prace je navazat na
piredchozi studie spojené sOBP a iniciovat dalsi
vyzkumnou ¢innost zamétenou na studium biochemickych

procest zavislych na OBP.
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The honey bee is a eusocial species whose existence is
entirely dependent on the mutual cooperation of all
individuals in the community. The cooperation and
cohesion of the whole colony is based mainly on
pheromonal communication and communication mediated
by odorants or so-called semiochemicals, substances that
carry information. Odorants are hydrophobic substances,
and odorant binding protein (OBP) or similar
chemosensory proteins (CSP) are required to deliver these
substances to target olfactory neurons; the name OBP
derives from its role in olfactory communication
(olfaction). In recent years, however, research suggests that
these proteins play an important role not only in olfaction
but also as molecular transporters and cooperate with the
immune system and the CNS.

Many diseases, whether bacterial, viral or mite
infestations, affect the expression of these proteins and thus
disrupt the integrity of insect communities. The results of
this work confirm the effect of varroosis on the expression
of selected OBPs. OBP gene expression measurements
were performed at the level of MRNA isolation from whole
bee bodies followed by RT-qPCR.

From the results of gene expression measurements
verified by statistical t-test calculation, it was found that the
expression of Obp3, Obpl4, Obpl7 and Obp2l was
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significantly increased in heavily infested colonies
compared to the control group.

The study of OBPs is providing new insights into the
importance of these proteins in understanding the
biochemical and physiological processes of the honey bee,
whose activities are of global economic importance.

This thesis is by no means exhaustive of OBPs issues.
The purpose of this thesis is to build on previous studies
related to OBP and to initiate further research activities

aimed at studying OBP-dependent biochemical processes.
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CILE PRACE
Teoreticka ¢ast

zpracovani literarni reSerSe o odorant vazebnych proteinech hmyzu/vcel

zpracovani poznatkd o molekuldrné-biologické a biochemické podstaté jejich funkénosti a
vlivu na imunitni reakce hmyzu/vcel

Zpracovani informaci aktudlni védecké literatury o vyznamu odorant vazebnych proteinti
ve spojeni s riznymi patogeny ¢i parazity hmyzu/vcel

Vypracovani literarni reSerSe o metodach vyzkumu téchto proteinli (stanoveni struktury,

genove exprese, tvorby apod.)

Prakticka Cast

Zavedeni a optimalizace PCR protokolu pro stanoveni jejich genové exprese



10UvVOD
Odorant vazebné proteiny (OBP/OBPs z anglického odorant binding proteins) maji

nezastupitelnou funkci ve vniméni pachu u vSech suchozemskych i vodnich zivocichti.
V porovnani s vys$§imi zivoc€ichy, jakymi jsou napiiklad obratlovci, hraji tyto proteiny u
niz§ich organismii mnohem dulezitéjsi roli. Divodem této odliSnosti je, ze vyssi
organismy maji daleko vice moznosti, jak se orientovat v okolnim svété. Pfi porovnéni
napf. lidského vnimani svéta s vnimanim hmyzim pomoci fyzikalnich vlastnosti okoli,
jakymi jsou napft. percepce svétla a zvuku, je znatelny velky fylogeneticky pokrok oproti
bezobratlym. Je mozné, ze pravé proto se u hmyzu vyvinula tak silnd odezva na chemické
signaly v podob& ¢ichovych vjeml. Rozmanitost chemické komunikace zalozené na
vnimani feromont nebo obecnych odorantli je u hmyzu nékolikanasobné rozsahlejsi i
citlivéjsi nez u obratlovci (Pelosi & Maida, 1990; Pelosi, 1994).

OBP jsou malé (cca 13-16 kDa) hydrofilni molekuly, které jsou schopny pienaset
polarni i nepolarni molekuly z lymfy v tykadlech k olfaktorickym neurontim, které signal
pretransformuji v konkrétni informaci (Pelosi, 1994).

Pro pochopeni podstaty a funkce OBP je tieba objasnit roli odorantii v pachovém
dorozumivani, latek schopnych stimulovat Cichové ustroji (konkrétné olfaktorické
neurony) organismu, jak ve vnitrodruhové (intraspecifické) a mezidruhové
(interspecifické) komunikaci, tak ve v§eobecné reakci na chemické podnéty z vnéjsiho
okoli, jakymi muaze byt napiiklad zdroj potravy nebo signalizace n¢jakého nebezpeci

(Dahanukar et al., 2005).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
V pribéhu mnoha let studia OBP byly postupné popisovany nové typy OBP a na zakladé

jejich strukturnich a sekvencnich podobnosti/odlisnosti, v zavislosti na tthlu pohledu, byla
rodina OBP hmyzu do soucasnosti rozsitena z ptvodnich tfi podrodin o dalsi dv¢, tedy
do celkem péti dalSich podrodin, tj. na feromony vazajici proteiny PBP (pheromone
binding proteins), dvé podrodiny obecnych odorant vazebnych proteini GOBP1 a
GOBP2, a dvé podrodiny tykadlovych vazebnych proteinti (antennal binding proteins)
ABP1 a ABP2 (Rihani et al., 2021). I ptes rozmanité déleni sdili vSak podrodiny OBP
mnoho spole¢ného a v néasledujicim popisu jejich struktury a funkce jsou OBP probirany

Z hlediska objektivniho pohledu jakozto komplexni skupiny.

2.1 Odoranty

Za odorant je povazovana kazda nizkomolekularni latka schopna stimulovat olfaktorické
neurony. Ddale se musi jednat o latku schopnou prostoupit skrze porovité otvory
Vv kutikule, ktera obklopuje ¢ichové organy. A v neposledni fad¢ je potteba, aby se dana
latka vyskytovala v okoli v dostatecné koncentraci. Koncentrace jednotlivych odorantii
potifebna pro vyvolani stimulu na dany vnéjsi podnét se rtzni. Nicméné spole¢nou
vlastnosti téchto molekul je jejich schopnost stimulovat odezvu nervového systému jiz
pii velmi nizkych koncentracich (fadové od koncentrace mmol-I™ aZ po koncentrace nizsi
nez nmol-IY), (Pelosi, 1994). Pravé diky vysoké citlivosti OBP vii¢i chemickym signaltim
se také uvazuje o jejich §irS§im vyuziti v primyslu v podobé biosenzori (Persaud, 2012).

Pro odoranty neni vzdy snadné prostoupit ze vzduchu pifimo k olfaktorickym
neuronim, aniz by doslo kinterakci sjinymi proteiny obsazenymi v takzvané
sensilarni lymf€, ktera obklopuje cichové ftasinky s olfaktorickymi neurony
v tykadlech hmyzu. Tyto procesy byly jiz komplexné popsany jako perireceptorové
procesy a zahrnuji veskeré interakce odorantli s proteiny obsazenymi v sensilarni
lymf¢ (Getchel et al., 1984).

Jiz v padesatych letech bylo zjisténo, ze povrch tykadel hmyzu je pokryt kutikulou
se specifickymi strukturami. Dals§i vyzkum pfinesl objev nano-porovych struktur.
Nano-porové struktury maji funkci jakéhosi sita a umoznuji prichod odorantd
primétené velikosti dovnitt Cichovych organi, ptfiCemz zabranuji ztratdm vody

v opa¢ném sméru a také neumoziuji vniknuti vétsich molekul (Ando et al., 2019).



2.2 Odorant vazebné proteiny hmyzu

Jak bylo zminéno hmyzi OBP byly nejprve fazeny do tfi zékladnich podrodin (PBP,
GOBP1 a GOBP2), které sdili nékteré konzervované aminokyselinové sekvence, coz bylo
prokazano nalezenim téchto sekvencnich struktur u nékolika riznych druhli mur a jejich
existence se predpoklada i u ostatnich hmyzich druhti z fadu motyli (Lepidoptera) a mimo
jiné i blanoktidli (Hymenoptera), mezi které se fadi také véela medonosna (Apis mellifera
L.) a az pozdé&ji byly popsany podrodiny ABP1 a ABP2. Podle uvedeného systému ttidéni
dle aminokyselinovych sekvenci jsou rozliSovany na zdklad¢ mista exprese a na zakladé
pohlavi jedince. Zatimco OBP obratlovci mohou interagovat s mnoha riznymi odoranty
nezavisle na tom, zda se jednd o sexualni komunikaci ¢i jiny podnét, OBP hmyzu jsou
obecné charakterizovany spiSe jako proteiny S vyznamem pro sexualni komunikaci. Jako
prvni z uvedenych tfi podrodin odorant vazebnych proteinii byly popsany pravé OBP
vazajici pohlavni hormony nebo téZ feromony vazajici proteiny, zkracen¢ PBP/PBPs
z anglického ,,Sex-pheromone binding proteins‘. Pficemz PBP jsou pohlavné specifické
pro samci jedince a je mozné pozorovat jejich zvysenou expresi v samcich tykadlech.
Tyto proteiny byly zprvu zkoumany u motyld. Prvni objeveny protein ze skupiny PBP
byl objeven u druhu Antheaera polyphemus. Dal§imi vyznamnymi podrodinami jsou dvé
skupiny vsSeobecnych odorant vazebnych proteind, zkracené GOBP1 a GOBP2
z anglického vyrazu ,,general odorant binding proteins®. Tyto skupiny maji taktéz kazda

svou specifickou konzervovanou aminokyselinovou sekvenci (Vogt & Riddiford, 1981)

2.3 Struktura OBP

Jak bylo jiz zminéno, OBP jsou malé hydrofilni proteiny schopné selektivné vazat urcité
odoranty odpovédné za ¢ichovy vjem ¢i odoranty majici feromonalni charakter (Pelosi,
1998). Tyto vlastnosti vychazeji pravé ze struktury OBP, a pfedevsim ze struktur
vazebného mista. Terciarni struktura OBP je tvofena Sesti a-helixy. OBP hmyzu obsahuji
V naprosté vetSing piipadi 6 silné konzervovanych cysteinti, tvoricich 3 disulfidické
vazby, coz lze povazovat za typicky biologicky znak téchto protein. Sekvenéni
vzdalenosti mezi témito cysteiny jsou 5 aminokyselinovych residui mezi Cysl a Cys2, 8
aminokyselinovych residui mezi Cys3 a Cys4 a 20 aminokyselinovych residui mezi Cys5
a Cys6. Piikladem je struktura Bombyx mori PBP: Cys19-Cys54, Cys50-Cys108 a Cys97-
Cysl117, jehoz struktura byla odhalena za pomoci krystalové rentgenové difrakce. Tyto
disulfidické vazby zajistuji vzajemnou soudrznost dvou z Sesti a-helix v ramci 3D

struktury proteinu (Sandler et al., 2000).



Existuje skupina OBP s nazvem ,,C-minus OBPs*, ktera obsahuje ve své struktufe
pouze 4 cysteiny, tvorici dvé disulfidické vazby (Spinelli etal., 2012). V genomu v¢ely
medonosné se nachazi také jeden OBP s vyjimeCnym zastoupenim 5 cysteind,
tvoricich pouze dve disulfidické vazby (A. mellifera OBP14) (Spinelli et al., 2012).

Diky struktufe stabilizované disulfidickymi vazbami, vodikovymi mistky,
hydrofobnimi interakcemi a tvorbé agregatti vykazuji OBP vyjimecnou tepelnou
stabilitu. Jejich stabilitu taktéz posiluje vazba odoranti jakozto ligandd. Z tohoto
divodu se uvazuje o vyuziti OBP v modernich biosenzorech, pficemz takovéto
biosenzory jiz byly syntetizovany (Di Pietrantonio et al., 2013; Schwaighofer et al.,
2014).

2.3.1 Aminokyselinové sloZeni OBP

Pozoruhodnym zjisténim je fakt, ze sekvencni podobnost OBP v ramci jednoho
druhu je velmi rGznoroda. Naopak podobnost byla objevena pii porovnani
aminokyselinovych sekvenci OBP mezi jednotlivymi hmyzimi druhy. To ukazuje opét
na jiz zminéné zavedeni OBP rodin — GOBP a PBP. U OBP obratlovcii byly zase
nalezeny znaky, které je fadi do rodiny transportnich proteini lipokalint (Pelosi et al.,
2018), coz jsou malé hydrofilni proteiny se strukturou S-barelu obklopujici vazebné
misto pro hydrofobni ligandy (Flower, 1996). Vazebna mista obsahuji nékolik
konzervovanych aminokyselin, nepolarnich aromatickych (Phe, Trp, Tyr) a
nepolarniho Leu hydrofobné interagovat s nepolarnimi odoranty. Tyto aminokyseliny
jsou konzervované v ramci OBP rodin i vramci evoluéné star§ich a funkéné i
strukturné podobnych chemosenzorickych proteinti (chemosenzory proteins — CSPS)
(Sandler et al., 2000).

Z hlediska aminokyselinového sloZeni jsou také OBP d¢leny do tii skupin: OBP
s dlouhym fetézcem (~160 aminokyselinovych residui), OBP se stfedné¢ dlouhym
fetézcem (~120 aminokyselinovych residui) a OBP s kratkym fetézcem (~100
aminokyselinovych residui) (Rihani et al., 2021).

2.3.2 Odlisnosti a podobnosti OBP hmyzu a obratlovci

Podobnosti mezi OBP hmyzu a OBP obratlovci neni mnoho, snad jedinou vyznamnou
podobnosti je jejich role pii vnimani pachu, zde vsak jejich kratky, de facto jednobodovy,
vycet podobnosti az na nékteré vyjimky zakoncuje. Rozdily ve struktufe hmyzich OBP a

OBP obratlovci jsou patrné uz pii porovnani molekularni struktury. Hmyzi OBP jsou



tvofeny Sesti a-helixy, OBP obratlovcti 0smi S-listy a kratkym a-helix usekem (Bianchet
et al., 1996; Pelosi, 1998). Majoritnim rozdilem ve struktufe je velikost, OBP obratlovct
jsou typické velikosti okolo 18-20 kDa, zatimco hmyzi OBP jsou o néco lehéi a jejich
velikost se pohybuje pfiblizné okolo 15 kDa (Pelosi & Maida, 1990; Pelosi, 1994).

Navzdory tomu, ze jsou mezi OBP hmyzu a OBP obratlovct velké rozdily, at’ uz se
jedna o jejich terciarni struktury, molekulovou hmotnost ¢i aminokyselinové sloZeni,
jejich funkce reverzibiln€ vazat odoranty jsou totozné. Toto opé€t potvrzuje vyznam
pachového vniméni organismil napii¢ celou evoluci a dokazuje to konvergentni vyvoj
OBP u hmyzu i obratlovci (Pelosi, 1998).

Jako podobnost mezi OBP obratlovcti a hmyzu je mozné povazovat i misto jejich
pusobeni, nebot’ jsou i OBP obratlovct stejné jako OBP hmyzu produkovany nejvice
Vv organech spojenych s vnimanim pachu. Timto mistem jsou postranni nosni Zlazy, které
se nachazi ve velmi tésné blizkosti nosni dutiny, odkud jsou ptivadény k OBP odoranty,

feromony a jiné semiochemikalie z vnéjsiho prostiedi (Pevsner & Snyder, 1990).

2.3.3 Chemosenzorické proteiny (CSP)

Chemosenzorické proteiny jsou funkéné piibuzné, ale naopak strukturné odlisné od OBP
hmyzu. Jedna se o evolucné starsi tiidu proteini hrajici roli ve vnimani pachu. Jejich
velikost se pohybuje okolo 10-12 kDa (= 115 aminokyselin) (Tomaselli et al., 2006; Jia
et al., 2021), jsou tedy mensi nez OBP. Objeveny byly v 80. letech 20. stoleti a brzy po
jejich objevu bylo zjisténo, ze hraji roli nejen pti pachové komunikaci, ale jejich exprese
probiha i mimo tkan¢ uréené ke vnimani pachu (Picimbon et al., 2001).

Struktura CSP je slozena z Sesti a-helix a vazebné misto je tvofeno podobné jako u
OBP nepolarnimi aminokyselinami s vysokou afinitou k odorantim (Lartigue et al.,
2002). Ve struktuie CSP se vyskytuji podobné jako u OBP silné konzervované
aminokyseliny napfi¢ celou touto proteinovou rodinou. Konzervované cysteiny jsou
oproti Sesti cysteinim v OBP u CSP pouze ¢tyfi. V ramci primarni struktury jsou tyto
cysteiny dvé az osm aminokyselin vzdalené, a vytvareji celkem dve¢ disulfidické vazby
(Angeli et al., 1999). Na rozdil od disulfidickych vazeb v OBP tyto vazby v CSP nemaji
stabiliza¢ni charakter, ale stoji za formovanim struktur, které davaji CSP jejich

specifickou odli$nost oproti podrodinam GOBP a PBP z rodiny OBP (Angeli et al., 1999)



2.4 Funkce OBP

OBP maji v organismech roli transportnich pfenasecti. Transportovanymi latkami jsou
vétSinou hydrofobni molekuly odorantl. Cilovym mistem této transportni drdhy jsou
pachové receptory (zkracen¢ ORs z anglického olfactory receptors). Funkce OBP vSak
zdaleka nezahrnuje jen pouhé zprostfedkovanim pachové informace. OBP totiz hraji také
vyznamnou roli obecnych transportérti 1 v riznych vyvojovych a fyziologickych

procesech v zivoté véely medonosné. (Forét & Maleszka, 2006).

2.4.1 Transdukce signalu

OBP funguji ve vétsin¢ piipadii k transportu hydrofobnich molekul. Prostfedi v okoli
olfaktorickych neuront je totiz obklopeno tzv. sensilarni lymfou, ta ma diky hlavni
slozce, kterou je voda, lipofobni charakter. To znemoznuje lipofilnim ¢asticim prichod
k cilovym neuroniim. Zprostiedkovani pachu OBP tedy probiha formou transportu
(Pelosi, 1996). Proces je zalozen na nékolika faktorech. Jednim z hlavnich faktort je
hodnota pH. Pii relativnim porovnani pH mtze u OBP dojit pti vy$$im pH k navazani
odorantu a vzniku komplexu odorant-OBP, pii relativnim nizkém pH dojde ke ztraté
afinity odorantu Kk proteinu, coz zptsobi jeho vyvazani z komplexu (Leal, 2005). Pravé
bezprostiedni okoli ¢ichovych neuronil se vyznacuje kyselejsim pH a v jejich okoli tedy
dojde k disociaci odorantu a transdukci pachového signalu (Horst et al., 2001)

Prostfedi hydrofilniho charakteru Vv okoli ¢ichovych neuronti je spolecné jak
obratlovcim, tak hmyzu, a dokonce i chemosenzorickym receptorim u bakterii, Coz
naznacuje, Ze pii vnimani pachu byly evolu¢né upiednostnény molekuly na bazi OBP,
CSP a membranovych olfaktorickych receptori, které selektivné vazi jednotlivé
odoranty ¢i semiochemikalie a které jsou rozpustné ve vod¢ a vazi zejména hydrofobni
molekuly (Pelosi, 1996). Procesy popisujici mechanismus transdukce pachovych
signali byly pojmenovany jako tzv. ,,perireceptor events”. Tyto procesy zahrnuji
veskeré interakce mezi OBP v sensilarni lymf¢ a odoranty pfistupujicimi z vnéjSiho
okoli (Getchel et al., 1984). Procesy chemorecepce jsou struéné znazornény
schématem v obrazku ¢.1 dle Leal (2013).



Obrazek 1: Schematické znazornéni mechanismu olfakce (Leal, 2013): 1) Vstup odorantu skrze
pory kutikuly, 2) Vazba odorantu odorant vazebnym proteinem, 3 a 4) Pienos vazaného odorantu

¢ichovému receptoru (B + A), 5) Volné odoranty jsou odstranény dvéma cestami (6) / (7), 6)
Odbouravani molekul odorantti cestou odorantové pasti, 7) odorant degradujicich enzymi

2.4.2 Nékteré dalsi funkce hmyzich OBP

OBP nehraji roli jen ve vazbé odorantti ¢i feromont. Jejich velmi dulezita funkce je napf.
zachovani soudrznosti celého vceliho spolecenstva. Eusocialni spolecenstva si udrzuji
svou integritu pravé diky molekulam, jakymi jsou OBP a jiz zminéné CSP. Mimo vceli
spolecenstvo byly tyto funkce prokazany u dalSich eusociadlnich zivocichii, jako jsou napf.
druhy: mravenci (Solenopsis invicta) (Zhang et al., 2016) nebo termiti z rodu vsekazi
(Reticulitermes speratus) (Mitaka et al., 2016). Dilezité jsou také funkce, které se
netykaji Cisté¢ pachové komunikace. Mezi tyto funkce nélezi zejména vliv na fyziologii
jedince v prub¢hu zivota, coz hraje roli pii rozdéleni jednotlivych tkold v ramci
kastovniho systému. A dale pak také funkce transportnich proteinti interagujicich
s ¢ichovymi senzory spifazenymi s G-proteinem, jako soucast signalnich drah (Broeck,
2001).



V ramci genomu Drosophila melanogaster byly objeveny geny kodujici OBP
sprazené¢ s G-proteinem, které jsou exprimovany jednotlivymi olfaktorickymi
neurony, pficemz exprese téchto proteind je tkanove specificka. Tyto proteiny maji
charakter 7-transmembranovych receptort (tzv. 7TMs z anglického seven-
transmembrane proteins), coz vyjadiuje jejich strukturu tvorenou sedmi a-helix.
K expresi téchto OBP dochazi v tykadlech nebo v ¢elistnich makadlech (palpus
maxillaris). Aktivaci téchto receptorti dochazi k aktivaci signalni drahy zalozené na
disociaci a, p ay podjednotek G-proteinu. Na jednotce a dochazi k hydrolyze GTP na
GDP, v disledku cehoz disociuje jednotka G, a Gg, z pivodniho receptorového
komplexu. Disociované podjednotky poté indukuji signaly vysilajici informaci o

daném pachu do mozku (Broeck, 2001).

2.5 Exprese OBP

Geny zodpovédné za expresi OBP se u riiznych druht hmyzu zna¢né odlisuji. Obecné 1ze

v

ale fict, ze u hmyzu je zastoupeni genti kodujicich OBP zna¢né rozmanitéjSi nez u

obratlovcd a zastoupeni CSP je oproti tomu ve vétsin€ piipadi skromnéjsi. Genom

obratlovct naopak obsahuje maly pocet genti kodujicich OBP, ale naopak velké mnozstvi

CSP. (Steinbrecht, 1998). Zastoupeni OBP u n¢kterych hmyzich druhd je znazornéno

V tabulce ¢. 1.

Tabulka 1: Zastoupeni OBP a CSP u nékterych druhi hmyzu

Druh OBP CSP Zdroj

Drosophila melanogaster 51 4 (Hekmat-Scafe et al., 2002)

Anopheles gambiae 69 8 (Mastrobuoni et al., 2013)

Apis mellifera 21 6 (Forét & Maleszka, 2006)

Solenopsis invicta 12 18 (Gonzalez et al., 2009)

Bombyx mori 44 20 (Gong et al., 2009); (Gong et al., 2007)
Reticulitermes aculabialis 10 6 (Sabaetal., 2022)




V ramci genomu A. mellifera bylo identifikovano celkem 21 gent kodujicich OBP,
jejichz znaCeni a identifikatni kody dle databaze NCBI (National Center for
Biotechnology Information — Narodni centrum pro biotechnologické informace) jsou
uvedeny v tabulce ¢. 2. Diky znalosti celkového genomu A. mellifera, ktery byl
rozklicovan v roce 2006, bylo také objeveno 6 genli kodujicich CSP u véely medonosné
("Insights into social insects from the genome of the honeybee Apis mellifera”, 2006).
Vzhledem k tomu, Ze pro identifikaci téchto genti byly pouzity primery specifické pro
OBP geny naprogramované na zaklad€ znalosti celého genomu, nepiedpoklada se, Ze by
doslo k objevu dalsich OBP kodujicich gent (Forét & Maleszka, 2006).

Tak jako kazdy protein, jsou i OBP exprimovany proteosyntetickym aparatem buiiky
S ohledem na jeji pfislusnost k urc¢ité tkani v ramci organismu. Geny kodujici OBP jsou,
az na vyjimky Obpl, Obp9 a Obpl2, které jsou umistény samostatn¢, ulozené v DNA
Vv klastrech pobliz sebe (Forét & Maleszka, 2006; Yuan et al., 2015), podobné jako u
Drosophila malanogaster, coz usnadiiuje buiice cilené exprimovat vice rizné
specifickych OBP v piipad¢€, Ze organismus reaguje napi. na pachovy podnét (Hekmat-
Scafe et al., 2002).

Tabulka 2: Geny kodujici veeli OBP dle (Forét & Maleszka, 2006) a databaze NCBI

Gen ID dle NCBI Gen ID dle NCBI Gen ID dle NCBI
Obpl 406102 Obp8 100328592 Obp15 677664
Obp2 406103 Obp9 677675 Obpl6 551719
Obp3 677671 Obp10 410068 Obpl7 552478
Obp4 406101 Obpl1 677676 Obp18 677677
Obp5 406100 Obp12 677678 Obp19 677665
Obp6 406109 Obp13 677674 Obp20 677672
Obp7 677668 Obpl4 677673 Obp21 551935




2.5.1 Anatomie vcely medonosné

Télo veely medonosné je slozeno z mnoha organt a riznych typt tkdni. Vnitini organy
jsou kryty odolnou kutikulou zvnéjsku husté porostlou chlupy. Kutikula véely je mimo
to, ze formuje skelet vcCely, také soucéasti nespecifické imunity a zabraiiuje vstupu
patogenu dovniti téla. T€lo je ¢lenéno na tii hlavni ¢asti — hlavu (caput), hrud’ (thorax) a
zadeCek (abdomen). Na hlavé jsou umistény organy souvisejici zejména s vnimanim
okolniho svéta prostiednictvim chemorecepce napt. formou studovanych OBP (tykadla a
usta) a ostatni organy, jako slozené o€i nebo senzitivni trichomy. Hrud’ vcely je dale
Clenéna na tii ¢asti, z nichz kazda nese jeden par nohou. Druhy a tieti par nohou jsou
specidlné uzplsobeny pro sbér pylu. Dvé zadni Casti hrudi nesou kazda jeden par
blanitych kiidel ovladanych kiidelnimi svaly (Obr. €. 2)(Vesely, 2003). V téchto svalech
dokaze vcela intenzivné spalovat energii bez konani prace a produkuje tak teplo, coz je
dulezité zejména pro piezimovani véelstva v prubéhu zimniho obdobi (Esch, 1960).
Vétsina dulezitych organi je pak ulozena v zadec¢ku, kde se nachazi pro zivot nezbytné

organové soustavy. Skelet zadecku je tvofen propojenymi tergity (Vesely, 2003).

—‘;‘tﬁ Ir:""u\‘.

5 SN

Obrazek ¢. 2: Anatomie vceliho téla (Vesely, 2003) str. 16: 1-dorzalni diafragma, 2-ventralni
diafragma, 3-vnitini dolni pysk, 4-kusadlova Zlaza, 5-hltanova Zlaza, 6-slinna zlaza, 7-slinna zlaza
v hrudi, 8-Malpighiovy trubice, 9-Nasonova Zlaza, 10-rektalni Zlazy, 11-voskové zlazy, 12-vyvod
slinné Zlazy, 13-jicen, 14-medny vacek, 15-Ceslo, 16-zaludek, 17-tenké stievo, 18-konecnik, 19-
mozek, 20-podjicnova ganglia, 21-hrudni ganglia, 22-aorta, 23-srdce
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Vcela medonosnad je eusocidlni hmyzi druh s kastovnim systémem, v némzZ je
dodrzovéani roli kazdym zjedinci hlavni podminkou pro pteziti celého vcelstva.
Kli¢ovym jedincem pro pieziti je v€eli matka, za ni stoji tisice d€Inic, na nichz je postaven
osud celé kolonie, a v posledni fadé¢ neméné¢ dileziti trubci zodpovédni predevsim za
pfedani genetické informace pii pafeni s matkou. Vyvoj vcely zacind vajickem.
Z oplozenych vajicek se vyvijeji samice (sterilni d€lnice nebo produktivni matky
Vv zavislosti na typu stravy larvy) a z neoplozenych haploidni samci (trubci). Z vajicka

vyrusta larva, predkukla, kukla a nakonec dospélec (imago) (Vesely, 2003).

2.5.2 Vliv vyvojového stadia a pohlavi na expresi OBP

Vyvojové stadium vcely medonosné (A. mellifera) hraje roli v expresi OBP stejné tak
jako pohlavi ¢i kastovni ptisluSnost v ramci véelstva. Pfi studiu nékolika druht hmyzu
bylo objeveno, ze samci disponuji mnohonasobné vétsim poctem OBP ze tfidy feromony
vazajicich proteinti a specifickych olfaktorickych neurontt (Shanbhag et al., 2001).
Naopak vceli matky maji z celého vcelstva nejmensi pocet ¢ichovych receptort oproti
velkému mnozstvi produkovanych hormont. Tento rozchod v chemorecepci mezi
pohlavimi je vysvétlovan vysokou potiebou trubce vypatrat véeli matku pii snubnim letu,
a naopak redukce ¢ichového ustroji u matky vyplyva z vyznamnosti jejiho postaveni,
jelikoz matka je producentem feromonti udrzujicich pospolitost v¢elstva a zaroven neni
diky snizenému mnozstvi olfaktorickych receptorit vystavena pfili§ velkému
chemoreceptivnimu tlaku ze svého okoli (Abdelmegeed & G., 2015).

V pribéhu zivota dochazi ke zméndm v expresi OBP. Ve stadiu vajicka je exprese
OBP minimalni. V larvalnim stadiu vyvoje dochazi k nejsilnéjsi expresi u OBP14,
v men$i mife jsou produkovany OBP13 a OBP15. U v¢elich dé€lnic dochazi k expresi
téméf vSech OBP s vyjimkou OBP13 A OBP15 a relativni exprese OBP14 je mnohem
mensi, nez tomu je u larvy. Toto minimalné poukazuje na skute¢nost, ze OBP13, OBP14
a OBPI5 hraji dilezitou roli v zivote larvy. Mladé matky a délnice sdileji rovnéz silnou
expresi OBP13 a né¢kterych dalSich OBP. U létavek, 2 roky starych matek a trubcii
dochazi k vyrazné expresi OBP21 a nékterych CSP a dalsich OBP (lovinellaetal., 2011).

Trubci a délnice produkuji v tykadlech také tykadlové specifické proteiny (Antennal-
Specific Proteins — ASP) z podrodiny feromony vazajicich proteintt (PBP), které se
vyznacuji afinitou k matetskym feromoniim. VyS$$i miru exprese téchto PBP vykazuji
trubci. Jejich role je dulezita v udrzeni jednoty vceliho spolecenstvi, ale také v procesu

dospivani jedince (Danty et al., 1999; Pesenti et al., 2008).
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2.5.3 Tkanova exprese OBP

OBP jsou exprimovany v nejvétsi mife v okoli dendritti olfaktorickych neurond do
sensilarni lymfy. Nej€astéjsim mistem exprese OBP jsou orgdny zaméfené na vnimani
pachu, u véel a vSech ostatnich druhti hmyzu jsou to tedy primarné tykadla (Vogt &
Riddiford, 1981; Silva et al., 2021). Z celkovych 21 gent kédujicich OBP je v tykadlech
v signifikantné vétsi mife exprimovano devét z nich (Obpl, Obp2, Obp4, Obp5, Obp8,
Obp11, Obpl2, Obpl5 a Obp21). Pii uvazeni, ze se do procesti vnimani pachu zapojuji i
ostatni proteiny, které nejsou specifické jen pro tykadla, ale exprimuji se 1 v ostatnich
télnich ¢astech, se na procesu vnimani pachu podili celkem 16 OBP (Forét & Maleszka,
2006). Ostatni OBP exprimovany mimo tykadla, tedy exprimované v jinych mistech nez
V mistech spojenych s vnimanim pachu, jsou k nalezeni v télnich ¢astech jako napt. v
zazivaci systému, ve kterém mohou dle predpokladii OBP hrat roli pii pienosu
hydrofobnich molekul. Chutové buiiky funguji, podobné jako bunky ¢ichové, na zakladé
chemorecepce. Role OBP pfi vnimani chuti byla pozorovana u D. melanogaster v labellu
a nékterych ¢astech noh, kiidel, hlavy nebo zadecku (Yasukawa et al., 2010; Yuan et al.,
2015). OBP exprimované ve vSech té€lnich ¢astech dospélych véel jsou: OBP3 (mimo
tykadla), OBP16, OBP17, OBP18, OBP19, OBP20 a OBP21 (Forét & Maleszka, 2006).
Tykadla, jez jsou hlavnim mistem exprese OBP obsahuji velké mnozstvi Cichovych
neurontl. Tyto neurony jsou umistény v sensilach (jemnych vlaskovitych strukturach
¢ichového epitelu) a skrze axony vedouci az do mozku tak propojuji nervovy systém
s okolnim svétem. Prostor mezi dlouhymi vybézky &ichovych neuront a kutikulou
odd€lujici vnitini prostfedi od okolniho svéta je vyplnén sensilarni lymfou. Tyto
neurony jsou obklopeny podptirnymi buiikami (Trichogen, Tormogen a Thecogen)

V nichz rovnéZ probihaji perireceptorové jevy (Ha & Smith, 2022)

2.5.4 Vliv infekce DWYV na expresi OBP

V poslednich letech byly zaznamenany hromadné kolapsy vcelstev vlivem infekéniho
onemocnéni varroozy, pricemz toto onemocnéni je kombinaci napadeni vcelich kolonii
rozto¢i a virovymi onemocnénimi, zaroven také nalezi podil na kolapsech vcelstev
negativnim U¢inkiim nékterych pouzivanych pesticidd (Neumann & Carreck, 2015;
Goulson et al., 2015; Sanchez-Bayo et al., 2016; Brodschneider et al., 2016). Virus
deformovanych ktidel (Deformed Wing Virus — DWV) je, zejména vinou roztoce Klestika
véeliho (Varroa destructor), jednou z hlavnich pficin kolapsu véelstev (Bowen-Walker
etal., 1999).
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Rozto¢ V. destructor napada véeli larvy a zivi se sanim jejich hemolymfy. Timto
rozto¢ vc€eli larvu nejen oslabuje, ale zaroven také umozni mnoha patogentim dostat se
praveé skrze naruSené misto v kutikule do véeliho organismu. VétSina piipadit vzniku
infekce DWV ma pficinu praveé v pfimém pienosu z roztoce na veelu. Existuji vSak jiné
zpusoby, jakymi virus DWYV infikuje véeli organismus. Takovym zpisobem je napt
infekce pienasejici se pfi trofalaxi, coZ je specifické chovani eusocialniho hmyzu a jde o
vzajemné piedavani potravy mezi jedinci urcité komunity (Posada-Florez et al., 2020).
Mimo klestika v€eliho parazituji na véele medonosné i ostatni druhy tohoto roztoce, jako
napf. klestik Jakobsoniv (Varroa jacobsoni) (Fries et al., 2015).

Virus deformovanych kiidel indukuje ve fyziologii vcely negativni zmény
Vv proteomickém slozeni. Mezi takové zmény se fadi 1 ovliviiovani genetické exprese
OBBP, které byly pozorovany zejména u OBP2, OBP5, OBP11 a OBP12, jejichz relativni
exprese u cilené infikovanych veelstev virem deformovanych kiidel vyznamné poklesla
ve srovnani s kontrolni skupinou. (Silva et al., 2021). Na expresi mnoha dalsich gent
kodujicich jiné proteiny ma onemocnéni véelstva taktéz znatelny dopad. Bylo zjisténo,
se vSak jevi pravé kombinace infestace roztocem V. destructor (varro6zou) a nakazy
DWYV (Erban et al., 2019).

2.6 OBP a hmyzi imunita

Hmyzi imunita je ve srovnani s imunitou obratlovcit mnohem jednoduss$im systémem.
Zaklada se pouze na vrozené (nespecifické) sloZzce imunitniho systému, kdezto imunita
obratlovcil se sklada jak z imunity vrozené, tak i z imunity ziskané (specifické), ktera
reaguje velmi specificky na konkrétni patogeny, a i pres néktera sva negativa (napf.
autoimunitni onemocnéni, alergie apod.) pfedstavuje velmi Gi€inny a silny nastroj pii boji
proti patogenim (Iriti & Faoro, 2007). Hmyz je vSak evolu¢né mén¢ vyspély, a musi se
proto spoléhat pouze na imunitu vrozenou, kterou je mozné dale délit na latkovou
(humoralni) a bunécnou.

Role imunitniho systému za¢ind jiz na rozhrani vnéj$iho prostiedi a vnitiniho prostredi
organismu rozdéleného fyzikalni bariérou (Tsakas & Marmaras, 2010). U hmyzu
reprezentuje tuto bariéru odolna kutikula, ktera je sloZzena ptedevs§im z polysacharidu
chitinu, proteind, polyfenolti a lipidi (Vincent & Wegst, 2004). Bunécna imunita je
zprostfedkovana hemocyty, které jsou zastoupeny rtizné specializovanymi typy bunék

s odlisSnymi funkcemi, které napt. fagocytuji cizorodé¢ ¢astice (Ribeiro & Brehélin, 2006).
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2.6.1 Imunitni systém véely medonosné

Komplexni systém vrozené imunity véel je zalozen na n€kolika signalnich drahach (Toll-
draha, Imd-draha a JAK/STAT — dréha), jimiz hmyz, a tedy i vcely, mobilizuji slozky
imunitniho systému. Toll-draha funguje na principu transmembranovych receptorti, na
které se vazi cytokinim ptibuzné molekuly. Reaguje rizné na bakterialni a plisnové
patogeny a jejim vysledkem je spusténi transkripce nékterych antimikrobidlnich peptida.
Imd-draha indukuje transkripci vech antimikrobialnich peptidt (apidaecin 1a, apidaecin
1b, apidaecin 2, abaecin, defensin 1, defensin 2, hymenoptaecin). JAK/STAT-draha
indukuje nadmérnou proliferaci fagocytujicich hemocyta (Evans et al., 2006).

Nedilnou sloZkou vceli imunity je obrana vii¢i patogenlim na urovni celého
socialniho spolecenstva. To se tyka ,,groomingu® (vzajemna péce jedincli jednoho
spolecenstvi nebo kolonie), hygienického chovani, coz v principu vyjadiuje chovani,
pii kterém jsou véely schopny na zdkladé€ olfakce vycitit mrtvé ¢i nemocné jedince, at’
uz se jedna o bakteridlni ¢i parazitickou nakazu nebo i jedince, jehoz smrt nenastala
z diivodu podlehnuti infek¢éni ndkaze, a v ramci eliminace piipadné infekce toto télo

odstrani z Glu, a to i v pfipad¢ jiz zavickované larvy (Milne, 1983).

2.6.2 Véeli choroby

Existuje mnoho nemoci, ohrozujicich pieziti vcelstva. Plivodei nemoci mohou byt viry,
bakterie, prvoci, houby a roztoCi. V poslednich letech se zejména viry fadi mezi
deformovanych kiidel (DWYV), Kashmir Bee Virus (KBV), virus ¢ernani mate¢nikt
(BQCV — Black Queen Cell), Sacbrood virus (SBV), zpisobujici ,,pytlickovitost véeliho
plodu, virus akutni v¢eli paralyzy (ABPV) a mnohé dalsi (Chen & Siede, 2007). DalS$imi
nemén¢ zdvaznymi onemocnénimi jsou nosematdza, jejimz ptivodem je houba Nosema
ceranae (Fries, 2010), mor v¢eliho plodu, jehoZ ptivodem je bakterie Paenibacillus larvae
(AFB — American Foulbrood) (Ratnieks, 2015), akarapid6za zplsobena roztoc¢ikem
véelim (Acarapis woodi) (Garrido-Bailon et al., 2012) a Vneposledni fad¢é asi
nejzavaznéjsi jiz zminovana varrooza zpusobena rozto¢i V. destructor nebo V. jacobsoni
(Wegener et al., 2016).

Vely si dokazaly vici nékterym onemocnénim vyvinout rezistenci samy, v jinych
ptipadech zase pfispélo k vybudovani rezistence §lechténi. Sifeni chorob také prospéla
globalizace, coz usnadnilo patogennim pivodciim infikovat véelstva hojné€ rozsitena

po celém svété vlivem hospodaiské ¢innosti (Ellis & Munn, 2015).
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2.6.3 Hygienické chovani
U vcelstev vyznacujicich se hygienickym chovanim, které lze prokdzat pomoci
uznavaného Slechtitelského testu ,,Mrazem usmrceny plod®, byla pozorovana zvySena
zména v expresi OBP (Le Conte et al., 2011). Uvedeny $lechtitelsky test je provadén
piimo na vcelnici, kdy je plast se zavickovanym vcelim plodem nahle zamrazen tekutym
dusikem a nasledné vracen zpét do tlu. Po 24 hod je vyhodnocen pomér vyc¢isténych
bunék (zbavenych mrtvého plodu) a bun¢k zavickovanych (Spivak & Gilliam, 2015).
Spoustécem hygienického chovani u mnoha eusocialnich i samotatrskych druhti hmyzu
jsou, jak bylo zjiSténo jiz dfive, netékavé nenasycené mastné kyseliny olejova (9(Z)-
oktadec-9-enova kyselina) a linoleova ((cis, cis, cis)-oktadeka-9, 12, 15-trienova
kyselina) (Gordon, 1983). Tyto latky se netadi mezi obecné odoranty, ale jedna se o
specifické semiochemikalie, latky, jez jsou nositeli specifickych informaci. Mezi t€kavé
odoranty siln¢ indukujici hygienické chovani vcel se fadi napf. fenylacetat, ktery je
produkovan béhem infekce zvapenaténi véeliho plodu nebo (Z)-6-pentadekan souvisejici

s infestaci roztocem V. destructor (Wagoner et al., 2019).

2.7 Biosenzory na bazi OBP

Vzhledem k vysoké teplotni stabilit¢ OBP a jejich velmi vysoké citlivosti rozpoznat mala
mnozstvi latek rozptylenych ve vzduchu se tyto proteiny nabizi jako idedlni feSeni
V otdzce nahrazeni senzori na anorganické bazi (oxidy kovu ¢i vodivé polymery), které
se svou citlivosti OBP téZce vyrovnaji. Pouziti takovychto biosenzorti by mohlo uspisit
diagnézu zadvaznych onemocnéni, ovéfit kvalitu potravin nebo jednoduse a rychle méfit
uroven znecisténi ovzdusi (Barbosa et al., 2018).

Za vazbu odorantu je v molekule OBP odpovédné specifické vazebné misto. To
obsahuje jednotky, maximalné nizsi desitky aminokyselin interagujicich s molekulami
odorantl a 1ze jej ,,vystfihnout* z proteinu a imobilizovat na vodivy povrch, jako funkéni
peptid pouzitelny napii v biosenzorech detekujicich plyny (Wu, 2000). Jiné biosenzory
mohou nabizet také feSeni v€asné a rychlé detekce pfipadné kontaminace vody

(Dimitratos et al., 2019).
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2.8 Metody vyzkumu OBP
Studium OBP je zalozeno na kombinaci nékolika biochemickych, chemickych a

genetickych metod, které ve spojeni poskytuji komplexni obraz o podstaté a fungovani
OBP.

2.8.1 Primerovy modeling

Tyto metody umoznuji elegantni cestou odhalit kvantitativni 1 kvalitativni zastoupeni
OBP v ramci zivo¢isnych druhti, jedinct ¢i konkrétnich tkani. Pii patrani po novych
doposud neobjevenych OBP se vyuziva znalosti zmapovaného genomu organismu.
U zivociSnych druhli, jejichz genom byl kompletné zmapovan Ize pomoci
bioinformatickych technik selektovat urCité sekvence na zaklad¢ navrzenych STS
(Sequence Tagged Site — sekven¢né oznacené misto) markerd, CONA a EST (expressed
seguence tags —znacky exprimovanych sekvenci) markeri, u nichz se ptredpoklada vyskyt
daného genu (Forét & Maleszka, 2006). EST markery nebo téz single-pass cDNA
sequences jsou kratké uiseky DNA (primery) sekvenované z jednoho sméru (ze sméru 3°
nebo 57) pro jeden gen ¢i predpokladané misto vyskytu genu (loci) na chromozomu DNA
(Boguski et al., 1993). Od roku 1990 také existuje databaze BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool — Zakladni nastroj pro lokalizaci porovnani sekvenci), ktera
funguje jako nastroj vyhledavani genetickych sekvenci kodujicich hledany protein
formou vytvofeni primeru odpovidajiciho mistu ptedpokladaného vyskytu genu c¢i
vyhledavani sekvence genu na zaklad¢ primarni struktury jiz znamého proteinu (National

Library of Medicine, n.d.).

2.8.2 lzolace nukleovych kyselin

Aby mohla byt stanovena exprese gentl, je nutné zaméfit se na expresi mRNA molekul.
Exprimovana mRNA je nejprve izolovana. K izolaci 1ze vyuzit riznych metod — fenol-
chloroformova extrakce (Chomczynski & Sacchi, 1987; Toni et al., 2018), adsorpce na
silikaty (Parida et al., 2006), izolace pomoci magnetickych nanocastic (Min et al., 2014).
Exprimovand RNA je nasledné pifevedena pomoci enzymu reverzni transkriptasy

(EC 2.7.7.49) na komplementarni cDNA (Varmus, 1987).

2.8.3 Reverzni transkripce
Pti znalosti genovych sekvenci jednotlivych OBP kodujicich genti 1ze pouzit pro studium
OBP kombinovanou metodu gRT-PCR (Real-Time Quantitative Reverse Transcription

Polymerase Chain Reaction — Kvantitaivni reverzni transkripéni polymerasova fetézova
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reakce v realném case). Tato metoda je pouzivana ke stanoveni miry genové exprese a

vyuziva popsané metody primerového modelingu (Dorak, 2006).

2.8.4 Polymerazova retézova reakce

Princip metody vyuziva zakladnich bunénych mechanismt replikace nukleovych
kyselin a v ptipadé stanoveni genové exprese predchozi metody qRT-PCR. Na DNA jsou
navazany primery komplementarni k hledanym sekvencim. Kvantifikace se provadi
znacenim amplifikovanych tusekti (amplikontl). Znaceni je provadéno bud’ fluorescencné
formou primerd znacenych sondou nebo interkala¢nim barvivem, napt. SyberGreen. Faze
gRT-PCR jsou nasledujici: 1. denaturace pii teplot¢ 95 °C (vznik dvou ssDNA
Z ptivodniho templatu dsDNA), 2. annealing (nasednuti primert) a 3. polymerace. Proces
probihé opakované v termocykléru. Vyhodami této metody je robustnost, vysoka citlivost
a moznost automatizace a prizptisobeni se analyzovanému vzorku (Dorak, 2006; Wang,
2021). Grafické znazornéni PCR je demonstrovano na obrazku ¢. 3 ptrevzatém z knihy

s nazvem PCR (McPherson & Moller, 2006).

(A) The first cycle of a PCR reaction (B) The second cycle of a PCR reaction
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Obrazek ¢. 3: Mechanismus PCR dle (McPherson & Moller, 2006) — (A) prvni cyklus,
sestupné: denaturace, annealing, polymerace; (B) druhy az 35. cyklus opakovani
prvniho cyklu — pii dostate¢né koncentraci definovaného useku je detekovan produkt
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2.8.5 Strukturni analyza OBP

Pro urceni struktury proteind jiz dnes existuji rovnéz velmi spolehlivé a elegantni metody,
jako tomu je u molekularné-biologickych metod. Jednou z, v poslednich letech
nejrozsifenéjsich, analytickych metod vyuzivanych ke studiu proteind, peptida ¢i jinych
organickych molekul je metoda hmotnostni spektrometrie (MS — Mass Spectroscopy)
v kombinaci s kapalinovou chromatografii (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography), ktera umoznuje uc¢inné rozdéleni komplexnich vzorkt na jednotlivé
slozky, které lze separované analyzovat. Metoda hmotnostni spektrometrie umoziuje
urcit hmotnost, posttransla¢ni modifikace nebo aminokyselinové slozeni analyzovaného
proteinu. Existuje mnoho variant provedeni MS, pti¢emz mezi zakladni rozdéleni variant
provedeni se fadi zpusob ionizace analytu: metoda ionizace elektrosprejem — ESI (Electro
Spray lonization) a metoda desorpce/ionizace s asistenci matrice — MALDI (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization). (Domon & Aebersold, 2006).

Mezi metody slouzici k rozklicovani prostorové struktury se fadi zejména
rentgenova strukturni krystalografie. Metoda vyzaduje pracnou krystalizaci Cistého
proteinu. Po ziskani Cistého krystalu proteinu je sledovana difrakce RTG zafeni na
soustavé atomovych rovin v krystalu. Krealizaci metody jsou pouzivany
Synchrotrony (Kratochvil et al., 2008). Pomoci této metody bylo zmapovano jiz
nékolik OBP a CSP (Lartigue et al., 2002; Spinelli et al., 2012; Ziemba et al., 2013;
Drakou et al., 2017; Jiaet al., 2021).

2.8.6 Proteinova purifikace

Purifikace proteind je kliCova pro zjisténi jejich prostorového uspotfadani a funkce
vramci fyziologie organismu. Metod purifikace proteinii je celd fada, nejCastéji
pouzivanymi jsou metody studia proteint vyskytujicich se ve svém piirozeném prostiedi,
metody studia proteinti produkovanych rekombinantnim zpisobem vnesenim genti do
vhodnych mikroorganismi, anebo zkoumani celého proteomu neboli slozitych smési
proteinti najednou s vyuzitim znalosti genomu piislusnych organismu (Ward & Swiatek,
2009).

Purifikace proteint z jejich pfirozeného prostiedi byva komplikovana a pouziva se
pro ni napt. metoda tandemové afinitni purifikace (TAP). Tato metoda umoziuje
ziskat velmi Cisty vzorek proteinu a jak vyplyva z ndzvu, je tvofena dvéma kroky.

V prvnim kroku dojde k navazani proteinu na urCitou castici s vysokou afinitou

k danému proteinu, kterou je nejcastéji protilatka nebo jiny interakéni partner. Volba
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takovéto Castice je zavisla na strukturnich a funk&nich vlastnostech proteinu. Nasledné se
smes proteind promyje a cely komplex se ve druhém kroku navéze znovu na jiz
specifickou vazebnou c¢astici. Po provedeni obou kroki se ke smési ptida specificka TEV
proteasa (Tobacco Etch Virus protease — proteasa viru tabakového leptani EC 3.4.22.44)
(Raran-Kurussi et al., 2017), tim dojde k uvolnéni cilového proteinu z komplexu
s protilaitkou nebo jin¢ho interakéniho partnera, produkt je nasledné¢ inkubovén
s kulickami potazenymi kalmodulinem v pfitomnosti vapniku, ¢imz dojde k odstranéni
TEV proteasy a po promyti je uvolnéna i vazebna ¢astice pomoci chelatacniho ¢inidla
EGTA (ethylenglykol-bis-(2aminoethyl)tetraoctova kyselina) a je ziskan vzorek ¢istého
proteinu (Rigaut et al., 1999).

Ze skupiny OBP jiz bylo purifikovano nékolik OBP obratlovcti a OBP hmyzu. Tyto
OBP jsou vyuzivany ke studiu jejich struktur (BIGNETTI et al., 1985; Dal Monte et al.,
1991). V jinych ptipadech jsou tyto proteiny vyuzivany ke konstrukci OBP-biosenzort
(Dimitratos et al., 2019)

2.8.7 Elelektroantenografie (EAG)

Tato metoda byla vyvinuta specialné pro vyzkum pachovych schopnosti hmyzu méfenim
potencidlu reagujicich bun¢k hmyzich tykadel. Zpoc¢atku byla tato metoda vyuzivana
hlavné pro analyzu hmyzich feromont, v souc¢asné¢ dobé se EAG hojné¢ vyuziva ke
stanoveni citlivosti OBP na rGzné odoranty (Patricio et al., 2004). Princip spociva
Vv umisténi tykadla vcely mezi dvé duté sklenéné elektrody naplnéné elektrolytem.
Referencni elektroda je ptipojena u kofene tykadla a elektroda zaznamenavajici signal je
umisténa u vrcholu tykadla, jehoz Spicka byva pro zlepSeni sily signalu zastiizena.
Zkoumany odorant je pak rozpustén ve vhodném rozpoustédle, nanesen na filtra¢ni papir,
ze kterého je hnacim plynem prohanén pies tykadlo. OBP v tykadle nasledné¢ reaguji
s odoranty, Vv olfaktorickych neuronech vznika signal a vkladanim elektromotorického
napéti do systému vznika elektrofyziologicka odpovéd’, ktera je zaznamenana (Patricio et
al., 2004; Torto et al., 2015). Z vysledkt je pak mozné uréit jednak schopnost riznych
odorantu ¢i feromont stimulovat fyziologickou odpovéd’ reakci s OBP (Zhao et al., 2021)
anebo v pripadé, ze je znama schopnost daného odorantu stimulovat ¢ichové receptory,
je mozné sledovat zmény v expresi OBP zpiisobené vlivem napft. infekci DW'V, jak bylo

demonstrovano za pouziti éterickych oleji z maty a eukalyptu (Silva et al., 2021).
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3 PRAKTICKA CAST
Tato bakalarska prace si klade za cil stanovit relativni genovou expresi genti kodujicich
nekteré OBP vcely medonosné pomoci metod molekuldrni biologie. Prace se soustiedi na

zmény v jejich expresi vyvolané infestaci rozto¢em klestikem véelim (V. destructor).

3.1 Material a vybaveni
Veskery biologicky material, chemikalie a pfistrojové vybaveni pouzité pro potieby této
bakalaiské prace byly poskytnuty vedoucim prace a Katedrou biochemie, stejné tak jako

pouceni o principu pouzitych metod.

3.1.1 Biologicky material

Pro potieby bakalaiské prace byly pouzity vzorky ze vcelstev vykazujicich piiznaky
varroozy a vzorky kontrolnich veelstev bez pfiznaki. Odbér véel probehl 15. 8. 2019 na
vcelnici na Kyvalce u Rosic. Vcelstva kontrolni nevykazovala znamky infestace
klestikem vcelim. Véely experimentdlni pochazely ze vcelstva siln¢ infestovaného

klestikem véelim.

3.1.2 Chemikalie
100 pmol-I"* Forward/Reverse primer (EF1-alpha) — SigmaAldrich (N&mecko)

100 umol-I"* Forward/Reverse primer (Obp3/Obpl4/Obpl7/0Obp21) — nové navrhla

Dr. Skrabisova, Katedra biochemie, P¥F UP

GITC pufr — housemade

GoTag® DNA Polymerase M3008 — Promega Corporation (USA)
Guanidine isothiocyanate 3720 — P-lab (Ceska republika)

iScript cDNA Synthesis kit 1708891 — BioRad (USA)

Midori Greed Advance DNA Stain — Biotium (USA)

NucleoSpin RNA plus (250 preps) 74904 — Macherey Nagel (Némecko)
PCR Markers — Promega Corporation (USA)

PCR voda — Macherey Nagel (Némecko)

RNase-free voda — Macherey Nagel (Némecko)

SeaKem® LE Agarose 50004 — Lonza (Svycarsko)

SYBR™ Select Master Mix 4472908 — ThermoFisher scientific (USA)
TAE pufr — housemade
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3.1.3 Material a pristrojové vybaveni
1,5ml sterilni zkumavky (LoBind) — Eppendorf (Némecko)
2ml sterilni zkumavky (LoBind) — Eppendorf (Némecko)
Centrifuga 5424 R — Eppendorf (Némecko)
Centrifuga MSC-6000 — Biosan (USA)
Centrifuga na PCR desky — VWR Corporation (USA)
DNA/RNA UV-Cleaner (UVC/T-M-AR) — Biosan (USA)
Dievéné prkénko
Elektroforeticka vana — BioRad (USA)
Erlenmeyerova barika
Extraction Bags ,,Universal®“ 430100 — Dynex Technologies (USA)
Gel Doc™ EZ Imager — BioRad (USA)
Mikrovlnna trouba NN-E201 WM — Panasonic Corporation (Japonsko)
Minicentrifuga MPW-15 — MPW Med. Instruments (Polsko)
MiniMix 100 W CC — Interscience (Francie)
Nitrilové rukavice na jedno pouziti
NucleoSpin RNA plus kit — Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Némecko)
Pinzeta
Pipety s nastavitelnym objemem (Eppendorf)
Predvazky 440-35N — Kern (Némecko)
Reader H1 — Synergy (USA)
Sealing Tape optically clear 95.1994 — Sarstedt AG & Co. KG (Némecko)
Sterilni §pi¢ky bez filtru pro nastavitelné pipety — East Port Praha s.r.0. (Ceska republika)
Sterilni §picky s filtrem pro nastavitelné pipety — East Port Praha s.r.o. (Ceska republika)
Stripy — East Port Praha s.r.0. (Ceské republika)
Svatecka plastovych folii KF 200 H — KUDA PACKAGING (Ceska republika)
Take3 desticka — Synergy (USA)
Thermal cycler CFX96™ Real-Time Systém — BioRad (USA)
Thermal Cycler T-100 — BioRad (USA)
Tloucek
Twin.tec PCR plate 96, skirted 0030129504 — Eppendorf (Némecko)
Vortex mixer SA8 — Stuart (Velka Britanie)
Vortex V1 — Biosan (USA)
Zdroj MBE-150 — Major Science (Tchaj-wan)
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3.1.4 Softwarové vybaveni

BioRad CFX Maestro — vyhodnoceni qPCR

Gene 5 — méteni koncentrace a Cistoty RNA

JASP 0.17.1.0 — statistické vyhodnocenti

Microsoft 365 (Office) — zpracovani zavéreéné prace

Statistica 14.0.0 EN — statistické vyhodnoceni

3.2 Metody

Zpracovani biologického materialu probihalo v laboratoii ur¢ené pro metody molekularni
biologie v digestofi sterilizované UV zafenim a za dodrzeni maximalné sterilnich
podminek pii aseptické praci S nukleovymi kyselinami, zejména pak s RNA. Pii préci
s chemikaliemi bylo postupovano dle jejich bezpecnostnich listti.

V ramci praktické ¢asti bylo provedeno nékolik biochemickych metod pocinaje
izolaci nukleovych kyselin, pies spektrofotometrii, 2D elektroforézu na agarosovém
gelu, reverzni transkripci az po polymerazovou fetézovou reakci, jejichz podrobné
provedeni vCetné pouzitého piistrojového vybaveni a pouzitych chemikalii je popsano
v nésledujicich odstavcich. Vyhodnoceni vysledkii a matematické ovéfeni jejich

relevantnosti bylo provedeno pomoci statistickych softwarti Statistica a JASP.

3.2.1 Homogenizace biologického materialu

Pred izolaci RNA byly vzorky homogenizovany v ptitomnosti GITC pufru, ktery diky
obsahu chaotropni soli GITC (guanidinium isothiokyanat) usnadni precipitaci proteint.
Pufr byl pfipraven dle tabulky ¢. 3. a pfed pouzitim byl autoklavovan (1% pB-
merkaptoethanol byl pfidan po autoklavovani).

Homogenizace byla provedena nasledovné: vzdy 5 vcelich délnic odebranych z
experimentdlnich a kontrolnich vcelstev (pro Sir$i pokryti biologické variability
genoveé exprese v ramci vcelstva) bylo vloZzeno do Extraction Bags ,,Universal® a
k biologickému materialu byly ptidany v digestoti 3 ml GITC pufru s obsahem 3 —
merkaptoethanolu. Nasledn¢ byly extrakéni sacky peclivé uzavieny pomoci svarecky
plastovych folii a obsah byl homogenizovan dvakrat 1 minutu pomoci piistroje

MiniMix 100 W CC a tlou¢ku na dfevéném prkénku.
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Tabulka ¢. 3: Chemikalie pro piipravu 200 ml GITC pufru

Chemikalie Mnozstvi

5,25mol-I* guanidinium isothiokyanat

(Mr = 118,12) 12459

50mmol-I** Tris:HCI (Mr = 121,14) 100 ml 0,2mol-I** Tris-HCI

20mmol-I* EDTA 1,169 g

1,3% Triton X-100 2,6 ml

1% B-merkaptoethanol 2 mi

Deionizovana voda Doplnéni do 200 ml celkového objemu

3.2.2 Izolace nukleovych kyselin
Homogenizovany biologicky material byl v digestoii pfenesen z extrakénich sackt do
2ml sterilni zkumavky a centrifugovan pti 16 000xg po dobu 5 minut. Samotna izolace
byla provedena pomoci komeréniho kitu NucleoSpin RNA plus:

Do 2 ml sterilnich zkumavek bylo napipetovano 150 ul Lysis Buffer (LBP — lysis
buffer protein) a k tomu piidano 300 ul vzorku v GITC pufru. Smés byla promichana
pipetovanim a prenesena na gDNA Removal Column umisténou v 2ml Collection Tube.

Kolonka byla centrifugovana pii 11 000 xg po dobu 30 s pro odstranéni gDNA ze vzorku.
Po centrifugaci byla kolonka odstranéna do odpadu a k eluatu bylo pfidano 100 pl
Binding Solution (BS) a smés byla opét promichana pipetovanim. Cely objem
z Collection Tube (2ml) byl ptenesen na RNA plus Column umisténou v Collection Tube

(2 ml) a kolonka byla centrifugovana pii 11 000xg po dobu 30 s. Eluat byl odstranén do
odpadu a na membranu kolonky bylo naneseno 200 pl Wash Buffer 1 (WB1) a kolonka
byla opét centrifugovana 30 s pii 11 000xg. Opét byl odstranén eluat do odpadu a na
membranu kolonky bylo napipetovano 600 pl Wash Buffer 2 (WB2) a kolonka byla znovu
centrifugovéna 30 s pfi 11 000 xg. Nasledné bylo na membranu kolonky naneseno jesté
250 pl WB2 a kolonka byla centrifugovana 2 minuty pii 11 000xg. Znovu byl odstranén

eluat do odpadu, kolonky se vzorky v centrifuze byly oto¢eny o 180° a prazdné byly
znovu centrifugovany 2 minuty ptfi 11 000xg. Nasledné byly kolonky pfeneseny

z Collection Tube (2ml) do ptislusné oznacenych uzaviratelnych Collection Tube (1,5ml),
na membranu kolonky bylo naneseno 30 pl RNase-free vody a kolonka byla

centrifugovana 1 minutu pii 11 000 xg. Nasledné¢ byly kolonky opét otoceny o 180°,
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na jejich membranu bylo naneseno znovu 30 pl RNase-free vody a byla provedena
posledni centrifugace pfi 11 000 xg po dobu 1 minuty. Celkovy ziskany objem RNA byl
60 pl.

3.2.3 Stanoveni koncentrace

Po izolaci RNA byla u kazdého vzorku stanovena koncentrace pomoci
spektrofotometrického readeru Synergy microplate reader H1. Spektrofotometr byl fizen
z PC pomoci programu Gene 5. Na Take3 desti¢ku byly pipetovany vzorky véetné blanku
Vv duplikdtu o objemech 2 pl. Zaroven s méfenim koncentrace byla také métena cistota
izolované RNA stanovenim poméru absorbanci pii 260 a 280 nm, jehoz pomér A260/280

se blizil hodnoté ,2*. Po stanoveni koncentrace jednotlivych vzorkli byla jejich

koncentrace upravena ve sterilnim boxu RNase-free vodou na koncentraci 50 ng-pl™,

3.2.4 Kontrola integrity RNA na 1,1% agarosovém gelu

Pro vizualizaci izolované RNA a kontroly, zda v pribéhu izolace nedoslo k jeji degradaci
byly vSechny vzorky podrobeny elektroforéze na agarosovém gelu. Gel byl pfipraven
z1,1g agarosy a 100 ml pracovniho 1x TAE pufru, ktery byl pfipraven fedénim
zasobniho 50x TAE, pfipraveného dle tabulky ¢. 4. Nésledné byla agarosa rozpusSténa
Vv Erlenmeyerove batice zahiivanim v mikrovinné troubé do tplného do rozpusténi. Po
ochlazeni cca na 60 °C byly pfidany 2 pl Midori Greed Advance DNA Stain a po
promichani byl gel nalit do formy. Ztuhly gel byl umistén do elektroforetické vany pod
hladinu 1x TAE pufru.

Tabulka ¢. 4: Chemikalie pro piipravu 500 ml 50x TAE pufru

Chemikalie Mnozstvi

Tris 121 g

Ledova kyselina octova 28,55 ml
0,5mol-I* EDTA 50 ml
Deionizovana voda Doplnit na 500 ml

24



Do jamek v gelu byly pipetovany 2 ul vzorku s 2 pl Gel Loading Dye a 6 ul PCR-
vody, takze celkovy objem vzorku v jamce cinil 10 pl. Do krajni jamky gelu byly
napipetovany 3 ul Ladderu s DNA fragmenty o velikostech 1000 bp, 750 bp, 500 bp,
300 bp, 150 bp a 50 bp. Vzhledem k zapornému naboji nukleovych kyselin byly vzorky
na gelu umistény ve sméru elektrického pole od zaporného polu (katoda) ke kladnému
(anoda). Poté byla elektroforeticka vana piipojena ke zdroji. Proces elektroforézy trval
60 minut pfi konstantnim napéti 80 V. Integrita RNA byla ovéfena pomoci agarosové
elektroforézy. Fotografie gelu byla pofizena prostiednictvim pfistroje Gel Doc™ EZ

Imager.

3.2.5 Prepis RNA do cDNA

Po izolaci celkové RNA z biologického materidlu bylo nutné komplementarné pievést
RNA transkripty do ¢cDNA, aby mohla byt pomoci metody qPCR stanovena relativni
genova exprese. Prepis RNA do c¢cDNA byl proveden pomoci enzymu reverzni
transkriptasy (EC 2.7.7.49), ktera byla obsahem komer¢niho kitu iScript cDNA Synthesis
kit. 7,5pul RNA fedéné na 50 ng-ul? bylo v 200ul zkumavkach smichano s 2,5 pl

reak¢niho mixu dle pokyni vyrobce. Vzorky s reagenciemi byly kratce centrifugovany a

vlozeny do termocykléru (BioRad, T100). Reakce probihala dle protokolu v tabulce €. 5.

Tabulka ¢. 5: Reakéni protokol iScript

Krok Cas [min] Teplota [°C]
Iniciace amplifikace 5 25
Reverzni transkripce 20 46
Inaktivace reverzni 1 95

transkriptasy

Inkubace 0 4
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3.2.6 EndPoint PCR

Po ptepisu RNA do cDNA byla u vybranych vzorkd provedena kontrola pfepisu a
kontrola na pfipadnou kontaminaci gDNA. cDNA nebo RNA byla smichana ve 200ul
zkumavkach s GoTag Polymerase premix, 10 pmol-I"* Primer F,10 pmol-I™* Primer R a
PCR-vodou. Pro tuto reakci byly pouzity forward a reverse primery EF1-aplha a GoTaq
polymerasa (EC 2.7.7.7). Reak¢ni protokol EndPoint PCR reakce byl nastaven dle
tabulky ¢. 6. Produkty EndPoint PCR byly vizualizovany na 2,5% agarosovém gelu a
vyhodnoceny pted qPCR.

Tabulka €. 6: Reak¢ni protokol GoTaq endpoint PCR

Krok Cas Teplota [°C] Pocet cykli
Pocatecni denaturace 2 min 95 1
Denaturace 40 s 95

Navazani primer 30s 60 35
Prodlouzeni 1 min 72

Kone¢né prodlouzeni 5 min 72 1
Inkubace 0 4 1

3.2.7 Real-Time gPCR
Pro qPCR byla pouzita 96jamkové mikrodeska (Twin.tec PCR plate 96, skirted). Do

kazdé jamky bylo napipetovano 3,4 ul Master mixu piipravené¢ho z 0,45 pl 3,33uM
Forward primeru, 0,45 pl 3,33uM Reverse primeru a 2,5 pl Syber Select Master Mix.
Kazdy z Sesti genti byl méfen v duplikatu. K 3,4 pul Master mixu bylo pipetovano 1,6 pl
vzorku cDNA, takZe celkovy objem qPCR reakce byl 5 pl. Termocyklér byl pro tuto

gPCR nastaven dle reakéniho protokolu v tabulce €. 7:

Tabulka ¢. 7: Reak¢ni protokol gPCR

Krok Cas  Teplota[°C] Pocet cykli
Aktivace AmpliTaqg® DNA Polymerasy 10 min 95 1
Denaturace 15s 95 35
Navazani primer/prodlouzeni 1 min 60
60
Kiivka tani 10s 0,5 °C/cyklus
95,5
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3.2.8 Stanoveni genové exprese

Ze zméfenych hodnot Ct byla vypocitana relativni genova exprese Obp3 (Gene ID:
677671), Obpl4 (Gene ID: 677673), Obpl7 (Gene ID: 552478) a Obp21(Gene ID:
551935) zvlast’ vzhledem k expresi EF1-alpha (Gene ID: 544670) a zvlast’ vzhledem k

expresi RPS5 (Gene ID: 409728). Z relativnich expresi vztazenych na housekeeping geny

byly ziskany vysledné hodnoty relativni genové exprese OBP.

Ucinnost primeri byla zmétena sestavenim kalibrani fady. Kalibra¢ni fada byla

sestavena postupnym dvojndsobnym fedénim smési vSech métenych vzorkl. Pro

potvrzeni vysledki bylo vSech Sest analyzovanych genii v ramci qPCR vizualizovano na

2,5% agarosovém gelu. Sekvence 5'>3" pouzitych primert a velikosti amplikont véetné

referenci jsou uvedeny v tabulce €. 8.

Tabulka ¢. 8: Forward (Fw) a Reverse (Rv) sekvence primeri pro méfené geny, velikosti
amplikonu a u¢innosti gentt EF1-alpha, RPS5, Obp3, Obpl4, Obpl7, Obp21

Velikost
Gen Primer 5" >3’ amplikonu Reference
[op]
EE-.1 "W GGAGATGCTGCCATCGTTAT
aloha 153 (Lourencgo et al., 2008)
P Rv CAGCAGCGTCCTTGAAAGTT
Fw AATTATTTGGTCGCTGGAATTG
RPS5 115 (Tesovnik et al., 2017)
Rv TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA
Fw AATGCTGAGAAAGCGAGGGT _Nov¢ navrhla Dr.
Obp3 83 Skrabiova, Katedra
Rv TCGACACGTCGAAGACGTTA biochemie, PfF UP
Fw TTTGCGTTGGTGCTCTGACAA 5 nové navrhla Dr.
Obp14 117 SkrabiSova, Katedra
Rv TGCCTTCAATAACGTCATTTGCT biochemie, PtF UP
Fw TCTGCTATTTGCGTTTGCGT _Nové navrhla Dr.
Onpl17 98 Skrabisova, Katedra
Rv GCAGTGCCAATTTCTTTCATGC biochemie, PiF UP
Fw TGTGGTCAGAGAAATAGCGGA _nové navrhla Dr.
Obp21 98 SkrabiSova, Katedra

Rv TCAAATGTATGTCAGCATCAGAGA

biochemie, PiF UP
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3.2.9 Statistické vyhodnoceni

Rozdily v expresi gentt Obp3, Obpl4, Obpl7, Obp2l mezi testovanymi skupinami byly
statisticky hodnoceny t-testem prostfednictvim programti pro statistickou analyzu
(Statistica, JASP). Jako relevantni byl vysledek bran v ptipad€, kdy se hodnota ,p*
nachazela v rozmezi hladiny vyznamnosti tj. p < 0,05. Z kazdého pokusného véelstva

bylo pfipraveno 10 vzorkd, pfi¢emz kazdy vzorek vznikl z homogenatu 5 dé€lnic.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Zavadéni a optimalizace qPCR

Pii izolaci RNA z biologického materialu bylo ve vétsing piipada vzorku, dle vystupu

spektrofotometricky zmétené koncentrace, ziskano velké mnozstvi RNA. Cistota byla

urCena dle poméru absorbanci Azeo/Azso, ktera je pro RNA ~ 2 (Tabulky ¢&. 9-10).

Kontrola integrity na 1,1% agarosovém gelu vySla pro vSechny vzorky, RNA byla

intaktni. Vybrané izolované vzorky (v&elstvo 73) jsou znazornény na obr. ¢ 4. Viditelné

»bandy* zastupuji celkovou izolovanou RNA, jejiZ intaktnost je podloZena pfitomnosti
velké podjednotky rRNA 28S (2748 bp) (Macharia et al., 2015) a malé podjednotky
rRNA 18S (1854 bp) (Ward & Downie, 2005).

Obrazek €. 4: Znazoméni kontroly integrity RNA na 1,1% agarosovém gelu

Tabulka ¢. 9: Primérné hodnoty koncentrace a Cistoty RNA izolované z kontrolnich vcelstev 73,

71a69
Kontrolni veelstva (CTRL)

Vzorek Azeo/Azgo C [ng-ul'l] Azeo/Azao C [ng-ul'l] Azeo/Azgo C [ng-ul'l]
1 220 265,94 220 572,89 222 1050,85
2 219 543,88 220 729,46 220 1018,00
3 2,19 834,42 2,20 556,06 2,20 859,78
4 2,20 531,75 2,20 460,31 2,20 781,66
5 2,19 549,12 2,20 427,10 2,20 779,41
6 2,18 479,28 2,20 440,89 2,20 628,73
7 2,19 462,27 2,18 430,24 2,20 714,79
8 2,18 699,23 2,20 591,45 2,19 721,38
9 2,19 377,14 2,20 725,00 2,20 755,83
10 2,19 525,28 2,19 478,30 2,20 696,96

29



Tabulka ¢. 10: Praimémé hodnoty koncentrace a Cistoty RNA izolované z experimentalnich
veelstev 93, 113 a 92

Experimentalni vCelstva (VD)

93 113 92

Vzorek A260/A280 C [ng-pl'l] Azeo/Azgo C [ng-pl'l] Azso/Azgo C [ng'“]'l]
1 220 878,95 221 1288,05 221 962,84
2 2,20 912,94 2,21 986,94 2,21 1036,79
3 2,21 1318,93 2,20 898,38 2,20 744,32
4 2,21 910,55 2,19 666,69 2,22 782,86
) 2,20 596,59 2,21 784,01 2,21 726,43
6 2,20 962,40 2,20 910,42 2,21 935,25
7 2,19 695,43 2,20 813,01 2,21 763,09
8 2,21 757,90 2,20 820,14 2,20 668,49
9 2,20 673,46 2,21 923,74 2,21 811,02
10 2,20 619,92 2,20 772,35 2,20 652,61

Kontrola piepisu RNA do ¢cDNA (EndPoint PCR) byla provedena pomoci metody
PCR s GoTaq polymerasou a vysledky této PCR byly ovéfeny prostiednictvim
elektroforézy. Vzorky RNA testované na ptfitomnost gDNA nevykazovaly na gelu
zadny viditelny band, coz byl pozitivni vysledek. Naopak vzorky RNA piepisované
do cDNA svitily jednim jasné ohrani¢enym bandem, znacicim intaktnost cDNA. Pfi
PCR reakci s GoTaq polymerasou byl pouzit primer pro gen EF1-alpha, jehoz velikost
amplikonu ¢ita 153 bp (Lourengo et al., 2008), coz odpovida jednomu jasné

viditelnému bandu na pfiblizné trovni 150 bp dle PCR markeru, viz obrazek ¢. 5.

Obrazek ¢. 5: Kontrola produkti z EndPoint PCR na 2,5% agarosovém gelu
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Po kontrole piepisu z RNA do cDNA bylo pfistoupeno k samotné Real-Time gPCR.
Ta umoznila v redlném case stanovit na zdkladé¢ méfeni fluorescence pocet cykli, pfi
kterém byl dany tisek cDNA Vv zavislosti na mnozstvi kopii detekovan. Hranice detekce
signalu (Ct) byla pro kazdy vzorek zaznamenana a z duplikatu byl vypocitan primér.
Jeden vzorek ve skupiné VD 92 vykazoval znamky degradace a kontaminace, a tudiz byl
pied vyhodnocenim vysledkii vyjmut z analyzy. Pro pfibliznou orientaci v méfitku
vysledkl z qPCR jsou pfiloZzeny maximalni a minimalni hodnoty Ct a primérné hodnoty
exprese GOI normalizované viici HKG vcetné standartni odchylky pro kazdy gen
s ohledem na kontrolni ¢i experimentalni skupinu i na jednotliva vcelstva (tabulka ¢. 11).
Geny EF1-alpha, RPS5, Obp3, Obp14, Obpl7 a Obp21 jsou vizualizovany na obrazku ¢.
6, velikosti jejich amplikonu, jak je uvedeno v tabulce ¢.8, odpovidaji pro EF1-alpha
153 bp, pro RPS5 115 bp, pro Obp3, pro Obpl14 117, pro Obpl17 98 a pro Obp21 98.
Tabulka ¢. 11: Pocet analyzovanych vzorkti pouzitych pti vypoctu relativni genové exprese pro

dany gen, minimalni a maximalni hodnoty HKG/GOI, praimémé hodnoty HKG/GOI véetné
standardni odchylky

Obp3 Obp14 Obp17 Obp21
CTRL VD CTRL VD CTRL VD CTRL VD
Pocet
. 30 30 30 30 30 30 30 29
vzorkill
Vyfazene z 0 0 0 0 0 0 1
analyzy

Pramér 2.611 3.539 1.347 1937 0.537 0.685 1.082 1.301

Std.

1.863 1.159  0.716 0919 0.172 0.141 0.278  0.233
odchylka

Minimum  0.634 1581  0.462 0.762  0.028 0.376 0.582  0.832
Maximum  6.799 5444  3.970 4.184 1.008 0.972 1.791 1.865
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Obrazek €. 6: Vizualizace genti EF1-alpha, RPS5, Obp3, Obp14, Obpl7 a Obp21

Pro ovéteni tcinnosti PCR byla zméfena tcinnost kazdého jednotlivého primeru.
Pro toto ovéteni byla sestavena kalibra¢ni fada ze smési vzorkl. Faktor fedéni byl 2 a
vysledky Gc¢innosti primert pro geny EF1-alpha, RPS5, Obp3, Obp14, Obpl7 a Obp21
ziskané ze standardnich kfivek jsou znazornény linearni regresi logaritmické stupnice
miry signalu ,,Log Starting Quantity* (osa x) v zavislosti na cyklu amplifikace ,,Cq
(quantification cycle — cyklus kvantifikace)* (osa y). Pro stanoveni genové exprese
byla pouzita hodnota ,,slope* (pomér mezi poctem amplifikovanych molekul DNA a
zvySenim fluorescencniho signalu detekovaného v kazdém cyklu amplifikace), kterd

je uvedena pro kazdy jednotlivy gen spolu s hodnotami jejich ac¢innosti (Obr.7-12).
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Log Starting Quantity

() Standard
¥ Unknown
—— SYBR E=985.0% R"2=0.997 Slope=3.710 y-int=41.401

Obrazek ¢&. 7: Uginnost primeru EF1-alpha byla stanovena na 86,0 %

7 2 = VU S DL SO SR DS IO ]
30 ]
28 ]

o 26
24 1

¥

Log Starting Quantity

(O Standard
> Unknown
SYBR  E=88.4% R"2=0.995 Slope=-3.698 y-int=42 §15

Obazek ¢. 8: Uginnost primeru RPS5 byla stanovena na 86,4 %

Cq

Log Starting Quantity

(O  Standard
> Unknown
SYBR  E=58.4% R"2=0.993 Slope=-5.148 y-int=55.092

Obrazek ¢. 9: Uginnost primeru Obp3 byla stanovena na 56,4 %
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Log Starting Quantity

() Standard
¥ Unknown
—— SYBR E=91.1% R*2=0.980 Slope=3.557 y-int=41.575

Obrazek ¢&. 10: Uginnost primeru Obp14 byla stanovena na91,1 %

32

30

28

Cq

26

24

22

Log Starting Quantity

(Q Standard
> Unknown
—— SYBR  E=88 5% R"2=0,991 Slope=-3 633 y-int=43,078

Obrazek &. 11: Uinnost primeru Obp17 byla stanovena na 88,5 %

30
28
26
o
o
24

22

20

Log Starting Quantity

O Standard
> Unknown
—— SYBR E=058% R"2=0,092 Slope=-3 432 y-int=40 380

Obrazek ¢. 12: Uginnost primeru Obp21 byla stanovena na 95,6 %
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4.2 Stanoveni genové exprese OBP

Tato kapitola jiz zamétuje svou pozornost na vécny souhrn ziskanych vysledkt v oblasti
¢tyt vybranych genii pro OBP a pokousi se diskutovat dosazené vysledky. Z vysledkt
qPCR naméteného signalu umérné odpovidajicimu mnozstvi amplikoni zkoumanych
geni (GOI) byla jejich genova exprese normalizovana vzhledem Kk referenénim
housekeeping genum (HKG) EF-aplha a RPS5, tj. byla porovnana mira pramérné
relativni exprese kazdého zkoumaného genu s primérnou relativni expresi housekeeping
geni (HKG/GOI). Normalizované exprese byly poté statisticky vyhodnoceny, aby bylo
mozné posoudit, zda jsou vystupy dat z méfeni relevantni a lze je diskutovat s vysledky
doposud znamych praci na téma odorant vazebnych proteintli, varro6zy a stresovych
reakci véely medonosné. Dle méfeni relativni genové exprese Obp3, Obpl4, Obpl7 a
Obp21 vyslo jasn€ najevo, ze infestace roztocem V. destructor signifikantné ovliviuje
expresi vSech ¢tyt uvedenych genti.

S ohledem na vysledky Ize fict, Ze exprese vSech zkoumanych genti byla signifikantné
zvySena U experimentalni (infestované) skupiny oznacené jako ,,VD* pfi porovnani
s kontrolni skupinou oznac¢enou jako ,,CTRL* (Obr. 13-16), kde kazdy sloupec obsahuje
mnozinu tfi kontrolnich anebo tii infestovanych véelich kolonii zastoupenych 10 tj.
celkem 30 jednotlivymi vzorky Vv kazdé skuping, vyjma jednoho vzorku ze skupiny VD,
ktery béhem qPCR degradoval. Dil¢i vysledky jsou ptehledné diskutovany se soucasnou
védeckou literaturou v nésledujicich odstavcich se zamétenim na jednotlivé geny, jejichz
exprese byla pozorovana. Vysledky statistického vyhodnoceni jsou zaznamenany
Vv tabulce ¢. 12 a komentovana graficka vyobrazeni relativnich genovych expresi Obp3,
Obpl14, Obpl7 a Obp21 jsou pak znazornéna na obrazcich 13-16.

Tabulka ¢. 12: Hodnoty defini¢niho oboru (df, df = n—2; n = pocet vzorkd) a hodnoty hladiny

vyznamnosti (p) pro rozdil exprese Obp3, Obpl4, Obpl7 a Obpl7 mezi kontrolnimi a
infestovanymi koloniemi:

t-test nezavislych vzorku

Nazev genu t df p
Obp3 -2.315 58 0.024
Obpl4 2,777 58 0.007
Obp17 -3.643 58 <0.001
Obp21 -3.285 57 0.002

Pozn. studentuv t-test.
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4.2.1 Stanoveni exprese genu Obp3
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Obrazek €. 13: Exprese genu Obp3 v kontrolnich a infestovanych koloniich

V piipadé genu Obp3, ktery je exprimovan, mimo tykadla, pfiblizné ve stejném mnozstvi
napfi¢ celym télem vcely medonosné (Forét & Maleszka, 2006) doslo u infestované
skupiny (VD) ke zvySeni exprese (Obr. ¢. 13). Zda se jedna o mobilizaci imunitniho
systému ¢i vedlejsi ucinek vlivla roztoce V. destructor neni z tohoto vyzkumu ziejmé,
nicméné to nabada k SirSimu prozkoumani. Byl vSak prokazan vliv OBP3 na rozvoj
varroasenzitivniho chovani (Mondet et al., 2015) a jeho velky vyznam v ramci nervového
systému vcely medonosné (Forét & Maleszka, 2006). Mimo vyznam OBP3 v rdmci
varroasenzitivniho chovani hraje tento protein také dulezitou roli pfi hygienickém
chovani. Bylo prokazano, ze jeho zvyseni vede pravé ke zvyseni hygienického chovani

(Le Conte et al., 2011).
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4.2.2 Stanoveni exprese genu Obpl4
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Obrazek €. 14: Exprese genu Obpl4 v kontrolnich a infestovanych koloniich

Exprese Obpl4 méfena v této praci byla rovnéz zvysena (Obr. ¢. 14), podobné vysledky
byly zaznamenany pfi studiu vlivu infekce Nosema ceranae, kdy se méni exprese mnoha
proteint véetné¢ Obpl4 nebo Obp2l v zavislosti na fazi infekce (Badaoui et al., 2017).
V tomto piipadé, kdy byla vcelstva VD siln€ infestovana roztoci lze ptedpokladat
podobnou adaptaci pii expresi OBP. Z vyzkumi provedenych na vcele africké (Apis
mellifera simensis) vyplyva, ze zvysena relativni exprese genu pro OBP14 ve véelstvech
vykazujicich pfiznaky varro6zy je spojena s vyssi citlivosti véel viuci rozto€i, a dokonce
1 DWV a toto zvySeni exprese tudiz vede ke zlepSeni hygienického chovani, kdy je
jednodussi roztoce ve véelstvu detekovat a zbavit se jej (Gebremedhn et al., 2023). Nutno
vSak podotknout, ze rozdily mezi fyziologickou odpovédi organismu v ramci druhu se
mohou lisit, coz plati i pro diskutovanou vcelu africkou ve srovnani se vcelou

medonosnou, na které byl proveden vyzkum.
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HKG/GOI

4.2.3 Stanoveni exprese genu Obpl7
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Obrazek ¢. 15: Exprese genu Obpl7 v kontrolnich a infestovanych koloniich

Exprese genu Obp17 byla ve vsech infestovanych koloniich vyrazné zvysena (Obr. €. 15),
coz by mohlo vést k hypotéze, ze se OBP17 né¢jakym zpiisobem podili na imunitni reakci
organismu vuci patogentim. Stimulujici vliv na vyssi expresi mnoha gent kodujicich Sirsi
spektrum proteinti Gcastnicich se kaskady imunitnich reakci vcetné genu Obpl7 bylo
prokazano pii studiu vlivu bakterialni infekce zpisobené Escherichia coli v hlave vcely
medonosné (Scharlaken et al., 2008), coz podporuje hypotézu o roli OBP17 v imunitnim
systému v¢ely. Zapojeni téchto proteinti z oblasti smyslového vnimani v imunitnich a
obrannych reakcich prameni z v§eobecného predpokladu, kdy hmyzi imunitni i nervovy
systém hmyzu kooperuji na podobném principu, jako tomu je u vyssich organismi pii

snaze odstranit z organismu patogenni Cinitele (Ader et al., 1995).
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4.2.4 Stanoveni exprese genu Obp21
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Obrazek €. 16: Exprese genu Obp21 v kontrolnich a infestovanych koloniich

OBP21 hraje velmi duleZitou roli v chemické komunikaci v¢el. Zména v jeho expresi
byla pozorovana napf. pii vystaveni véel toxickym téinkam insekticidu thiametoxamu,
kde bylo pozorovano pro zménu snizeni jeho exprese, coz se oproti vliviim, které expresi
OBP zvysuji, projevilo jako negativni ve smyslu ovlivnéni fyziologickych procesu véetné
vyvoje (Teng-Fei et al., 2017). V ptipadé této zavérecné prace byla vSak jeho exprese
zvysena (Obr. €. 16), coz znamend, Ze chemosenzorické schopnosti v¢el jsou rovnéz
zesileny. Toto porovnani ukazuje na zpiisoby, jakymi véely reaguji na stresové faktory,
Vv piipadé infestace rozto¢i je indukovana snaha zvysit citlivost poplasnych systému a
vede to ke zvySeni exprese s tim spojenych proteinii, naopak stres vyvolany t¢inkem
insekticidu nemohl byt véelou rozpoznan v podobném stylu a toxicita insekticidu
néjakym jinym zplsobem naruSila biochemické a molekularné-biologické pochody
organismu. Vzhledem k o¢ekavani opa¢ného vysledku exprese Obp21 je toto prekvapiva
informace, nebot’ by se dalo Cekat, Ze se rozto¢ bude snaZzit oslabit smyslové soustavy

véely, aby tim tak zabranil rozvoji hygienického chovani. Je také mozné, ze netrpi-li
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véelstvo jinymi onemocnénimi, jako jsou virdzy ¢i bakteridlni infekce, je schopné

indukovat vyssi expresi nékterych proteini vedoucich k hygienickému chovani.

4.2.5 Potencialni vliv jinych stresort na expresi OBP

Potvrzeni, zda vcelstva nebyla nakaZena viry ¢i bakteriemi, které jak je vySe uvedeno
rovnéz ovliviwuji expresi OBP, vsak nebyla ziskana, coz by ale v pfipad¢ potvrzeni, zda
byla néktera vcelstva infikovana virem deformovanych kiidel, mohlo poskytnout
mnohem objektivnéjsi pohled, nebot’ je znam symbioticky vztah DWV a V. destructor
v ramci jejich spolecného Sifeni (Di Prisco et al., 2016), a tudiz je tato uvaha spise

ukazatelem sméru dal§iho vyzkumu.
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5 ZAVER
Smyslem této bakalarské prace bylo shromazdit zakladni poznatky o OBP a seznamit jeji
¢tenate bliZe s jejich nezastupitelnou funkci v rdmci fyziologie organismt.

Pficemz bylo dosaZeno téchto vysledki:

1) Vypracovani literarni reSerSe o struktuie a funkci OBP hmyzu, zejména vcely
medonosné. Vypracovani literarni reSerSe o podobnosti OBP hmyzu s OBP

obratlovcen.

Byly komentovany odliSnosti a podobnosti ve struktufe OBP hmyzu a obratlovci,

pticemz podstatou srovnani je diikaz konvergentniho vyvoje OBP.

2) Byla diskutovana spojitost mezi imunitnimi reakcemi véely medonosné a OBP, role
OBP v ramci vceli kolonie a zpracovana literarni reSerSe o molekularné-biologické a

biochemické podstate OBP.

Ze studii zabyvajicich se OBP bylo prokazano, Ze jejich role se neomezuje pouze na
zprostiedkovani pachové informace, ale tyto proteiny se rovnéz podileji na imunitnich
reakcich nebo téz na fungovani centralni nervové soustavy véely medonosné a ostatnich

zastupci hmyzu.

3) Vypracovani literarni reSerSe o metodach studia a vyuziti odorant vazebnych

proteintl.

Pro studium OBP lze vyuZit mnoha metod, z nichZ byla vyuZita metoda stanoveni
genoveé exprese. Vzhledem k vyjimecné stabilité OBP a jejich velmi vysoké citlivosti pfi
detekci rtiznorodych semiochemikalie se jevi jako atraktivni jejich vyuziti pfi syntéze

biosenzoru na bazi OBP.

4) Vramci praktické casti byla zavedena a optimalizovana metoda pro stanoveni

genove exprese OBP.

Pro studium OBP byla vyuzita metoda izolace RNA s RT-qPCR a z vysledki byla
stanovena relativni genova exprese Obp3, Obp14, Obpl17 a Obp21
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5) Vysledky meéfeni realnych vzorkd siln€ infestovanych vcel byly statisticky

vyhodnoceny a vzaty do kontextu se soucasnymi poznatky o OBP.

Z vysledki této prace i praci zaméfenych na OBP ve spojitosti se stresovymi
faktory vyplyva, Ze infestace roztocem V. destructor signifikantné zvySuje expresi

vSech Ctyf zkoumanych genti kodujicich OBP.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

7TMs — 7-transmembranové receptory
ABP — tykadlové vazebné proteiny
ABPV — virus akutni v¢eli paralyzy
AFB — mor v¢eliho plodu
ASP — tykadlové specifické proteiny
BLAST — Zéakladni nastroj pro lokalizaci porovnani sekvenci
BQCV - virus ¢ernani matec¢nikt
BS — vazebny roztok
CSP — chemosenzorick(y/€) protein(y)
CTRL - kontrolni skupina
DWYV - virus deformovanych kiidel
EAG - elektroantenografie
EST — znacky exprimovanych sekvenci
GOBP — obecné odorant vazebné proteiny
GOl — gen zajmu
HKG — provozni gen
KBV — Kashmir bee virus
LBP — lyzacni pufr
NCBI — National Center for Biotechnology Information (Narodni centrum pro
biotechnologické informace)
OBP — odorant vazebn(y/¢) protein(y)
Obp — gen kodujici OBP
ORs — olfaktorické receptory
PBP — feromony vazajici proteiny
gPCR — kvantitativni polymerasova fetézova reakce
Real-Time PCR — polymerasova fetézova reakce v realném Case
RT — reverzni transkripce
SBV — virus pytlickovitosti plodu
STS — sekven¢éné znacené misto
TAP — tandemova afinitni purifikace
TEV — virus tabakového leptani
VD — experimentalni skupina
WB — promyvaci pufr
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