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ANNOTATION

This master thesis aimed to investigate the effects of honeybee venom and venom of the
parasitoid wasp Habrobracon hebetor on the physiological characteristics of the honeybees
Apis mellifera. The study compared the effects of the two venoms on various parameters.
These involved measuring the levels of nutrients (carbohydrates, lipids) in hemolymph, the
level and expression of adipokinetic hormone in the central nervous system, oxidative stress
(in the gut, fat body), and the composition of honeybee venom of the worker honeybees A.
mellifera. Furthermore, muscle structure was examined using transmission electron
microscopy (TEM). The venoms were injected into the honeybee‘s body and the
characteristics mentioned above were measured 24 hours after venom application. The results
showed that the effects of H. hebetor venom on the nutrient levels in hemolymph varied — the
levels of carbohydrates and lipids decreased and increased depending on the dose applied. The
levels and expression of adipokinetic hormone in the central nervous system were reduced in
both cases. Both venoms affected the composition of the venom but in different ways. The
activity of oxidative stress enzymes was also affected by both venoms, where significant
differences could be observed. The H. hebetor venom caused damage to the myofibril

structure, while bee venom appeared to have no major effect on myofibrils.
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1 UVOD

Definovat pojem stres neni jednoduché, jelikoz se jeho definice méni s thlem pohledu, pod
kterym na né&j nahlizime. Obecné miizeme fici, Ze stres lze chapat jako celkovou reakci
organismu na jakoukoli zménu (tzv. stresor), kterd mize organismus ohrozit, a proto vyzaduje
jeho ptizptsobeni ¢i odpoved’. Télo organismu reaguje na tyto zmeény pomoci fyziologickych,
imunitnich, behavioralnich nebo emociondlnich antistresovych reakci a snazi se ptusobeni
stresoru co nejrychleji zastavit nebo ho alespon omezit. Stres je tedy univerzalni reakce, bez
které organismus nemuze piezit (Cohen a kol., 2016). Pfirodni toxiny jsou vyznamnymi
stresory narusujici homeostdzu a zplsobujici tak biologicky stres v téle organismu. Jejich
vyzkum je zésadni pro pochopeni jejich U¢inkd na lidsky organismus a také z hlediska

potencialniho vyuZiti jejich jednotlivych slozek v oblasti vyvoje 1éCiv.

1.1 BIOLOGICKY STRES

Jako prvni definoval stres v roce 1936 kanadsky endokrinolog madarského piivodu Hans
Selye a to jako nespecifickou reakci téla na jakykoliv nezadouci podnét (Fink, 2009). Dilezité
je, vSimnout si zde pojmu ,,nespecifickou®. Hans Selye totiz predpokladal, ze jakdkoliv zména
prostfedi vyvola v organismu stejnou antistresovou reakci, bez ohledu na to, jaky stresor tuto
reakci zplsobi. Tuto odpovéd organismu na stres proto nazval jako ,,Obecny adaptacni
syndrom* (GAS — general adaptive syndrome). Ten rozdé¢lil do ti fazi — na fazi poplachovou,
adaptacni a na fazi vyCerpani. V poplachové fazi dochazi k okamzité odpovédi nazyvané
,»fight or flight*. Nasleduje adaptacni faze, kdy se organismus snazi minimalizovat dopady
stresoru a jeho pusobeni kompenzovat. Pokud plisobeni stresoru pietrvava prichazi faze
vyCerpani, kdy dochazi k selhani adaptacnich mechanismi a organismus jiz neni schopen
udrZet optimalni fyziologické funkce. V extrémnich ptipadech pak mize dojit i ke jeho smrti.
Hans Selye vedle terminu samotného stresu zavedl také pojmy eustres a disstres. Eustresem
oznacil pozitivni z4téz stimulujici jedince k lepSim a vy$$im vykonim. Naopak distressem

rozumime nadmérnou zatéz, kterd jedince poskozuje.

Biologicky koncept stresu byl poprvé zkouman u savct. Jak je vyse uvedeno, reakce na stres
byla popséna jako ,,Obecny adaptacni syndrom", ktery predstavuje soubor antistresovych

fyziologickych reakei na rtiznorodé skodlivé podnéty. Fyziologické mechanismy stresu u



savcl byly pak podrobné zkoumany prostiednictvim riiznych behavioralnich a fyziologickych
studii. Jednim z hlavnich prvkil antistresové reakéni drahy savel je endokrinni a nervova
soustava, konkrétn¢ se jednd o sympato-adreno-meduldrni osu (SAM) a hypothalamo-

hypofyzarné-adrenalni osu (HPA).

V poslednich letech jsou antistresové fyziologické reakce studovany také u hmyzu. Studie se
zabyvaji pfredevSim biogennimi aminy jako jsou oktopamin, dopamin a histamin, dale
neuropeptidy jako allatostatin a korazonin a metabolickymi hormony, znichz je
nejvyznamnéj$i adipokineticky hormon (Even et al., 2012). Vyzkum fyziologickych reakci
hmyzu vyvolanych stresory je klicovy hned z nékolika diivodui. Zejména proto, Ze tyto reakce
napadné odréazeji reakce pozorované u savci, véetné ¢lovéka. Tato skutecnost tak umoziuje
védcim vyuzivat hmyz jako modelovy organismu a poskytuje tak moznost zkoumani
zakladnich fyziologickych procest v téle a potencidl pro vyuziti ziskanych informaci napfi¢
riznymi zivo€iSnymi druhy (Kumar a Flatt, 2013). Hmyz se svymi piistupnéjSimi
fyziologickymi systémy poskytuje jedinecnou moznost detailné zkoumat mechanismy
neuroendokrinni reakce, zmény v chovani, zmény metabolismu a imunitniho systému jako na
ukazatele stresu (Adamo, 2014). Toto studium antistresovych reakci je kli¢ové pro pochopeni
ucinkd stresu na organismu od zmén zpisobenych na molekularni irovni az po zmény tykajici
se chovani organismu. Krom¢ toho méa pochopeni antistresovych reakci hmyzu i prakticky

vyznam pro ekologii, zemé&d¢lstvi a dalsi oblasti.

1.2 STRESORY

Jak jiz bylo vyse zminéno, stresor ptredstavuje jakykoliv faktor nebo podnét ohrozujici
homeostazu organismu. Stresory lze rozliSovat na externi (vlivy vné&jSiho prostfedi) nebo
interni (onemocnéni, zranéni). Mezi stresory patii fyzikalni podnéty (teplota, zafeni, hluk,
vibrace atd.), chemické podnéty (I1€ky, pesticidy, kovy, smog, abnormalni koncentrace kysliku
atd.) a fyziologické podnéty (nemoci, zranéni, starnuti, zancty atd.), jez naruSuji funkéni

homeostazu organismu a vyvoldvaji antistresovou reakci (Kodrik a kol., 2015).



1.2.1 Zivo&isné jedy jako stresory

Jedovata zvitata jsou pro ¢loveéka jiz po mnoho let pfedmétem zdjmu, a to nejen kvili
nebezpeci, které predstavuji, ale i kvili moznosti vyuziti i€¢inkt jejich jedu v oblasti mediciny.
Zvlastni zajem je predevsim spojen s biologickou aktivitou proteinti izolovanych z jedu vcel

(melittin, apamina a tertiapin) a sr$iii (mastoparan a bradykinin) (Moreno, 2015).

Zviteci jedy predstavuji biologické stresory, které mohou ovlivnit fyziologii a chovani
zasazenych organismu. Tyto pfirodni toxiny, slouzici jako obranné nebo utocné mechanismy,
se skladaji z riznych bioaktivnich slozek (proteint (enzymt), peptidd, amint a dalSich), které
mohou narusit homeostazu organismu a vyvolat antistresovou reakci. V angli¢tiné jsou
rozliSovany terminy ,,poison® a ,,venom®. Rozdil mezi nimi spo¢iva v tom, jakym zplisobem
se jedy dostavaji do kontaktu s obéti. ,,Poisons™ jsou vytvareny specidlnimi buiikami nebo
tkanémi, ptipadné ziskavany z potravy, a jsou toxické pii poziti nebo dotyku s jedovatym
tvorem. ,,Venoms* jsou produkovany tkanémi nebo organy (jedové zlazy) a jsou do koftisti
vstiikovany prostfednictvim specializovanych aparatt jako jsou naptiklad zuby nebo zihadla

(Fox a Serrano, 2007).

Vyzkum tykajici se zivoc¢isnych jedu je dilezity z hlediska jejich komplexniho slozeni a
potencidlnimu vyuziti v oblasti biomedicinského vyzkumu a vyvoje novych 1é¢iv. Studium
jedi odhaluje rovnovahu mezi zptisobenim okamzitého fyziologického stresu a dlouhotrvajici
obranou antistresovou reakci. Jinak feceno, nabizi pohled na evolu¢ni ,,zadvody* mezi
jedovatymi druhy a jejich kofisti nebo predatory. Porozuméni témto ptirodnim stresoriim také
otevird moznosti novym biomedicinskym vyzkumiim, kde by poznani jednotlivych slozek
zivocisnych jedd mohlo rozsitit vyuziti téchto latek pro terapeutické ucely, zejména pii 16Cbé
bolesti nebo v oblasti imunologie (Fry a kol., 2009). Tato myslenka neni zddnou novinkou,
jelikoz nékteré slozky jedit jsou jiz dnes vyuzivany pii vyvoji novych 1é¢iv uzivanych
napfiiklad pii 1écbé hypertenze, chronické bolesti a onemocnénich srdce (Kini, 2017; Casewell
akol, 2013). Na jedy lze tak pohliZzet dvéma uhly pohledu. A to jako na latky, které biologicky
stres vyvolavaji nebo naopak jako na latky, které biologicky stres dokazi v nizkych

koncentracich u¢inn¢ potlacovat.



1.2.1.1 Jed vcely medonosné (Apis mellifera)

Véely, stejné jako dalsi Hymenoptera, maji zihadlovy mechanismus obsahujici jed, ktery je
pouzivan jako ucinna Uto¢na a/nebo obrannd chemicka zbran (Weyda a Kodrik, 2020). Mezi
aktivni slozky ptitomné ve vcelim jedu, odpovidajici za jeho toxické ucinky, patii peptidy
(melittin, apamin, tertiapin, denaturacni peptid Zirnych bunck), enzymy (fosfolipaza A2,
hyaluronidéza), a dal$i aminokyseliny. Kromé toho vceli jed obsahuje i nizkomolekuldrni
organické latky, a to konkrétn¢ histamin, dopamin a noradrenalin (Banks, 1986). Toxiny
véeliho jedu vyvoléavaji v téle obéti fadu fyziologickych a biochemickych reakci. Tyto reakce
Casto probihaji v kaskadach nebo pozitivnich zpétnovazebnich smyckach, zvysuji celkovy
ucinek jedu a vykazuji klasické ptiznaky v misté vpichu, konkrétné bolest, otok, zarudnuti,
svédéni nebo jiné fyziologické reakce v celém téle (Fletcher a Jiang, 1993; Calixto a kol.,

2003).

Melittin, polypeptid skladajici se z26 aminokyselin, je hlavni slozkou vceliho jedu a
predstavuje priblizné 50 % jeho susSiny. Tento peptid je syntetizovan ve vceli jedové zlaze ve
form¢ inaktivovaného prekurzoru nazyvaného ,,prepromelittin®, ktery se skladd ze 70
aminokyselin (Habermann, 1972). K syntéze samotného melittinu dochdzi b&hem
n¢kolikastupnového procesu, ktery dava vzniknout peptidu s hydrofobnim N-koncem a
hydrofilnim C-koncem. Toxicita melittinu spociva v jeho schopnosti vazat se na
fosfolipidovou dvojvrstvu bunék a vytvaret v ni pory. Dalsi funkei melittinu je aktivace
ostatnich enzymu pfitomnych ve vcelim jedu, naptiklad fosfolipazy A2, kterd Stépi dalsi
fosfolipidy a napomaha tak k destrukci bun¢k (Lubawy a kol., 2019). Pasobeni melittinu v
mist¢ bodnuti iniciuje zanétlivou reakci a signalizuje télu, aby uvolnilo histamin a dalsi
zangtlivé medidtory z zirnych bunék. Uvoliovani histaminu ma za nasledek vazodilataci a
zvySenou propustnost krevnich cév, coz vede k zarudnuti, otoku a horkosti, kterou Ize po
vcelim bodnuti Casto pozorovat. Intenzivni bolest spojend s bodnutim je ¢astecné zptisobena
schopnosti melittinu ptimo aktivovat receptory bolesti, jez vysilaji signaly bolesti do mozku
(Palm, 1993). Kromé své cytolytické aktivity se ukdzalo, ze melittin méd v nizkych
moznosti pti 1é¢bé stavil, jako jsou revmatoidni artritida a rizné bakterialni infekce (Dempsey,
1990; Kwon a kol., 2002; Son a kol., 2007). Déle se také ukazuje, ze by melittin a jeho analogy

mohly hrat zasadni roli v 1é¢bé rakoviny. Vyzkumy se konkrétn¢ zamétuji na vliv melittinu



na regulaci bunééné apoptdzy a faktory, jez zptisobuji apoptdzu u riznych typa rakoviny,

vcetné rakoviny prsu, vajecniki, prostaty a plic (Pandey a kol, 2023).

Jak jiz bylo vySe zminéno, vceli jed obsahuje i malé mnozstvi vitellogeninu. Vitellogenin je
glykoprotein hrajici klicovou roli v reprodukci vejcorodych zivocichti, konkrétné slouzi jako
primarni prekurzor Zloutku. Tento protein, ktery se vyskytuje ve velké mife u ryb,
obojzivelniki, plazi, ptakti a hmyzu, je u vyssich zivocichl syntetizovan primarné v jatrech
dospélych samic v reakci na stimulaci estrogeny. Nasledné je vylucovan do krevniho feciste a
transportovan do vaje¢nikd, kde je ptijiman vyvijejicimi se oocyty. V oocytech se vitellogenin
zpracovava na proteiny zloutku, které poskytuji zékladni ziviny pro vyvijejici se embryo.
Vyzkumy vSak ukazaly, funkce vitellogeninu v téle zivocichti nesouvisi pouze s reprodukei
(Amdam a kol., 2005; Seehuus a kol., 2006). U vc¢el medonosnych (4. mellifera) ma
vitellogenin né€kolik zasadnich funkci, jez pfesahuji jeho primérni funkci jako prekurzorovy
protein zloutku. Vitellogenin je u vcel syntetizovan v tukovém téle a ovliviiuje délku zivota
vcel, odolnost vici stresu a také jejich socialni roli v tlu. Jeho antioxida¢ni vlastnosti pomahayji
snizovat oxidativni stres, ¢imz prodluzuji zivotnost vcelich délnic a potencialné zlepSuji
celkové zdravi veelstva (Amdam a kol., 2005; Seehuus a kol., 2006). Funkce vitellogeninu ve
vcéelim jedu neni piesné objasnéna. Nicméng, nékteré studie naznacuji, Ze by vitellogenin ve
véelim jedu mohl hrat roli ve spusténi a stimulaci alergické reakce obéti po véelim bodnuti

(Blank a kol., 2013).

1.2.1.2 Jed lumcika skladistniho (Habrobracon hebetor)

H. hebetor neboli lumcik skladiStni (Hymenoptera: Braconidae), je mala ektoparasitoidni
vosicka, jez jako hostitele vyuziva primarné larvy zivocichtl z tadu Lepidoptera. Tento druh
parazituje nejCastéji na motylich druzich Ephestia kuehniella, Plodia interpunctella,
Ectomyelois ceratonieae a Galleria mellonella. Larvy jsou Upln¢ a nevratné paralyzovany a
nasledné slouZi jako ,,zivouci konzerva“ pro larvy vosicky, které se po vylihnuti z vaji¢ek dale
vyviji na hostitelské kutikule (Borzoui et al., 2016). Studium vosicky H. hebetor neni
zajimavé jen z hlediska slozeni a ucinkl jejiho jedu, ale 1 z hlediska jejiho dalsiho vyuziti

v oblasti alternativnich pfistupt k zemédélstvi (Ueno a Ueno, 2007).

Jed vosic¢ky H. hebetor je predmétem mnoha vyzkumi. Tento jed, jez tvoii pouze samicky,

wrwe
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receptord na presynaptické membrané nervosvalového spojeni, konkrétné se nejspise jedné o
inhibici glutamatové signalni drahy (Pennacchio a Strand, 2006). Bylo zjisténo, ze dal$im
ucinkem tohoto jede je potlaceni bunécné a humoralni imunity organismu (Pennacchio a kol.,
2014). V poslednich letech byl analyzovan transkriptom samicich jedovych zlaz a byly
identifikovany kodujici oblasti proteinti pro kalretikulin, venom acid phosphatase Acph-1-like
protein a argininkindzu (Manzoor a kol., 2016). Podobné¢ byl transkriptom jedové zlazy
analyzovan 1 bioinformaticky. Zde doslo k odhaleni fady bioaktivnich geni, jez také souvisi
s potladenim imunity (Hussain a kol, 2019). Uplné sloZeni jedu a jeho funkéni mechanismy

vsak stale nejsou zcela znamy.

1.3 ANTISTRESOVE REAKCE

Je-li organismus vystaven plisobeni né¢jakého stresoru, jeho odpovedi na tento stresor je tzv.
antistresova reakce. Tato reakce miize probihat na riiznych trovnich: na molekulérni, bunééné,
fyziologické, ekologické nebo socidlni. Antistresové reakce aktivuji katabolické procesy v téle
a zaroven tlumi procesy, které nejsou okamzit¢ spojeny s piezitim. Jsou to vysoce
konzervativni reakce, které probihaji u vétSiny taxonll obratlovci véetné lidi jednotné (Mostl

a Palme, 2002).

U savct jsou antistresové reakce kontrolovany dvéma hlavnimi stresovymi osami, sympato-
adreno-medularni osou (SAM) a hypotalamo-hypofyzou-adrenélni osou (HPA). U hmyzu je
tomu velmi podobné. Pokud je organismus vystaven vlivu stresoru, z centralniho nervového
systému se uvolnuji latky jako jsou oktopamin a dopamin. Tyto latky jsou strukturalné
pribuzné adrenalinu a noradrenalinu, které mtizeme najit praveé u savct a hraji u nich podobné
fyziologické role. K uvoliiovani téchto latek dochazi velmi rychle po zacatku ptsobeni
stresoru. Nasledné jsou z centralni nervové soustavy uvoliiovany adipokinetické hormony

(AKH) z endokrinnich zl4z corpora cardiaca.

1.3.1 Adipokinetické hormony (AKH)

Intenzivni vyzkum endokrinnich a nervovych systémi hmyzu v poslednich né€kolika
desetiletich odhalil struktury stovek neuropeptidu, které fidi prakticky vSechny aspekty zivota

hmyzu. Metabolismus a zejména uvoliiovani energie je jsou fizeny adipokinetickymi hormony
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(AKHs), které jsou syntetizovany, skladovany a uvolnovany neurosekreénimi bunikami z

corpora cardiaca (CC), neuroendokrinni zlazy spojené s mozkem.

Adipokinetické hormony (AKH) fadime mezi hormony s pleiotropnim ucfinkem. Tyto
hormony ovliviluji vtéle hmyzu rizné fyziologické procesy jako metabolismus,
rozmnozovani, pfijem potravy a traveni, srdecni ¢innost a imunitni reakce (Kodrik, 2008).
Dnes je znamo jiz asi 100 forem téchto hormont vyskytujicich se u vSech vyznamnych tadt
hmyzu. Rozdil v jednotlivych formach spociva ve sloZeni a umisténi aminokyselin v jejich
struktutfe. U nékterych druhti hmyzu se vyskytuji dva nebo dokonce tfi AKH, pro¢ tomu tak
je, neni ale uspokojivé vysvétleno. Adipokinetické hormony patii do rodiny peptidi
AKH/RPCH (rodina adipokinetickych hormont/hormonti koncentrujicich ¢erveny pigment) a
skladaji z 8 az 10 aminokyselin. Pro uplnost zde uvadim jedinou vyjimku, jez ptredstavuje

AKH Vanessa cardui, ktery obsahuje 11 aminokyselin (Kollisch a kol., 2000).

Obecné plati, ze hlavni role adipokinetickych hormonti spo¢ivd v fizeni energetického
metabolismu hmyzu. Jak je jiz vySe zminéno, AKH jsou ve svych funkcich pleiotropni a
kromé& metabolické tilohy plni i mnoho dal$ich roli. Obecné plati, ze AKH ptsobi jako typické
antistresové hormony. AKH mobilizuji energetické zasoby lipidi, sacharidii a aminokyselin
tim, Ze stimuluji katabolické reakce k ziskani energie. Soucasné AKH inhibuji syntetické
reakce, mobilizovand energie je tak vyuzivana k eliminaci hrozicich stresovych situaci a neni
plytvana reakcemi, které v takovych situacich nejsou dilezité. Po téchto zakladnich
antistresovych reakcich nésleduje stimulace dalsi fyziologickych antistresovych reakei, které
zahrnuji stimulaci srde¢niho tepu a celkové lokomoce, zesileni imunitnich odpovédi, aktivaci
antioxidativnich mechanismtl, zvySeni piijmu potravy a posileni traveni (Kodrik a kol., 2015;

Vinokurov a kol., 2014).

U vcely medonosné (4. mellifera) mizeme najit pouze jedinou formu adipokinetického
hormonu. Hormon, ktery je slozen z deviti aminokyselin v podobé — pGlu-Leu-Thr-Phe- Thr-
Ser-Ser-Trp-Gly-NH2 je oznacovan jako Schgr-AKH-II (poprvé objeven u Schistocerca
gregaria (Gide a kol., 1986; Marchal a kol., 2018).



1.3.2 Biogenni aminy

Biogenni aminy, jako naptiklad oktopamin nebo dopamin, jsou dilezitou soucasti
antistresovych reakci hmyzu. Tyto latky funguji analogickym zptsobem jako sav¢i adrenalin
a noradrenalin. V nervovém systému hmyzu jsou uvoliiovany do hemolymfy jako pfima
odpovéd’ na pisobici stresory a jsou kritickou soucasti pro vytvareni behaviordlnich a
fyziologickych antistresovych reakci vedoucich k co nejrychlejSimu obnoveni homeostazi
(Gruntenko a kol., 2016). Oktopamin ptsobi jako primarni stresovy signdl, zvySuje srde¢ni
frekvenci hmyzu a pfipravuje ho na rychly pohyb, podobné jako je tomu u sav¢iho adrenalinu
(Roeder, 1999). Dopamin hraje klicovou roli ve vytvareni stresem ovlivnéného chovani jako
je hledani potravy nebo vyhybani se predatorim (Mustard a kol., 2005). Ukazuje se, Ze
biogenni aminy nejsou pro hmyz diilezité jen z hlediska okamzité antistresové reakce, ale také
pro adaptaci hmyzu na chronicky stres, jez mize ovlivnit jejich chovani i z dlouhodobégjsiho

hlediska (Long a Murdock, 2020).



2 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo sledovat biochemické a fyziologické obranné reakce v téle
vcely medonosné (4. mellifera) po aplikaci vlastniho jedu a jedu lumcika skladiStniho
(H. hebetor). Jelikoz maji jedy zcela odlisSny mechanismus ucinku, pfedpokladalo se, Ze jejich
aplikace bude mit na organismus véely rozdilny vliv. Prace zahrnovala ovéteni hypotézy o

predpokladanych zménach v:

1. Mnozstvi zivin (glycidy, lipidy) v hemolymf€ po aplikaci jedu z lum¢ika skladistniho
2. Hlading a expresi AKH (adipokineticky hormon) v CNS

3. Hladiné¢ markeri oxidativniho stresu (kataldza, superoxid dismutaza, glutathion-S-

transferaza, TAA)

4. Slozeni véeliho jedu (hladina melittinu, hladina vitellogeninu)

Prace byla doplnéna analyzou mikrostrukturdlnich zmén ve svalovych buiikach pomoci

transmisni elektronové mikroskopie.



3 MATERIALY A METODIKA

3.1 Vdiela medonosna jako modelovy organismus

V této praci byly jako modelovy organismus pouzity vcely (4. mellifera) ze vcelnice
Biologického centra AVCR v Ceskych Budgjovicich. Konkrétné se jednalo o délnice

neurcitého stafi, generace zimnich vcel.

3.2 Chov lumdéika skladi$tniho
Lumcici skladistni (H. hebetor) byly chovani v termostatu pii 25 °C s fotoperiodou 18/6
(dlouhy den). Jako hostitel byly uzivany housenky Ephestia kuehniella.

3.3 Ziskani a aplikace jedu véely medonosné a luméika skladiStniho

Veli jed byl ziskan darem v ramci spoluprace s Katedrou biochemie Ptirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci. Jed lumcika skladistniho byl ziskdn z jedovych vackd,

které vypitvany piimo do Ringerova fyziologického roztoku. Jedy byly uchovavany v -80 °C.

Jedy byly aplikovany injekéné in vivo piimo do téla pokusnych vcel v davkach odpovidajicich
7,1 pg melittinu u vceliho jedu a 0,1 pg proteint u jedu lumcika skladistniho. Jed byl fedén
Ringerovym roztokem na objem 2 pl. Doba ptlisobeni jedt byla 24 hodin. Kontrolni skupiny
tvorily veely oSetfené 2 ul Ringerova roztoku.

3.4 Stanoveni mnoZstvi Zivin
Mnozstvi zivin (glycidy, lipidy) bylo méfeno v hemolymf€, jez byla odebrana 24 hodin po
aplikaci jedu lumcika skladistniho. Hemolymfa byla uchovavana v -80 °C.

3.4.1 Glycidy

Mnozstvi glycidi v hemolymfé€ bylo staveno pomoci testu pro stanoveni glycidi dle prace

Carol a kol. (1956).
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Reagencie:

=  Anthron (Sigma Aldrich)
= 70% H2SO4

Postup:

Nejprve bylo 0,5 pl hemolymfy natfedéno ve 400 ul H>O. Z tohoto roztoku bylo odebrano
40 ul (tedy ekvivalent 0,05 pl hemolymfy) a smichano s 230 pl anthronové reagens
(pozn. 150 mg anthronu ve 100 ml 70% H2SO4). Jako blank bylo pouzito 40 ul vody a 230 pl
anthronové reagens. Vzorky byly inkubovany 8 minut pfi 100 °C. Nasledné bylo pfeneseno
200 pl kazdého vzorku do jamek mikrodesticky. Pomoci ELISA readeru (Molecular Devices)
byla méfena absorbance pii vlnové délce 620 nm. Vysledky byly vyhodnoceny podle
kalibra¢ni kiivky gluk6zy pohybujici se v rozmezi 0,45-14.,4 pg glukozy.

3.42 Lipidy

Mnozstvi lipid v hemolym{f€ bylo staveno pomoci testu pro stanoveni lipidt dle prace Kodrik

a kol. (2000).

Reagencie:

= 06% H>SO4
* Vanilin (Sigma Aldrich)
= H3POq4

Postup:

Do 100 pl 96% H2SO4 byl ptidan 1 pl hemolymty. Jako blank bylo pouzito 100 pl 96% H2SOa.
Vzorky byly nésledné inkubovany 10 minut pfi 100 °C. Po vychladnuti byl ke vzorkiim ptidan
1 ml fosfovanilinové reagens (1,98 g vanilinu na 668 ml H3POs), vzorky byly prudce
promichany, nechany 30 minut pfi pokojové teploté a poté bylo 200 ul vzorku naneseno do
jamek mikrodesticky. Nasledn€ byla méfena absorbance pomoci ELISA readeru (Molecular
Devices) pfi vinové délce 546 nm. Pro vyhodnoceni vysledkl byla pouzita kalibracni kiivka

kyseliny olejové v rozmezi 1,412- 56,5 pg kyseliny olejové.
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3.5 Imunologické stanoveni hladiny AKH v CNS a toxinii ve v€elim jedu

K ziskéni adipokinetického hormonu (Schgr-AKH-II) byl v Ringerové roztoku vypitvan
mozek vcely spolu s endokrinni zldzou corpora cardiaca. Adipokineticky hormon byl
extrahovan z tkané 80% metanolem, ktery byl nasledné odparen pomoci vakuové centrifugy.

Odparek byl uschovan v -80 °C do dalsiho pouziti.

K ziskani v¢eliho jedu byly v Ringerové roztoku pitvany jedové vacky spolecné s jedovou

zlazou. Vzorky byly nasledné centrifugovany a uschovany v -80 °C do dal$iho pouziti.
Reagencie:

= 80% methanol

= Aplikacni pufr — 0,424 g Na,COs + 0,504 g NaHCO3 na 100 ml dH>O, pH 9,6

*  Promyvaci pufr — 10mM PBS (zasobni roztok NaH2PO4 - 12 H20, KH2PO4, fedéni
1:9) + 0,1 ml Tween na 100 ml 10mM PBS, pH 7,5

= Blokovaci pufr — 1 g Skim milk Powder (Sigma-Aldrich) na 20 ml promyvaciho pufru

=  Substrat Sigma T444 (3 3°5 5°- tetramethylbenzidine)

= 0,5M H2SO4 (PENTA, 20450-12500)

3.5.1 Stanoveni hladiny AKH v CNS

Protilatky:

* Primarni protilatka: Rabbit anti-Schgr AKH II antisérum (Pineda — Berlin, Némecko)
= Sekundérni protilatka: HRP (Horseradish peroxidase) Goat anti-rabbit IgG antisérum
(ThermoFisher Scientific, MA, USA)

Postup:

Vzorky obsahujici CNS byly rozpustény ve 100 pl aplika¢niho pufru pomoci vani¢kového
sonikatoru a pieneseny do jamek mikrodesti¢ky. Jako blank bylo pouzito 100 pl aplika¢niho
pufru. Ke vzorklim byla na desticku ptidana i kalibra¢ni ktivka, jako standard byl pouzit
hormon Schgr-AKH II. Desticka byla inkubovana pies noc pii 4 °C. Po inkubaci byly vzorky
tiikrat promyty 200 pl promyvaciho pufru a dale k nim bylo ptidano 200 pl blokovaciho puftru.
Vzorky byly inkubovany 2 hodiny pii 37 °C. Néasledn¢ bylo zopakovano promyvani,
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ke vzorkiim bylo pfiddno 100 pl roztoku obsahujicitho primarni protilatku (fedéni 1:5000)
a desticka byla inkubovana 1 hodinu pti 37 °C. Po inkubaci byly vzorky opét promyty
promyvacim pufrem, bylo k nim pfiddno 100 pl roztoku obsahujici sekundarni protilatku
(tfedéni 1:5000) a byla zopakovana inkubace po dobu 1 hodiny pti 37 °C. Dale byly vzorky
Sestkrat promyty promyvacim pufrem a ke kazdému z nich bylo pfiddno 100 pl substratu
Sigma T444, 3 3°5°5°-tetramethylbenzidinu. Nésledovala dalsi inkubace po dobu 45 minut
ve tmé pii 37 °C. Reakce byla zastavena pomoci 50 pl 0,5M H>SO4. Absorbance byla métena
na ELISA readeru (Molecular Devices) pti vinové délce 450 nm. Vysledky byly vyhodnoceny
podle kalibra¢ni kiivky hormonu Schgr-AKH II.

3.5.2 Stanoveni hladiny vitellogeninu v jedové Zlaze

Protilatky:

= Primarni protilatka: Rabbit anti-vitellogenin antisérum (Laboratot fyziologie hmyzu,
Entomologicky tstav, Biologické centrum AVCR, Ceské Budgjovice) (Kodrik a kol,
2022)

= Sekundérni protilatka: HRP (Horseradish peroxidase) Goat anti-rabbit IgG antisérum
(ThermoFisher Scientific, MA, USA)

Postup:

Do jamek mikrodesticky bylo napipetovano 100 ul aplika¢niho pufru a 1 pl surového véeliho
jedu. Nasledny postup byl identicky s postupem uvedenym v podkapitole 3.5.1. Doslo pouze
k pouziti jiné primarni protilatky, a to konkrétné Rabbit anti-vitellogenin antisérum (fedéni

1:5000).

3.5.3 Stanoveni hladiny melittinu v jedovém vacku

Protilatky:

= Primarni protilatka: Rabbit anti-melittin antisérum (Biomatik Corporation, Kitchener,

Ontario, Canada)

= Sekundarni protilatka: HRP (Horseradish peroxidase) Goat anti-rabbit IgG antisérum
(ThermoFisher Scientific, MA, USA)
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Postup:

Do jamek mikrodesticky bylo napipetovano 100 ul aplika¢niho pufru a 1 pl surového véeliho
jedu. Nasledny postup byl identicky s postupem uvedenym v podkapitole 3.5.1. Doslo pouze
k pouziti jiné primarni protilatky, a to konkrétné¢ k Rabbit anti-melittin antisérum

(fedéni 1:20000).

3.6 Relativni exprese AKH v CNS

Piiprava vzorku tkané — vceli mozky byly vypreparovany a umistény do RNAase-free
mikrozkumavek (aligout tfi mozkl v péti biologickych opakovani pro kazdou skupinu) s 200

ul roztoku TRI Reagent® (Sigma-Aldrich) a uchovany v -80 °C.

3.6.1 Izolace RNA

Tkan byla homogenizovana v roztoku TRI Reagent® (Sigma-Aldrich) dle ndvodu vyrobce.
Nésledné byly jednotlivé faze oddéleny pomoci chloroformu a k vodné fazi byl piidan
isopropanol. Ziskand RNA byl promyta 75% ethanolem, vysusena a nasledné¢ rozpusténa
v 30 ul H2O. K odstranéni ptipadné kontaminace zbytkovou gDNA byl nasledné pouzit
TURBO DNA-free™ Kit (Invitrogen), bylo postupovano dle ndvodu vyrobce.

3.6.2 Reverzni transkripce

Nésledné byl 1ug total RNA pouzit pro ptipravu cDNA (komplementarni DNA) pomoci
reverzni transkripce. K reverzni transkripci byl pouzit RevertAid RT Reverse Transcription
Kit (Thermo Fisher) za pouziti random hexamer (soucast kitu) a Oligo dT (Generi biotech)
primert v poméru 1:1. Dale bylo postupovano dle pokynti vyrobce kitu. Ziskana cDNA byla
skladovéana v -80 °C.

3.63 q-RT-PCR

Specifické primery pro AKH byly navrzeny dle sekvence genu pro Schgr-AKH II u
A. mellifera dostupné v databazi GenBank (JN983824.1), jako referen¢ni gen byl pouzit gen
rp49-ribosomal protein 49 (NM 0010 11587). Pfed provedenim samotné q-RT-PCR byla
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oveéfena funkCénost pfipravenych primerdt pomoci bézné PCR. Produkty reakce byly
zviditelnény na 1% agarozovém gelu. Primery pouzit¢ pro q-RT-PCR jsou uvedeny v

nasleduji tabulce:

Tabulka I: Primery pro q-RT-PCR

Nazev Sekvence primeri (5¢ - 3¢)

AKH Forward | ATGGCCTTCTGGTTTTGGATA
AKH Reverse | TTGGGTGACAGAAGATTT

p 49 Forward | AAGTTCATTCGTCACCAGAG
rp 49 Reverse | CTTCCAGTTCCTTGACATTATG

q-RT-PCR byla provedena za pouziti TP SYBR 2x Master Mix (Top-Bio), 10 uM kazdého
zprimerd a 10x nafedéné cDNA. Celkovy objem jedné reakce byl 14 ul (3 pl cDNA,
7 ul TP SYBR 2x Master mix, 3,3 pl dH20, 0,35 pul Fw + 0,35 pl Rv primer). Samotné métfeni
bylo provadéno pomoci piistroje CFX 1000 Touch Real — Time Cycler (Bio-Rad), pro néz byl
uzit nasleduji protokol: poc¢ate¢ni denaturace 3 minuty pii 90 °C, vlastni cyklus: 15 sekund
denaturace pii 94 °C; nasednuti primera (annealing) 20 sekund pti 58 °C; elongace 25 sekund
pii 72 °C, opakovani 40 cykli. Ziskana data byla analyzovdna pomoci programu

Bio — Rad CFX Manager.

3.7 Stanoveni hladiny oxidativniho stresu

Jednotlivé markery oxidativniho stresu (viz nize) byly méfeny ve stifevé a tukovém télese.
Organy byly pitvany do 100 pl reakéniho pufru a homogenizovany pomoci sonikatoru.

K samotnym reakcim byl pouzit vzdy konkrétni ekvivalent tkané.

3.7.1 Enzymatické aktivita katalazy (CAT)

Enzymatickd aktivita katalazy byla méfena pomoci kitu Amplex Red Catalase Assay Kit

(ThermoFisher).

Reagencie:
= Amplex Red reagencie
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=  DMSO (Dimethylsulfoxid)

= 3% H>O»

= HRP (Horseradish peroxidase)

= Reakéni pufr — 0,5 M Tris-HCI, pH 7,5

= Kataldza
Pracovni roztoky:

= 10 mM Amplex Red reagencie — 0,26 mg reagencie + 100 ul DMSO

» 1x reakéni pufr — 4 ml 5x reakéniho pufru + 16 ml dH2O

= 100 U/ml HRP — HRP + 200 pl 1x reakéniho pufru

= 20 mM H202—1 pl 3% H202+ 200 pl dH20

= 40 mM H202— 10 pl 20 mM H20: + 4990 pl 1x reakéniho pufru

= 1000 U/ml katalazy — katalaza + 100 pl dH20

= 0,4 /ml HRP Amplex Red/HRP - 50 ul 10 mM Amplex Red reagencie + 20 ul 100
U/ml HRP + 4,93 ml 1x reakéniho pufru

Postup:

Vlastni vzorky byly nafedény reakénim pufrem na koncentraci 2 pg tkané/pl. Ekvivalent 25 pl
roztoku vzorku byl nanesen na mikrodestic¢ku, jako blank bylo pouzito 25 pl reakéniho pufru.
Ke vzorkiim bylo pfiddno 25 pl 40 mM H20,. Nésledné byly vzorky inkubovény ve tmé
pfi pokojové teploté¢ po dobu 30 minut. Ve druhé fazi bylo ke kazdému vzorku ptidano
50 pul Amplex Red/HRP pracovniho roztoku a mikrodesticka byla inkubovana pii 37 °C
po dobu 30 minut ve tm¢. Pomoci ELISA readeru (Molecular Devices) byla méfena
absorbance vzorku pti vinové délce 560 nm. Vysledky byly vyhodnoceny podle kalibra¢ni
ktivky katalazy.

3.7.2 Enzymatické aktivita superoxid dismutazy (SOD)

Enzymatickd aktivita superoxid dismutazy byla méfena pomoci kitu SOD Assay Kit-WST
(Sigma Aldrich).

Reagencie:
=  WST roztok (Dojindo’s highly water-soluble tetrazolium salt)
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= Roztok enzymu
= Pufr
= Redici pufr

Pracovni roztoky:

=  WST pracovni roztok — 1 ml WST + 19 ml pufru

* Enzymaticky pracovni roztok — 15 pl ptivodniho roztoku enzymu + 2,5 ml fedici pufru

Postup:

Vlastni vzorky byly nafedény pufrem na koncentraci 2 pg/ul. Ekvivalent 20 pl roztoku vzorku
byl nanesen na mikrodesti¢ku, 20 ul téhoz roztoku bylo pouzito jako blank 2, jako blank 1 a
3 bylo pouzito 20 ul ddH>0. Nasledné bylo do kazdé jamky ptidano 200 ul WST pracovniho
roztoku. Do jamek obsahujicich blank 2 a blank 3 bylo ptidano 20 pl fediciho pufru. Do jamek
obsahujicich vlastnich vzorky a blank 1 bylo aplikovano 20 ul pracovniho roztoku enzymu.
Dale byly vzorky inkubovany po dobu 30 minut pti 37 °C. Pomoci ELISA readeru (Molecular
Devices) byla méfena absorbance vzorkii pii vinové délce 450 nm. Vysledky byly

vyhodnoceny podle kalibra¢ni kiivky WST roztoku.

3.7.3 Enzymatické aktivita glutathion-S-transferazy (GST)

Enzymatickd aktivita glutathion S-transferdzy byla méfena pomoci kitu Glutathione-S-

Transferase (GST) Assay Kit (Sigma Aldrich).

Reagencie:

= DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
=  Vzorkovy pufr

= CDNB substrat (1-chloro-2,4-dinitrobenzen)

= Redukovany L-glutathion

=  GST kontrola (0,25 mg/ml)

Pracovni roztoky:

= 200 mM redukovany L-glutathion — 246 mg L-glutathionu + 4 ml MQ H>O
= Roztok substratu — 9800 ul DPBS + 100 pl 200 mM L-glutathion + 100 pl mM CDNB
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Postup:

Nejdiive byl pfipraven roztok substratu. Vlastni vzorky i GST kontrola byly fedény
desitkovou fadou (napt. 2 ul GST + 18 ul vzorkového pufru). Nésledné byly vzorky a kontrola
naneseny na UV desticku. Na UV desticku bylo aplikovano 20 pl kazdého vzorku, 20 ul
roztoku substratu jako blank a 4 pul GST + 16 pl pufru jako kontrola. Nasledné bylo do kazdé
jamky pridano 180 pl roztoku substratu. Absorbance byla métena 340 nm — kinetika, 10 minut

po 1 minuté pti 30 °C.

3.7.4 Celkova antioxidativni aktivita (TAA)

Celkova antioxidativni aktivita byla méfena pomoci kitu Antioxidant Assay Kit (Sigma-

Aldrich).

Reagencie:

= Pufr

= Roztok zastavujici reakci

= Myoglobin z koiiského srdce

* Trolox — standard

= ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina))
= Fosfat-citratovy pufr, pH =5

= H,03, 3 % roztok

Pracovni roztoky:

* Pracovni roztok myoglobinu — 100x fedény zasobni roztok

=  ABTS zéasobni roztok — 1 tableta ABTS + 1 tableta fosfat-citratového pufru + 100 ml
dH20

= ABTS pracovni roztok — 25 pl 3 % H>O2+ 10 ml ABTS zasobni roztok

Postup:

Na mikrodesticku bylo naneseno 10 pl vzorku a 20 pl pracovniho roztoku myoglobinu. Jako
blank bylo naneseno 10 pl pufru. Nasledné bylo do kazdé jamky ptidano 150 pl ABTS
pracovniho roztoku, pro blank byl pouzit roztok bez 3 % H20.. Vzorky byly inkubovany 5
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minut pti 25 °C. Déle bylo ptidano 100 pl roztoku zastavujiciho reakci. Pomoci ELISA
readeru (Molecular Devices) byla méfena absorbance vzorkll pti vinové délce 405 nm.

Vysledky byly vyhodnoceny podle kalibracni kiivky Trolox standardu.

3.8 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Zpracovani vzorkl probihalo v Laboratofi elektronové mikroskopie (Parazitologicky ustav,

Biologické centrum) ve spolupréci s panem RNDr. Janem Cernym.
Postup:

Hrudni 1étaci svalovina vcelich dé€lnic byla pitvana pfimo do fixacniho roztoku (2,5 %
glutaraldehyd v 0,2 M fosfatovém pufru) a byla v ném fixovana pii 4 °C po dobu 7 dni. Poté
byly vzorky tfikrat promyty 0,1 M roztokem fosfatového pufru s 4 % glukdzy, post-fixovany
4% roztok OsO4 ve fosfatovém pufu po dobu 2 hodiny, opét promyty, dehydrovany fadou
ethanolovych roztokt a zality do pryskytice Epon.

Ultratenké tezy byly pfipraveny pomoci ultramikrotomu (Leica Biosystems, Wetzlar,
Némecko) s diamantovym nozem a kontrastovany na sitkdch uranyl acetitem a citratem
olova. Rezy byly néasledné vizualizovany pomoci transmisniho elektronového mikroskopu
JEOL JEM-1010 (JEOL, Tokio, Japonsko) a snimky byly pofizeny kamerou Sis MegaView
[T CCD (EMSIS, Miinster, Némecko).

3.9 Statistické zpracovani vysledkii

Vysledky byly podle potfeby zpracovany dle nésledujicich statistickych metod: jednocestna
analyza variance (ANOVA) + Dunnett's multiple comparisons test. Nasledné byly zpracovany
v programech Microsoft Excel 2021 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) a
Prism (GraphPad Software 8, San Diego, California).
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4 VYSLEDKY

4.1 Ukinky jedu luméika skladi$tniho (H. hebetor)

Jed lumcika skladistniho vyvoldva po aplikaci nervosvalovou paralyzu, ktera ovliviluje
pohybové schopnosti obéti. Proto byl v prvni ¢asti prace aplikovéan véelam tento jed v né€kolika
rozdilnych davkach: 1,6; 0,8; 0,4; 0,1; 0,05; 0,01; 0,005; 0,001 pg celkového proteinu, a byla
vizualné sledovana nésledna reakce. Vysledky ukdzaly rozdily v casové odezveé na aplikaci
jednotlivych davek jedu. U nejvyssich davek (1,6; 0,8; 0,04 pg celkového proteinu) byla
paralyza pozorovatelnd jiz ptl hodiny po aplikaci. U nizSich davek (0,1; 0,05; 0,001 ng
celkového proteinu) pak dochazelo k paralyze v rozmezi 1-2 hodin po aplikaci. V téchto
pripadech bylo také mozné pozorovat lehké pohyby vcel, jako tfes koncetin nebo stahy
zihadlového aparatu. U poslednich dvou nejméné koncentrovanych davek k paralyze nedoslo

a na véelach nebyly pozorovany zadné pohybové zmény nebo omezeni.

4.2 Vliv jedu lum¢ika skladiStniho na hladinu Zivin v hemolymfé

Hladina Zivin v hemolymf€ pfi plisobeni stresoru na organismus kolisa a je tak zédkladnim
ukazatelem pro hodnoceni vyvolaného stresu. Bylo zjisténo, ze rozdilné davky jedu lumcika
skladistniho (1,6; 0,8; 0,4; 0,1; 0,05; 0,01; 0,005; 0,001 pg celkového proteinu) ovliviiuji
hladinu glycidu a lipidi v hemolym{f€ véely medonosné. Nasledujici graf ukazuje (Obr. 1), ze
hladina glycidu signifikantné klesala spolu se snizujicim se mnoZzstvim jedu a u nizkych davek
op¢t narostla k hodnotam, jez byly srovnatelné s kontrolni skupinou. Podobny trend byl
pozorovan i u grafu zobrazujici hladinu lipidii (Obr. 2), kde také doslo k poklesu a naslednému
nartstu naméfenych hodnot. Z grafti Ize také vycist, ze hladina glycidi v hemolymf€ byla
n¢kolikandsobné vyssi, nez tomu bylo u hladiny lipidi (napt. u kontrolni skupiny vcel byla
hladina glycidl 7,5 vyssi nez hladina lipidl), coz naznacuje upiednostiiovani glycidl
v energetickém metabolismu véel. Vliv jedu lum¢ika na hladinu zivin v hemolymf€ byl méfen
hlavné z praktickych divodd, jelikoz bylo nutné stanovit optimalni davku jedu, jez bude
vcelam aplikovana. Pro vceli jed nebylo nutné tyto zdkladni testy provadeét, jelikoz byla

aplikovéana davka, jez je standardné pouzivana v nasi laboratofi.
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Obr. 1: Vliv rozdilnych davek jedu lumcika skladistniho na hladinu glycidii v hemolymfé vcely
medonosné, 24 hodin po aplikaci. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinami
osetfenymi jedem (prumér = SD, n=10) byly testovany pomoci jednocestné analyzy variance

s Dunnettovym post-testem (****p < 0,0001).
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Obr. 2: Vliv rozdilnych davek jedu lumcika skladiStniho na hladinu lipidd v hemolymf& vcely
medonosné, 24 hodin po aplikaci. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinami
osetfenymi jedem (prumér = SD, n=10) byly testovany pomoci jednocestné analyzy variance

s Dunnettovym post-testem (****p < 0,0001).
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4.3 Vliv aplikovanych jed na hladinu a expresi AKH v CNS

V disledku aplikace jed do téla vcely doslo ke zméné hladiny a exprese AKH v centralni
nervové soustavé vcely medonosné. Obr. 3 ukazuje, ze po aplikaci obou jedd doslo
k signifikantnimu snizeni hladiny AKH v CNS. Po aplikaci vceliho jedu se hladina snizila
1,7x oproti kontrolni skupin€. U vcel oSetfenych jedem lumcika se hladina oproti kontrolni

skuping snizila 1,3x.

Co se tyce exprese genu pro AKH lze si vSimnout podobného trendu (Obr. 4). Relativni
exprese se prukazné snizila po aplikaci v¢eliho jedu (0,4x oproti kontrolni skuping), u aplikace
jedu lumcika skladistniho se exprese AKH genu také mirné snizila, ale rozdil nebyl statisticky

vyznamny.

Hladina Schgr-AKH-I
(pmol/mozek)
T

0.0

Kontrola Jed véely Jed lumdika

Obr. 3: Vliv jedu vcely medonosné (7,1 pg melittinu) a lum¢ika skladistniho (0,1 pg proteinu) na
hladinu AKH v centralni nervové soustave, 24 hodin po aplikaci. Statisticky vyznamné rozdily mezi
kontrolni skupinou a skupinami oSetfenymi jedem (primér + SD, n=16) byly testovany pomoci

jednocestné analyzy variance s Dunnettovym post-testem (*p < 0,05; ****p < (0,0001).

22



1.0
(=)
<
Q —_—
= 0.8-
I
X
<
O 0.64
7]
)
| 9
o
> 0.4
'
2
® 0.2
)
(14
0.0

Kontrola Jed véely Jed lumdika

Obr.4: Vliv jedu vcely medonosné (7,1 pg melittinu) a lumcika skladistniho (0,1 ug proteinu) na
expresi genu pro AKH v centralni nervové soustave, 24 hodin po aplikaci. Statisticky vyznamné
rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinami oSetfenymi jedem (primér + SD, n=16) byly testovany

omoci jednocestné analyzy variance s Dunnettovym post-testem (¥p < 0,05).
p J yzy ymp p

4.4 Vliv aplikovanych jedi na sloZeni toxini v jedovém vacku

Plsobenti stresort, tj. externé aplikovaného vlastniho véeliho jedu i jedu luméika mGze mimo
jiné ovliviiovat i slozeni jedu véeliho piijemce. Nasledujici grafy (Obr. 5; Obr. 6) ukazuji, ze
aplikace obou jedi vyvolala zmény ve slozeni vitellogeninu i melitinu v jedu piijemce.
Konkrétné bylo zjisténo, ze aplikace vceliho jedu zplsobila 1,3ndsobny nardst hladiny
vitellogeninu v jedu oproti kontrolni skupiné (Obr. 5) a stejné¢ tak doslo k 1,4nasobnému
nartistu hladiny melittinu (Obr. 6). Naopak aplikace jedu lumc¢ika méla opacny efekt. Tento
jed vyvolal 2,4nasobny pokles hladiny vitellogeninu oproti kontrolni skupiné (Obr. 5) a

hladina melittinu se snizila dokonce 14nasobné (Obr. 6), ¢imz dosdhla minimalni hodnoty.
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Obr. 5: Vliv jedu véely medonosné (7,1 pg melittinu) a lumcika skladistniho (0,1 pg proteinu) na
relativni hladinu vitellogeninu, 24 hodin po aplikaci. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni
skupinou a skupinami oSetfenymi jedem (primér + SD, n=25) byly testovany pomoci jednocestné

analyzy variance s Dunnettovym post-testem (****p < 0,0001).
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Obr. 6: Vliv jedu vcely medonosné (7,1 pg melittinu) a lumcika skladistniho (0,1 pg proteinu) na
koncentraci melittinu v jedu jedového vacku, 24 hodin po aplikaci. Statisticky vyznamné rozdily mezi
kontrolni skupinou a skupinami oSetfenymi jedem (primér = SD, n=25) byly testovany pomoci

jednocestné analyzy variance s Dunnettovym post-testem (*p < 0,05; ****p < (0,0001).
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4.5 Oxidativni stres

Nékteré stresory mohou zvySit hladinu reaktivnich kyslikovych metabolitd (ROS) v
organismu a vyvolat tak oxidativni stres. Jeho plisobeni je mimo jiné omezovéano
antioxidativnimi enzymy jako je katalaza, superoxid dismutédza nebo glutathion-S-transferaza.
Enzymaticka aktivita kataldzy (Obr. 7) a superoxid dismutézy (Obr. 8) byla po aplikaci véeliho
jedu ve stfevé signifikantné snizena, u glutathion-S-transferazy (Obr. 9; Obr. 10) a pii
stanoveni celkové antioxidativni aktivity (Obr. 11) ve stfevé nebyly naméfeny vyznamné
rozdily. Opacny vliv na aktivitu enzymu ve stfevé mél jed lumcika. Aktivita katalazy (Obr. 7),
aktivita i kinetika glutathion-S-transferazy (Obr. 9; Obr. 10) a i celkova antioxidativni aktivita

(Obr. 11) byla po aplikaci jedu stimulovana.

Aktivita antioxidativnich enzymu byla v tukovém télese nizsi nez ve stieveé. U vceliho jedu
doslo v tukovém télese pouze ke stimulaci aktivity kataldzy (Obr. 7). U jedu lumcika doslo
k signifikantnimu zvySeni aktivity kataldzy (Obr. 7), celkova antioxidativni aktivita byla

naopak inhibovana (Obr. 11).
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Obr. 7: Vliv jedu vcely medonosné (7,1 pg melittinu) a lumcika skladistniho (0,1 pg proteinu) na
aktivitu katalazy, 24 hodin po aplikaci. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a
skupinami oSetfenymi jedem (primér + SD, n=10) byly testovany pomoci jednocestné analyzy

variance s Dunnettovym post-testem (*p < 0,05; ****p < 0,0001).

25



600-

STREVO TUKOVE
-|- TELESO
D —
c
2
400~
(2] Hok
E I
= _—
=)
£ 200
aQ
o
0
0
«°\0 ‘c;&A ‘c',& <°\0 400\* ‘c':&’b
SR & Y
LRGN L
W W

Obr. 8: Vliv jedu vcely medonosné (7,1 pg melittinu) a lumcika skladistniho (0,1 pg proteinu) na
aktivitu superoxid dismutazy ve stfevé a tukovém télese, 24 hodin po aplikaci. Statisticky vyznamné
rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinami oSetfenymi jedem (primér + SD, n=10) byly testovany

pomoci jednocestné analyzy variance s Dunnettovym post-testem (*p < 0,05; ****p < 0,0001).

10-

STREVO e TUKOVE
TELESO
’g 8-
\(©
]
g 6
hay
2
=
(2]
& 1 1 T
. I L 7
> N @ > N @
& 306 O & 306 6\0
W W

Obr. 9: Vliv jedu vcely medonosné (7,1 pg melittinu) a lum¢ika skladistniho (0,1 pg proteinu) na
aktivitu glutation-S-transferazy ve stfeve a tukovém télese, 24 hodin po aplikaci. Statisticky vyznamné
rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinami oSetfenymi jedem (primér + SD, n=10) byly testovany
pomoci jednocestné analyzy variance s Dunnettovym post-testem (**p < 0,01).
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Obr. 10: Vliv jedu vcely medonosné (7,1 pg melittinu) a lumcika skladiStniho (0,1 pg proteinu) na
kinetiku enzymatické reakce glutation s-transferazy ve stievé a tukovém télese, 24 hodin po aplikaci.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinami osetfenymi jedem (primér + SD,

n=10) byly testovany pomoci jednocestné analyzy variance s Dunnettovym post-testem (**p < 0,01).
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Obr. 11: Vliv jedu vcely medonosné (7,1 pg melittinu) a lumcika skladiStniho (0,1 pg proteinu) na
celkovou antioxidativni aktivitu ve stfevé a tukovém télese, 24 hodin po aplikaci. Statisticky vyznamné
rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinami osetfenymi jedem (prumer + SD, n=10) byly testovany

pomoci jednocestné analyzy variance s Dunnettovym post-testem (*p < 0,05; ***p < 0,001).
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4.6 Transmisni elektronova mikroskopie

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) byly pozorovany ucinky jedd na
ultrastrukturu/strukturu svalové tkané thoraxu (1étaci svaly) u véely medonosné. Tato analyza
ukazala, ze po aplikaci v¢eliho jedu prakticky nedoslo k poskozeni svalové tkané ani nebyla
porusena struktura mitochondrii (Obr. 12B), snimky se vyznamné neodliSuji od kontrolni
skupiny (Obr. 12A). Lehké poSkozeni aktin-myozinového komplexu zpusobil jed lumcika

skladistniho, na mitochondrie v§ak nemé¢l ucinek ani tento jed (Obr. 12C).

Obr. 15: Vliv jedu vcely medonosné (7,1 ug melittinu) a lumcika skladistniho (0,1 pg proteinu) na

ultrastrukturu thorakalnich svali véely medonosné (struktura mitochondrii), 24 hodin po aplikaci:
analyza pomoci TEM. (A) kontrolni skupina (Ringerav roztok); (B) aplikace v¢eliho jedu; (C) aplikace
jedu lumcika; zluta Sipka — myofibrily, bila Sipka — mitochondrie; cervena Sipka — jadro; (4, B) méritko

2 um; (C) méFitko 5 um.

28



5 DISKUZE

K vyvolani antistresové fyziologické reakce véely medonosné A. mellifera L. byl pouzit
vlastni jed v€ely medonosné a jed lumcika skladistniho H. hebetor L. Tyto jedy maji zcela
odlisny mechanismus ucinku a jejich producenti je vyuzivaji k jinym ucelim. Lze je tedy
povazovat za odliSné stresory a ocekavat odliSné antistresové reakce, jez v téle vcely

vyvolavaji.

Veeli jed — konkrétné jeho hlavni toxin melittin - zpiisobuje naruSeni bunééné membrany,
které vede k lyzi samotné buniky a uvolnéni zanétlivych medidtorti (Shi a kol, 2022). Jeho
priméarni funkce je obranna/ttocnd a véeldm slouzi hlavné v boji proti jedinciim vlastniho
druhu pfi ochrané nebo napadéani ulu, pfipadné k obranné proti dalSim pfisluSnikim fada
blanoktidlych (Hymenoptera) jako jsou vosy nebo sr$ni. Mechanismus t¢inku jedu lumcika
skladi$tniho neni stale zcela popsan. Vime, Ze jed plsobi na receptory na presynaptické
membrané nervosvalového spojeni a blokuje zde glutamatovou signalni drahu (Penancchio a
Strand, 2006). Parasitoidni vosicka tento jed vyuziva k znehybnéni larev, do kterych naklade
vajicka, a které pak slouzi jako potrava pro jeji potomky. Jed tedy neslouzi ani k obranné¢ ani

k utoku, ale je soucasti rozmnozovaciho cyklu lumcika.

V prvni ¢asti prace bylo nutno urcit jakd davka jedu lumcika skladiStniho bude vyuzivana
k vyvolani antistresovych reakci. VétSina vyzkumd, jez byla publikovana, se zabyva ucinkem
jedu lumcika na larvy hmyzu ztadu Lepidoptera a Coleoptera, jez jsou jeho hostiteli
(Pennacchio a Strand, 2006; Altuntas a kol., 2010; Sldma a Lukas, 2011). Nicméné¢, bylo
prokazano, zZe tento jed ucinkuje i na dospé€lce z fadu Hemiptera, ackoliv se jedna o vysoké
davky (Drenth, 1974; Shaik a kol., 2017). Pro v¢€elu bylo tedy nutné optimalni davku nalézt.
Véely byly oSetfeny osmi riiznymi davkami jedu pohybujicich se mezi 1,6 az 0,001 pg
celkového proteinu. Celkové paralyza byla viditelna jiz hodinu po aplikaci jedu u vSech davek
kromé¢ poslednich dvou nejméné koncentrovanych, kde se jed vyskytoval jiz jen ve stopovém
mnozstvi. Je tedy zfejmé, Ze organismus véel je na tento jed velice citlivy, a i ptes jeho nizkou
koncentraci zde dochazi k paralyze. Pfes vzniklou paralyzu bylo pouhym pozorovanim
obtizné stanovit, zda neni nckterd z davek obsahujici vyssi koncentraci jedu pro vcelu
smrtelnd. Proto byla pro dalsi pokusy zvolena davka odpovidajici 0,1 pg proteinu, po jejiz
aplikaci si bylo mozno vS§imnout lehkého tfesu koncetin a také pulzace zihadla a s jistotou tak
urcit, Ze je véela nazivu.
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Nasledné byl provedeny zakladni pokus pro hodnoceni antistresovych reakei, a to méteni
hladiny zivin v hemolymf¢€. Vysledky ukazaly, ze aplikace jedu lumcika sleduje stejny trend
v hlading glycidti i lipidi v hemolymf€. Ukézalo se, ze hladiny klesaji spolecné s davkou jedu,
jez je vcelam podavéana a pii velice nizkych koncentracich se tato hladina vraci opét
k hodnotam kontrolni skupiny vcel. Tento jev je obtizné vysvétlit, je ale mozné Ze souvisi
s intenzitou vyvolané paralyzy; tuto hypotézu je vSak nutné podpofit dalSimi vyzkumy.
Nicméné¢, zajimavé je si zde také vSimnout, ze hladina glycidi v hemolymf€ véely byla az 10x
vys$si nez hladina lipidt. Jednoduchym vysvétlenim je, ze vcela vyuziva jako hlavni zdroj
energie praveé glycidy, které tvoii zakladni slozku jeji potravy. Podobné¢ tomu naptiklad je

i u Svaba amerického Periplaneta americana (Bodlakova, 2018).

Jak je jiz zminéno v Givodu, adipokinetické hormony se velkou mérou podileji na antistresové
odpovédi hmyzu. Kolisani jejich hladiny v CNS a hemolymf¢ je zavislé na typu stresoru,
intenzit€ jeho plsobeni a také na Case, po ktery na organismus pasobi (Kodrik a Socha, 2005).
Je dllezité zminit, ze zavislost mezi biosyntézou AKH v corpora cardiaca a jeho zvySenou
hladinou v hemolymf¢€ neni ve vétSin€ ptipadi korelovana. Ukézalo se, Zze u nékterych druhti
hmyzu je pfi plsobeni stresoru do hemolymfy uvoliiovano zasobni AKH, ale jeho exprese
v CNS neni pfimo ovlivnéna (Diederen, 2002). U vcel tomu neni jinak, a i zde dochazi
ke kolisani hladiny AKH v CNS a ke zméndm jeho exprese po pilisobeni riznych stresort.
Bylo zjisténo, ze hladina AKH v CNS se u vcel po aplikaci véeliho jedu snizovala (Kainzova,
2021) a podobné tomu bylo i po aplikaci insekticidu (Proktpkova, 2022). Zajimavé je srovnani
sjinymi druhy hmyzu, kde naopak dochdzelo ke zvySovani hladiny AKH v CNS
(Kodrik a Socha, 2005; Bodlakova a kol, 2018; Vinokurov a kol.,2014). V m¢é praci se
ukdzalo, Ze hladina AKH v CNS se po aplikaci obou jedi snizuje. Jednim z moznych
vysvétleni by mohlo byt, ze pod vlivem stresoru dochazi k uvolnéni AKH do hemolymfy

a jeho hladina v CNS tak klesa.

Expresi genu pro AKH po aplikaci jedu lumcika se zabyval Shaik a kol. (2017) u plostice
Pyrrhocoris apterus, vysledky ukazaly vyznamné nékolikandsobné zvySeni této exprese.
Z vysledkti mé prace naopak plyne, ze exprese genu pro AKH se po aplikaci vlastniho jedu
u véely prokazatelné snizila, nicméné po aplikaci jedu lumcika se neukazal prokazatelny
rozdil. Vypada to tedy, ze exprese genu pro AKH je druhové nebo stresorové specifickd, jak

uvadi ve své praci Diederen (2002).
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Dalsi ¢ast prace se zabyvala zménami ve slozenim v¢eliho jedu po aplikaci jedd, a to konkrétné
zménou hladiny vitellogeninu a melittinu. Vitellogenin, jez je zndm hlavné jako prekurzor
vajecného zloutku, ale v posledni dob¢ se ukazuje, ze hraje dilezitou roli i v obrannych
reakcich hmyzu. Je naptiklad soucdsti imunitniho systému a slouzi také jako obrana proti
oxidativnimu stresu (Kodrik a kol., 2019; 2023). V ¢etnych vyzkumech bylo zjisténo, Ze jeho
hladina v hmyzim téle (hemolymfa, tukové téleso) po vlivem riznych stresorti kolisa
(Kodrik a kol., 2019; Park a kol., 2018; BenVau a Nieh, 2017). V praci Ondfichova a kol.
(2023) se ukézalo, ze po aplikaci vceliho jedu do téla P. apterus dochéazi k vyraznému
poklesnu hladiny vitellogeninu v hemolymf¢, podobné tomu bylo i u §védba P. americana
(Bodlékova a kol., 2022). Jak je jiz vySe zminéno, i ve vCelim jedu bylo nalezeno malé
mnozstvi vitellogeninu, ktery zde nejspise funguje jako alergen
(Blank a kol, 2013, Park a kol., 2018). Nedavno bylo zjisténo, ze jeho hladina v jedu vcely se
meéni v prubéhu roku (Kodrik a kol., 2022). Hladina melittinu v jedu také kolisa béhem roku
a zaroven se méni s vékem vcely (Owen a Pfaff, 1995). Ze ziskanych vysledkli mé prace
plyne, ze hladina melittinu v jedu po aplikaci v€eliho jedu vzrostla a stejné tak tomu bylo
iu hladiny vitellogeninu. Naopak po aplikaci jedu z lumcika doSlo k vyraznému poklesu
hladiny obou slozek. Tuto rozdilnou reakci neni jednoduché vysvétlit, zftejmé vSak souvisi
s rozdilnym mechanismem plsobeni obou jedi. Vliv vlastniho jedu vyvolal klasickou
antistresovou reakci spojenou s vyssi produkei toxind jedu. Naopak paralyza zpisobena jedem
lumcika méla zfejmé vliv i na synteticky aparat véeli jedové zlazy. Nelze ani vyloucit Ze jed
lumcika néjakym nezndmym mechanismem ovliviiuje slozeni jedu a plisobi na jeho slozky.
Je vSak nutné fici, kolisani jednotlivych slozek jedu po setkdni véely se stresorem neni

objasnéno a vyzaduje si dalsi vyzkum.

Plisobeni stresortt mize dale vyvolavat i oxidativni stres, jez je zpisobeny zvysenou hladinou
reaktivnich kyslikovych metabolitt (ROS). Jednim z mechanismi, jimiz se organismus brani
proti oxidativnimu stresu je pfeména ROS na stabilni molekuly pomoci antioxidacnich
enzymu. Mezi tyto enzymy patii kataldza, superoxid dismutaza nebo glutathion-S-tranferaza.
Jejich  zvySend aktivita v organismu tedy zna¢i probihajici oxidativni stres
(Nguyen a kol., 2022). Ukazalo se, ze naptiklad u P. apterus doslo po aplikaci herbicidu a
insekticid ke zvyseni aktivity antioxidacnich enzymil
(Veceta a kol., 2007, Velki a kol., 2011). Na druhou stranu jiny vyzkum ukazal, ze aplikace
véeliho jedu do téla Svdba P. americana nijak neovlivnila hladinu téchto enzymu

(Bodlékova a kol., 2022). Vysledky této prace ukazuji, ze vceli jed prokazateln¢€ snizuje
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aktivitu kataldzy a superoxid dismutdzy ve stievé vcely, a naopak aktivita kataldzy je
v tukovém télese prokazatelné¢ zvySena. Dal§i méfeni neukazuji signifikantni rozdily.
Z vysledki vyplyva, Ze tato antistresova reakce je nejspiSe druhové nebo stresorové
specificka. Zajimavé vysledky ukazala méfeni aktivity antioxidativnich enzymt ve stfeveé po
aplikaci jedu lumcika. Zde doslo k vyznamnému nartstu celkové antioxidativni kapacity i
k narastu aktivit jednotlivych enzymi. Miizeme tedy fici, ze tento jed vyvolava v téle vcely
oxidativni stres. U tukového télesa uz nejsou vysledky tak jednozna¢né, zde doslo ke zvyseni
aktivity katalazy, celkova antioxidativni aktivita vSak byla snizena. Lze si také v§Simnout, ze
aktivita vSech enzymi (i celkové antioxidativni kapacita) je ve stievé znatelné vyssi nez
v tukovém télese. VCela ma relativné malé tukové téleso, jelikoz ma k dispozici potravu
prakticky po cely rok a nemusi si tedy dé€lat velké vnitini zasoby. Také relativné nizka aktivita

antioxidacnich enzymi tuto omezenou funkci tukového télesa u vcel potvrzuje.

Kromé toho, ze vceli jed narusuje bunééné membrany a poskozuje struktury bun¢k, vyvolava
v téle obéti Sirokou Skalu dalSich reakci, které zefektiviiuji jeho toxické pulisobeni
(Lubawy a kol., 2019). O jeho hlavnim jedu melittinu je znamo, Ze vyvolava také poskozeni
svalovych vldken vedouci az k myonekréze, coz bylo prokdzano napiiklad u mysi
(Ownby a kol., 1997; Florea a kol., 2018) nebo i clovéka (Betten a kol., 2006). Plsobeni
vceliho jedu vyvolalo rozsédhlé¢ poskozeni myofibril vedoucich také u Svaba P. americana
(Bodlékova a kol., 2022). Z provedenych pokust vyplyva, ze u véely medonosné nedoslo
k zddnému zjevnému poskozeni svalovych vlaken po aplikaci vceliho jedu. Je mozné,
ze pusobeni tohoto jedu na svalova vldkna je druhové specifické. DalSim moznym
vysvétlenim je, ze zalezi na aplikované davce a na délce pisobeni jedu. Jed lumcika
skladistniho ptisobi na receptory nervosvalovych synapsi a vyvolava také rozsahle poskozeni
myofibril i mitochondrii u riznych druhtt hmyzu zatim ne zcela zndmym mechanismem
(Kodrik a kol., nepublikovano). Ze snimkii potizenych v rdmci této diplomové prace se zda,
ze jed lumcika zptsobuje mirné poSkozeni myofibril svalovych vldken létacich svala vcely.
Dalsi vlivy jedu lum¢ika na ultrastrukturu svalovych bun€k jsou v nasi laboratofi intenzivné

studovany.
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo sledovat biochemické a fyziologické obranné reakce v téle
vcely medonosné (4. mellifera) po aplikaci vlastniho jedu a jedu lumcika skladiStniho

(H. hebetor). A nasledné vyvolané antistresové odpovedi porovnat. Bylo zjisténo nasledujici:

1. Jed lumcika skladi$tniho vyvolal paralyzu véely medonosné, a to i pii aplikaci velmi
nizkych dévek. Vliv jedu na hladinu zivin v hemolymf€ (glycidy, lipidy) byl variabilni,

zalezelo na aplikované davce.

2. Hladina AKH v CNS byla prokazateln¢ sniZzena po aplikaci obou jedu. Exprese genu
pro AKH byla snizena jen po aplikaci véeliho jedu.

3. Naslozeni jedu z jedového vacku véely mély vliv oba jedy. Zatimco vceli jed hladinu

vitellogeninu a melittinu v jedu snizoval, jed lumc¢ika mél opacny efekt.

4. Aktivita antioxida¢nich enzymul ve stfevé byla ovlivnéna obéma jedy. Vceli jed
aktivitu vétSiny enzymi ve stfeve inhiboval, zatimco jed lumcika aktivitu prokazatelné
stimuloval. U tukového télesa byla celkova aktivita enzymi nizsi nez ve stifevé a

rozdily nebyly ve vét§iné méteni signifikantni.
5. Snimky pofizené pomoci transmisni elektronové mikroskopie ukéazaly, Ze jed lumcika

poskozuje jednotlivé myofibrily. Po aplikaci vceliho jedu nebyly na struktufe

pozorovany téméf zadné zmeny.

Zavérem lze fici, ze ucinky vceliho jedu a jedu lumcika skladi§tniho na organismus vcely

medonosné se vyrazné lisi.
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