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Abstrakt
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CIELE PRACE
V teoretickej Casti vypracovanie literarnej reSerSe na tému:
e Vitellogeniny a ich produkcia v organizme so zameranim na hmyz
e Vitellogenin vCely medonosnej, jeho Struktira a podobnost’ s vitellogeninmi inych
organizmov
e Metddy purifikacie vitellogeninov a vitellinov
Experimentalna Cast’ zamerana na:
e Detekciu vcelieho vitellogeninu v hemolymfe a roznych tkanivach vciel
e Zavedenie a optimalizacia chromatografickych metod pre purifikaciu véelieho

vitellogeninu



1 UVOD

Vitellogeniny (Vg), ako proteiny charakteristické pre vajeény zitok, zohravaju
nezastupitelni ulohu vo vyzive dozrievajuceho embrya vajcorodych zivocichov.
St podobné lipoproteinom stavovcov, s ktorymi pravdepodobne zdielaju spolocny
povod. Struktira Vg medzi jednotlivymi Zivo¢isnymi druhmi je vysoko
konzervovana, preto su povazované za homologické proteiny vyvinuté z jedného predka.

V organizme hmyzu Vg Casto zohravaju okrem vyzivy vajicka niekolko dalSich
funkcii. Podiel'aji sa napriklad regulacii dizky Zivota, imunite, antioxidatnej ochrane,
a v pripade eusocidlneho hmyzu tiez na kastovom usporiadani jedincov. Ich syntéza
je ovplyvnena najma juvenilnym hormonom, ekdysteroidnymi hormonmi a vyzivou.

Vcela medonosna (Apis mellifera) je jednym znajvyznamnejSich opel'ovacov
v prirode. Patri do kategoérie eusocidlneho hmyzu, Co znamenda, Zze jedinci ziju
v spoloCenstve s prisne kastovym usporiadanim. Na zaklade doterajSich poznatkov
zohréava fosfolipoglykoprotein Vg v regulacii zivota v¢iel kIi€ova tlohu. Vd'aka jeho
komplexne; povahe a Struktire stale nie si znadme vSetky mechanizmy, ktorymi
ovplyviiuje vceli organizmus. Vyskyt Vg bol vSak detegovany v takmer vSetkych
tkanivach vciel, ¢o potvrdzuje jeho dolezity vyznam.

Nakol'ko Vg vciel stile nebol kompletne charakterizovany, pre jeho S§tadium
je nevyhnutné purifikovat’ proteinovy §tandard. Vhodnym materidlom je hemolymfa
véiel, kde je Vg jednym z najviac zastupenych proteinov. Casto vyuzivanou metodou pre
purifikaciu Vg je ionexova chromatografia v kombinacii s afinitnou chromatografiou
na lektine konkanavaline A, ktory viaze glykoproteiny. Pre oddelenie glykoproteinov
s podobnym izoelektrickym bodom, ale odliSnou molekulovou hmotnost'ou, ako Vg, je
mozné vyuzit gélovu permeacnu chromatografiu.

Teoreticka cast diplomovej prace poskytuje vSeobecny prehlad o Vg hmyzu
s detailnym zameranim na Vg v¢iel. V praktickej Casti je cielom detegovat’ Vg v roznych
telovych cCastiach vciel a optimalizovat’ jeho purifikdciu pomocou chromatografickych

metod.



2 SUCASTNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
2.1 Vitellogeniny

Vitellogeniny (Vg) su proteiny charakteristické hlavne pre samicie pohlavie vajcorodych
stavovcov a hmyzu (Hagedorn & Kunkel, 1979; Wallace, 1985). Ich nazov je odvodeny
od pojmu vitellogenéza, ktory oznaduje proces tvorby vajetného Ztka. Zohravaju
ddleziti tlohu v dozrievajucom oocyte, kde posobia ako prekurzory zasobnych proteinov
(napr. lipovitellinu a fosfovitinu) (Pan et al., 1969; Wallace, 1985). Maju Struktaru
podobnu lipoproteinom stavovcov a predpoklada sa, ze sa vyvinuli z jedného spolo¢ného
predka (Mann et al., 1999).

Definicia Vg vo v§eobecnosti zahfia tieto kritéria:

e zvy&ajne obsahuju 60 — 90 % proteinov rozpustnych vo vajeénom Zitku (Bell,
1970; Hagedorn & Judson, 1972)

e miestom syntézy nie je oocyt, ale tukové bunky (bezstavovce), alebo pecen
(stavovce) (Wahli, 1988)

e najvysSie koncentracie su pritomné u samic, avSak v malom mnozstve boli
objavené aj v samc¢om pohlavi (Trenczek & Engels, 1986)

e su selektivne prijimané oocytom pocas vitellogenézy (Telfer, 1960).

Vg su vo vicSine organizmov kédované viacerymi génmi, Co je pravdepodobne
sposobené duplikaciou génov pocas evolucie (Wallace, 1985). U stavovcov bola
pozorovana korelacia medzi poctom kopii génu vitellogeninu (V'g), rychlostou kladenia
a vel'kosti vajicok. Napr. u ryb sa vo vSeobecnosti nachadza viac kopii Vg ako u vtakov
a plazov, pretoze produkuju vacsie mnozstvo vaji¢ok (Buisine et al., 2002). Porovnanie
genomov cicavcov a vajcorodych stavovcov naznaCuje, ze Vg gény s evoluCnym
prechodom zivocichov od kladenia vajicok na laktaciu a placentarnu vyzivu embrya
postupne stratili svoju funkciu. Avsak, zvySky sekvencii s predCasnymi stop
kodénmi, inzerciami a deléciami boli objavené aj v DNA Cloveka ¢i psa, ¢o je zaujimavé

z pohl'adu vyvoja vyzivy vajicka pocas evolucie (Brawand et al., 2008).



2.2 Vitellogeniny hmyzu
2.2.1 Struktira

Hmyzie Vg st pomerne vel'ké proteiny syntetizované ako priblizne 200 kDa prekurzory
70 6-7 kb vel'kého Vg mRNA transkriptu. Pocet génov kodujucich Vg sa lisi v zavislosti
od druhu hmyzu. Primarny prekurzor moéze podliehat proteolytickému Stiepeniu
na niekolko polypeptidov prostrednictvom subtilizinovych endoprotedz (EC 3.4.21.62).
Stiepenie prebieha na §pecifickom mieste R/K)XX(R/K (Barr, 1991; Rouillé et al., 1995),
avSak toto neplati pre zastupcov podradu Apocrita zradu blanokridlovcov
(Hymenoptera), kam patri napriklad véela medonosna (dpis mellifera). Stiepne miesto
u véiel bolo predikované na oblast medzi reziduami 335 a 427 v okoli polyserinove;j
spojky (Havukainen et al., 2012).

U vacsiny druhov hmyzu s nedokonalou premenou (Hemimetabola) vznika viac
polypeptidov zjedného Vg transkriptu (Tufail et al., 2005). Napriklad u $vaba
madeirského (Leucophaea maderae) boli identifikované 4 polypeptidy (112, 100,
92 a 55 kDa) (Tufail & Takeda, 2002). Naopak, Vg zastupcov hmyzu s dokonalou
premenou (Holometabola) Castejsie nepodliehaju Stiepeniu vobec, alebo vznikaju iba dva
polypeptidy (napr. komar tropicky, Aedes aegypti) (Tufail et al, 2005). U vcely
medonosne;j, ktora patri medzi zastupcov hmyzu s dokonalou premenou, su zname 3 Vg
polypeptidy (180, 150, 40 kDa) (Seehuus et al., 2007; Havukainen et al., 2011).

Porovnanie sekvencii Vg medzi hmyzom, hlistovcami a stavovcami v §tudii
od Chen et al. (1997) ukazalo, ze Struktura tychto proteinov je vysoko konzervovana. Vg
teda mozno povazovat za homologické proteiny diferencované z jedného spolo¢ného
predka (Obr. 1). Najvicsia variabilita sa nachadza v oblasti polyserinovych domén hmyzu
a stavovcov, ktoré nie su homologické. Z fylogenetickych rekonstrukcii vyplyva, ze Vg
hmyzu vykazuji najvacsiu variabilitu, a ze sérovy protein cicavcov, apolipoprotein

B-100, sa vyvinul z predka Vg (Chen et al., 1997).
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Obr. I: Fylogeneticky strom Vg réznych druhov Zivocichov. Prevzaté a upravené podla Tufail &
Takeda (2012).
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NajvyznamnejSou charakteristickou ¢rtou hmyzich Vg je existencia polyserinove;j
spojky, ktora je pritomna vac¢Sinou na N-konci sekvencie (Tufail & Takeda, 2008).
Vynimkou su niektoré blanokridlovce, ktorym tato doména chyba, ako napriklad lumok
(Pimpla nipponica) (Nose et al., 1997). Vg vacsiny komarov a §vabov sa odliSuju tym,
ze polyserinova spojka sa nachadza na C- aj N-konci (Tufail & Takeda, 2008).
Polyserinova doména je medzi druhmi vel'mi variabilnd a jej vyznam pravdepodobne
spoCiva v tom, ze pdsobi ako niekolkonasobné fosforylacné miesto (Tufail & Takeda,
2008; Tufail et al., 2005; Havukainen et al., 2012). Zaroven vykazuje vysoku
koncentraciu zaporného naboja, co by mohlo byt zodpovedné za rozpustnost Vg, alebo
chelaticiu niektorych esencidlnych iénov, ako napriklad Ca?* alebo Fe**
(Tufail & Takeda, 2008). Dal§im vyznamom fosforylacie by mohla byt ochrana pred
Stiepenim Vg na fragmenty (Havukainen et al., 2012).

C-koncova cast hmyzich Vg obsahuje vysoko konzervovanu Strukturu cys rezidui,
anasledny GL/ICG motiv. Podobna sekvencia bola rozpoznand vo Vg stavovcov
(Mouchel et al., 1996; Tufail & Takeda, 2008). Navyse, motiv DGXR sa nachadza 17 — 19
rezidui pred GL/ICG takmer u vSetkych hmyzich Vg (Obr. 2). GL/ICG motiv a cys
rezidua su nevyhnutné pre oligomerizaciu vitellinov (Vn) stavovcov. Vn predstavuju
skupinu zasobnych proteinov, ktorych prekurzorom je Vg, asluzia ako zdroj
aminokyselin (AMK) pre dozrievajuce embryo (Raikhel & Dhadialla, 1992; Mouchel
et al., 1996; Tufail & Takeda, 2002; Tufail & Takeda, 2008).

Ked'ze Vg sluzia hlavne ako zasobné a transportné proteiny, viazu sa na ne esencialne
makromolekuly nevyhnutné pre vyzivu vajicka. Obsah lipidov naviazanych na hmyzie
Vg méze byt 6,9 — 15,7 % alisi sa v zavislosti od druhu. To isté plati pre naviazané
sacharidy, ktorych mnozstvo sa pohybuje medzi 1 % — 14 %, priCom Vg zastupcov radu

Lepidoptera (motyle) nest najmenej sacharidov (Engelmann, 1979).
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1929  --YPNKDLEVSFFGGKLKFATDGYRARFFSDY-SFYNNFVGLCGTNNGEYFDEFVTPDQC AedesaegyptiVg
1875 || - ~TDNGEVQVQSSSHGIAVYHDGF\NFIIDADS—YHRGEVRGLCG TYSGDKYTDFTTPNKC Nilaparvata lugensVg
1639 | - -RPDGTLGLVSSKYDIDAWYDGQRVQIKASG-KYRSDIRGLCGNFDGEPDNDFTSPKDC = PimplanipponicaVg
1615 | --MGDRFIGLTSDKFDVSLAUDGERVMLKASE-DYRYSVRGLCGNFDHDSTNDFVGPKNC = Apis melliferaVg
1667 --LPNNELKVEVH-DAFYVIFDGQTVKLTAVNSKFRDASRGLCGTFDGEQETDFLAPNNC  Tenebrio molitorVg
B
2534  VRQ- - - -EPFMKMCFASRNACHVARAYSAMCATKGVKEVFPLGCH - - - == === === === Pandalus hypsinotusVg
1612 TEQVAIVERQHE TQKPVL@N- - -GKSQESKKQKVTS L PSSNSWARRQMREIR = Caenorhabditis elegansVg-6
i - B B R o T TP Danio rerioVg-1
1783 RHE--Y-PTHHKYPPHHEPYPYTAN---LQREG----------[-f=mmmmmmmmmaann Rhipicephalus microplusVg-1
1885 VVITRVVRRDTDVCFSAEPLKTCID---NSRAADTRIQQQQFICLPDS-PAFEHYLKLIK RhyparobiamaderaeVg
1758 RQQVQFYENHGDI|CITTSRVPSLQS- - -HCRAGDYKIQHVQVTICKSKLDHDFRMYKEQIK BombyxmoriVg
2110 QHQHQFFEQGDRIICFSLRPLPVCHS- - -KCAATEKISKYFDVHCFEKDSTQAKKYKSEIG = AedesaegyptiVg
2017 KLIQDVKNNGDQVCISIRPVPKLCQK---GFSPAGSSEKEVD MSHG-KNAQFWINQIF  NilaparvatalugensVg
1780 TLRTKVIEEEDQICFSLRPLPTCAE---GCTANRTKPKVMPMHCMPKN-TIAAERMADRIK  PimplanipponicaVg
1744 THRTQVKETDDKIICF TMRPVVSCAS- - -GCTAVETKSKPYKFHCMEKN-EAAMKLKKRIE = Apis melliferaVg
11793 RMQTQYMEQGNE TLRPLPLCKD---GCAPRATVSKQVD ASRSMRSVGVWMNEIL Tenebrio molitorVig
2534 --------c-eeeeeececeeeceeceeeeee—e————— Pandalus hypsinotusVg
1651 REPLAQWPEHKLRNLRDQPQMEERTVRVAVDQKCDKFDY CaenorhabditiselegansVg-6
1362 -~~~ mm e e e e e e e -~~~ DaniorerioVg-1
1783 === mmmm e e e e e e e ----  Rhipicephalus microplusVg-1
1913 KGINPDFTR---------- KKNFVQLEVKIPTKCIKSQ- Rhyparobia maderaeVg
1782 KGQNPEVSG---------- IPSVK--QFKVPVTCQP--- BombyxmoriVg
2139 RGYTPDFKS---------- FAPHKTYKFNYPKS KAY AedesaegyptiVg
2045 QGGYVKLEQ---------- KQHNATFMKNIPQRCVRDN-  Nilaparvata lugensVg
1807 QGANPDFSQ---------- KSYTKKNGFDIPVGCHAA-- PimplanipponicaVg
1770 KGANPDLSQ---------- KPVSTTEELTVPFVCKA---  ApismelliferaVg
1821 KGASPDFSE---------- QTASRKVRMEVPQSCMPRH-  Tenebrio molitorVg
Obr. 2: Znazornenie niektorych konzervovanych sekvencii na C-koncovej Casti Vg u zastupcov

roznych druhov Zivocichov. Vytvorené v programe ClustalW, proteinové sekvencie boli
prevzaté z databazy NCBI (december, 2023). Poml¢ky sluzia na zarovnanie sekvencii,

vo farebnych ramikoch st oznacené opakujuce sa motivy.

A — pre hmyz charakteristicka sekvencia DG(XR) (ohrani¢ené ¢ervenou), s vynimkou Vg
T molitor (Coleoptera), N. lugens (Hemiptera) a R. maderae (Dictyoptera), kde bola
najdena iba cast’ tohto motivu. U vysSich druhov Zivoéichov, z ktorych je na obrazku
znazornena Vg sekvencia R. microplus (pavukovce), D. rerio (stavovce), C. elegans
(hlistovce), P. hypsinotus (kbrovce) sa objavuje iba Cast’ tohto motivu, alebo uplne chyba
(D. rerio, P. hypsinotus). Ned’aleko DG(XR) je konzervovana sekvencia GLCG alebo
GICG (ohranicené zelenou), ktora bola s malymi zmenami objavena na rovnakom mieste

aj u vyssich druhov Zivoc¢ichov (okrem D. rerio).

B - cys rezidua na C-konci Vg (ohrani¢ené modrou) charakteristické pre vacsinu

zivocichov.



2.2.3 Regulicia tvorby vitellogeninu a vek hmyzu

Tvorba Vg u hmyzu je vo vicsine pripadov riadend najma juvenilnym hormoéonom (JH)
a ekdysteroidnymi hormoéonmi (EH) (hlavne 20-hydroxyekdyson). JH zohrava kl'ucovu
ulohu v tvorbe Vg napriklad u kobyliek (Wyatt et al., 1987), alebo Svabov (Engelmann,
1984), EH vplyvaju na vitellogenézu hlavne u komarov (Racioppi et al., 1986) a much
(Adams & Filipi, 1988).

JH je gonadotropny, seskviterpenoidny hormoén tvoreny v endokrinnej zl'aze corpora
allata umiestnenej v blizkosti mozgu (Williams, 1959; Roller et al., 1967). V §tadiu
pred dosiahnutim dospelosti zabraiiuje pred¢asnej metamorfoze, pricom tato funkcia
je konzervovana vo vacsine znamych pripadov. U dospelych samiciek JH ovplyviiuje
vitellogenézu a reprodukciu. Pre eusocialny hmyz, kde jedinci ziji v mnohopocetnych
koloniach s prisne kastovym usporiadanim, je JH v kombinéacii s Vg dolezitym
regulatorom dizky Zivota (Hartfelder, 2000).

Ekdysteroidné hormoény tvoria skupinu steroidnych hormonov, ktorych tvorba
je stimulovana protorakotropnym hormoénom. U hmyzu sa podiel’aju najma na regulacii

zvliekania, metamorf6zy, rozmnozovania a embryonalneho vyvoja (Dinan, 2003).

2.2.3.1 Vplyv juvenilného horménu

Regulacia syntézy Vg prostrednictvom JH zavisi na pritomnosti transkripéného faktora
Met (z angl. methoprene-tolerant) a proteinu Taiman (Tai; niekde uvadzaného aj ako
FISC, alebo SRC). Met bol identifikovany ako receptor JH, ktory sa viaze na JH
s pomerne vysokou afinitou. Na Met nasadd Tai, ktory predstavuje homolog
so steroidnym receptorovym koaktivatorom cicavcov. Receptorovy komplex JH-Met/Tai
nasledné aktivuje transkripciu cielovych génov (Jindra et al., 2013). V tukovom teliesku
dospelého hmyzu je tento komplex nevyhnutny pre spustenie syntézy Vg a naslednu
vitellogenézu, €o bolo potvrdené u rdéznych druhov hmyzu, ako napriklad kobylka
stahovava (Locusta migratoria) (Guo et al., 2014; Wang et al., 2017), potemnik hnedy
(Tribolium castaneum) (Charles et al., 2011), komar tropicky (4. aegypti) (Lietal., 2011),
alebo orientalna ovocnd muska (Bactrocera dorsalis) (Yue et al., 2018).

Pre Stidium mechanizmu posobenia JH na syntézu Vg bola pouzita, ako modelovy
organizmus, kobylka stahovava. Princip regulacie spociva vtom, ze JH-Met/Tai
receptorovy komplex aktivuje transkripciu génov Mcm4, Mcm?7 (z angl. mitochromosome
maintenance; helikazy, ktoré zohravaju kIti€ovu tlohu pri replikéacii DNA), Cdc6 (z angl.

cell division cycle 6; protein nevyhnutny pre tvorbu prereplikaéného komplexu), Cdk6



(zangl. cyclin dependent kinase, protein regulujuci expresiu génov suvisiacich
s bunkovym cyklom) a E2f1 (z angl. E2 factor-1; transkripény faktor nevyhnutny pre
regulaciu bunkového cyklu). JH tiez indukuje defosforylaciu transkripéného faktora
FoxO (z angl. forkhead box O transcription factor), ktory nasledne spusta transkripciu
génov Cdc2 aOrc5 (zangl. origin recognition complex), rovnako zodpovednych
za regulaciu bunkového cyklu (Obr. 3). Umlc¢anie tychto génov u samicky kobylky viedlo
k vyraznému znizeniu polyploidie tukového telieska, atym aj poklesu expresie Vg,
zastaveniu dozrievania oocytov a zhorSenej produkcii vajicok. Polyploidia tukového
telieska znamend, ze dochadza k tvorbe tukovych buniek s viac ako dvoma kopiami
genomu. To sa deje prostrednictvom §pecifického typu bunkového cyklu pozostavajuceho
z po sebe nasledujucich G a S faz bez mitodzy, najCastejSie vo vyrazne metabolicky
aktivnych tkanivach (Guo et al., 2014; Wu et al, 2016; Wu et al., 2018; Wu et al. 2020).

V pripade niektorych druhov eusocidlneho hmyzu z rodu blanokridlovcov v§ak bolo
dokazané, ze JH poOsobi ako negativny regulator syntézy Vg. Takyto mechanizmus
regulacie bol pozorovany napriklad u mravcov (Azevedo et al., 2015; Zhang et al., 2021),
a vciel (Fluri et al.,1982).

Rozdiel v dizke Zivota matiek v kolonidch eusocialneho hmyzu oproti ostatnym
jedincom spolocenstva je natol’ko pozoruhodny, ze sa stal predmetom vyskumu mnohych
vedeckych prac. Vo vacsine pripadov v zivocCisnej risi plati, ze daou za schopnost
energeticky naro¢nej reprodukcie je skorsia umrtnost’ (Reznick, 1985). U hmyzu je tento
kompromis sprostredkovany, okrem iného, tiez juvenilnym hormoénom, ktory stimuluje
expresiu Vg, ako hlavného proteinu vaje¢ného Zitka, a zaroveii pdsobi imunosupresivne
(Rantala et al., 2003; Franssens et al., 2006; Li et al., 2011; Yue et al., 2018). Vynimkou
su prave matky druhov eusocialneho hmyzu, ktoré vykazuju vysokt schopnost
reprodukcie v kombinacii s najdlhSou zivotnostou v danom spoloCenstve. Predpoklada
sa, ze tento zaujimavy obrat je sposobeny tym, ze JH stratil svoju gonadotropnu funkciu
(tzn. ako stimulant reprodukcie), ale imunosupresivna uloha ostala zachovana
(Fluri et al., 1982; Corona et al., 2007, Pamminger et al., 2016).

Matky druhu mravca obycajného (Lasius niger) sa mdézu dozit az 28 rokov. Bolo
dokazané, ze umelé podanie JH znizuje mieru kladenia vaji¢ok mravCich matiek,
¢o naznacuje, ze JH nielen stratil, ale obratil svoju funkciu v reprodukcii. Taktiez bola
zaznamenana horsia odolnost’ voci patogénom. Vplyv na samotnu expresiu Vg vsak JH

v tomto pripade nevykazoval (Pamminger et al., 2016).



Podobny mechanizmus, kedy JH zmenil svoju funkciu a posobi ako negativny
regulator dizky Zivota, sa prejavuje aj u véiel. V tomto pripade zarovei negativne reguluje
aj tvorbu Vg (Fluri et al., 1982; Amdam & Omholt, 2003; Corona et al., 2007). Vplyv JH

na syntézu vcelieho Vg bude rozobrany v d’alSich kapitolach.

%?r»

Mcm4/7, Cdc6, Cdk6, E2f1

Replikacia DNA

v

Vg, transkripcné faktory a
‘ dalSie regulacné proteiny

Tvorba Vg

Obr. 3: Predpokladany mechanizmus pozitivnej regulacie tvorby Vg prostrednictvom JH
u kobylky stahovavej. Komplex transkripénych faktorov Tai a Met po aktivacii JH
spusta transkripciu helikaz Mcm 4/7 a génov Cdc6, Cdk6 a E2f. Tie nasledne reguluju
replikaciu DNA, bunkovy cyklus, a tym nepriamo aj transkripciu Vg (prevzaté
a upravené podl'a Guo et al., 2014; Wu et al. 2016; Wu et al. 2018).



2.2.3.2 Vplyv ekdysteroidnych horménov

EH st zodpovedné za tvorbu Vg napriklad u komara tropického (Hansen et al., 2004),
¢i endoparaziticke] osy Pteromalus puparum (Dong et al., 2009). Receptor pre EH
je heterodimér zlozeny z dvoch jadrovych receptorov: EcR (ekdysonovy receptor) a USP
(z angl. ultraspiracle protein). Predpoklada sa, ze gén Vg obsahuje vazbové miesto pre
tento komplex aktivovany EH. Zaroveni komplex EcR/USP aktivuje transkripciu tzv.
skorych génov (napr. £74 a E75), ktoré sa nasledne rovnako, ako jadrovy receptorovy
komplex, viazu na Vg sekvenciu a aktivuju jeho transkripciu (Obr. 4) (Raikhel et al.,

2002).

1\

3
\2
—

Vg

Obr. 4: Priama a nepriama regulacia tvorby Vg u komara tropického riadena EH. EH aktivuje
jadrovy komplex USP/EcR, ktory nasledne spusta transkripciu génov £E74 a E75 (1). Tie
posobia ako transkripcné faktory pre Vg (2). Zaroven sa aj samotny komplex USP/EcR-
EH viaze na Vg sekvenciu (3), a spusta tak prepis génu priamo (prevzaté a upravené
podl’a Raikhel et al., 2002).
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2.2.3.3 Vplyv vyzivy

Tvorba prekurzorov proteinov vajeéného Zitka je u mnohych druhov hmyzu podmienena
dostato¢nym prijmom zivin. Signalna draha serin/treoninovej kinazy TOR (z angl. target
of rapamycin) zohrava klI'i€ovu tlohu pri regulécii rastu buniek a metabolizmu. Kaskada
je regulovana prijmom zivin. Pokial' je v potrave dostatok aminokyselin, dochadza
k aktivacii TOR a proteosyntéze (Raught et al., 2001; Jacinto & Hall, 2003).

Druhou ddlezitou signalnou drahou, ktord reguluje metabolizmus aje zavisla
na obsahu nutrientov v hemolymfe (HL) hmyzu, je draha inzulinu podobnych peptidov
(ITS, z angl. insulin/insulin-like growth peptide signaling). Inzulinu podobné peptidy
(ILP, zangl. insulin like peptides) su exprimované najmid v mozgu a posobia ako
neurotransmitery, rastové faktory, regulatory metabolizmu a reprodukcie. Vstup
do cielovych tkaniv je sprostredkovany pomocou receptora InR (z angl. insulin-like
receptor) (Wu & Brown, 2006; Badisco et al., 2013). Expresia ILP bola zaznamenana
aj v periférnych tkanivach, napr. u konika kfdlového (Schistocerca gregaria)
(Badisco et al., 2008). ILP pdsobia prostrednictvom regulacie fosforylacie transkripcného
faktora FoxO, ktory v defosforylovanom stave prestupuje do jadra a pdsobi ako represor
syntézy Vg. Po aktivacii IIS dochadza k aktivacii kinazy Akt (synonymum
pre proteinkinazu B), ktora fosforyluje FoxO, a tym dochadza k spusteniu transkripcie Vg
(Sheng et al., 2011).

Drahy IIS a TOR su prepojené prostrednictvom regulaénych proteinov (Obr. 5).
Dokopy tak na zaklade nutri¢ného stavu organizmu ovplyviiuju metabolické procesy
spojené so zvySenymi narokmi na spotrebu energie, ako je napriklad rast alebo
reprodukcia (Wu & Brown, 2006; Badisco et al., 2013). TOR moze byt podobne, ako
transkripcny faktor FoxO, regulovany kinazou Akt. Na rozdiel od FoxO vsak k aktivacii
TOR prostrednictvom Akt nedochadza priamo, ale cez kaskadu ovplyvnenia fosforylacie
niekol’kych dalSich proteinovych substratov. U komara tropického bolo zistené,
ze aktivovany TOR v jadre reguluje funkciu transkripnych faktorov GATA, ktoré
ovplyviiuju expresiu Vg (Park et al., 2006, Badisco et al., 2013)

IIS/TOR signalizacia vplyva na syntézu Vg priamo (opisané vyssie), alebo nepriamo
prostrednictvom regulacie tvorby EH a JH. Hansen et al. (2004) dokazali, ze pri
nedostatocnom prijme AMK u koméara tropického dochadza k poklesu hladiny EH
a s tym spojene] znizenej tvorby Vg. Podobny mechanizmus bol potvrdeny aj u rusa

domového (Blattella germanica), kde inhibicia drahy IIS viedla k vyraznému poklesu
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tvorby JH a nésledne znizenej expresie }Jg (Abrisqueta et al., 2014). U chrobaka
potemnika hnedého drahy IIS a TOR priamo vplyvaji na regulaciu expresie Vg,
ale ovplyviiuju aj tvorbu JH a priebeh vitellogenézy (Parthasarathy & Palli, 2011).
Draha inzulinu podobnych peptidov je podobne, ako JH, vyznamnym regulatorom
dizky zivota hmyzu. Mechanizmus bol $tudovany napriklad u drozofily
obycajnej (Drosophila melanogaster), kde sa ukazalo, ze inhibicia IIS je spojenéa s dIh§im
zivotom musiek, zvySenej rezistencii voci oxidaénému stresu a hladovaniu (Tatar et al.,
2001; Broughton et al., 2005). Zaroveii k predizeniu Zivota drozofil vyznamne prispieva
konzumaécia potravy bohatej na sacharidy a chudobnej na proteiny (Min & Tatar, 2000).
U vciel bol pozorovany opacny efekt, kedy je zvySeny prisun sacharidov spojeny

s kratou dizkou Zivota (Corona et al., 2007). Tento jav bude blizsie rozobrany

.l. Transportér

!

“a

v nasledujucich kapitolach.

(] qm— ) (EH)

[ S~ Y
\ V4
—
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Obr 5.. Tvorba Vg riadena prijmom zivin. Inzulinu podobné peptidy tvorené v mozgu
sprostredkivaju IIS signalizaciu, ktora zavisi najmid na prijme sacharidov. ILP
sa v cielovych tkanivach viazu na receptor a dochadza k aktivacii kinazy Akt, ktora
fosforyluje traskripény faktor FoxO. Nefosforylovany FoxO po6sobi ako represor
syntézy Vg a po fosforylacii sa rusi jeho inhibi¢ny ucinok. Funkcia kinazy TOR je
aktivovana pri zvySenom prijme aminokyselin a nepriamo tiez prostrednictvom drahy
IIS, konktrétne kinazy Akt. TOR po aktivacii prestupuje do jadra a aktivuje transkripéné
faktory zodpovedné za syntézu Vg. Kaskady IIS a TOR su u niektorych zivocichov
nepriamo ovplyvnené aj JH a EH. Prevzaté a upravené podl'a Badisco et al. (2013),
Parthasarathy & Palli (2011), Sheng et al. (2011), Wu et al. (2021).
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2.3 Vitellogenin vcely medonosnej
Veeli Vg (Q868NS; UniProt KB 18.4. 2024) je fosfolipoglykoprotein o vel'kosti 180 kDa
(Wheeler & Kawooya, 1990), ktory moze byt Stiepeny na dva menS$ie fragmenty
(150 kDa alebo 40 kDa). Vacsi fragment prisluicha C-koncovej doméne Vg, mensi
je naopak tvoreny N-koncovou doménou (Seehuus et al., 2007, Havukainen et al., 2011).
Izoelektricky bod vcelieho Vg je priblizne 6,3 (Expasy, 8.4. 2024).

Predikovana S§truktara vcelieho Vg (Obr. 6) je na N-konci tvorena o-helixami
a B-barelom, ktoré su oddelené polyserinovou spojkou (Havukainen et al.,, 2011).
N-koniec obklopuje vel'ka hydrofébnu dutinu, kde dochadza k védzbe lipidov. Tato dutina
je tvorena PB-listami a doménou DUF1943 s doposial nejasnou funkciou. Nasleduje
doména von Willebrandovho faktora typu D (VWFD), za ktorou sa nachadza C-koniec
spojeny s VWFD pravdepodobne prostrednictvom flexibilne;j spojky
(Leipart et al., 2022b).

Vceli Vg Interagujuce molekuly
DNA
N
B-barel
Receptor
N
+
B
+
+ BB DUF1943

Patogény

®

"h’p

Obr. 6: lustraéné znazornenie Struktury véelicho Vg a molekul, ktoré s nim reaguju. N-koncova
domeéna je tvorena B-barelovou (ZIta) a a-helikalnou (zelena) Cast’'ou, ktora ma na povrchu
vysoku koncentraciu kladného naboja. Medzi nimi, v okoli polyserinovej spojky,
sa nachadza Stiepne miesto (oranzova vinovka). Hydrofobna dutina pre vizbu lipidov je
tvorena tromi B-listami (modra), medzi ktorymi sa nachadza doména DUF1943. Doména
vWFD je znazomena bledomodrou a C-koniec fialovou. Farby interagujucich molekul
korespoduju s farbou miesta, na ktoré sa v §truktiare vcelicho Vg viazu. Predikovana vizba
Zn*" na C-konci pravdepodobne suvisi s antioxidacnou ochranou (prevzaté a upravené
podl'a Leipart et al., 2022a).
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Vceli Vg je prevazne monomér, avSak ukazuje sa, ze pravdepodobne dochadza aj
k tvorbe homodiméru. Vo svojej Struktire obsahuje dve hydrofobne, negativne nabité
dutiny, z ktorych jedna je mensia, a druha vacsia. MenSia je viac konzervovana a mohla
by sluzit’ ako vazobné miesto pre receptor Vg. Viacsia je povazovana za vdzobné miesto
pre rozne lipidy (Havukainen et al., 2011; Leipart et al., 2022a).

Struktira Vg medzi véelami z roznych regionov nie je definitivne rovnaka. Doteraz
bolo najdenych viac ako 100 nesynonymnych jednonukleotidovych polymorfizmov
(dochadza k ovplyvneniu AMK sekvencie) najméa v oblastiach zodpovednych za véazbu
nutrientov a patogénov. Predpokladanou pric¢inou tohto javu je adaptacia vciel na rdzne
podmienky prostredia (Leipart et al., 2022a).

Expresia vcelieho Vg prebieha najméa v tukovom teliesku, ktoré pozostava z dvoch
typov buniek — oenocytov atrofocytov, pricom syntéza Vg prebieha vyhradne
v trofocytoch. U matiek akfmiciek je Vg exprimovany tiez v tukovych bunkach
pritomnych v hlave a zadotku (Corona et. al, 2007). Dalej bola tvorba zaznamenana
vo vajecnikoch matky a robotnic (Guidugli et al., 2005; Cardoso-Junior et al., 2021)
avstrednom Creve robotnic (Harwood & Amdam, 2021). Jeho pritomnost bola
detegovana este v hltanovych zlazach robotnic (Amdam et al., 2003; Seehuus et al.,
2007), mozgu kfmiciek (Miinch et al., 2015), ¢i imunitnych bunkach (Hystad etal., 2017).

Okrem vyzivy embrya ma vceli Vg niekol'ko d'alSich vyznamnych funkcii. Podiel'a
sana rozdeleni v¢iel do kast (Nelson et al., 2007), antioxidacnej ochrane
(Havukainen et al., 2013), imunite (Amdam et al., 2004; Salmela et al., 2015), ¢i dizke
zivota (Corona et al., 2007; Havukainen et al., 2013). Ukazuje sa tiez, ze Vg
pravdepodobne reguluje traskripciu génov v mozgu zodpovednych za ovplyvnenie
spravania a fyzioldgiu vciel. Mechanizmus eSte nie je objasneny, no predpokladom je,
ze Vg posobi na mozog prostrednictvom signalnych drah, ktoré majua povod v periférnych
tkanivach (Wheeler et al., 2013). Najnovsie zistena funkcia bola popisana v §tadii
od Salmela et al. (2022), z ktorej vyplyva, ze 40 kDa fragment by mohol sluzit ako

transkripcny faktor, pretoze je translokovany do jadra trofocytov.
2.3.1 Regulacia tvorby véelieho Vg a ovplyvnenie dizky Zivota

2.3.1.1 Vplyv juvenilného horménu

Expresia véelieho Vg je regulovana najméa JH. Na rozdiel od va¢§iny druhov hmyzu vSak
u v€iel Vg alJH inhibuju tvorbu jeden druhého. Tento mechanizmus je pre vcely

charakteristicky, anaznacili ho uz vstidii od Fluri et al. (1982), kde zistili,
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ze koncentracie JH a Vg sa liSia vzdy nepriamo imerne v ramci rézneho veku vcelich
robotnic.

Amdam & Ombholt (2003) neskor predstavili tzv. tedriu modelu dvoch represorov
(Obr. 7), ktora popisuje, ako vzajomné ovplyviiovanie tvorby JH a Vg priamo stvisi
so spravanim v¢iel. U mladych robotnic, ktorych tlohou je najskor Cistit' bunky v uli
a neskor starat’ sa o plod, je pritomna vysoka hladina Vg v kombinacii s nizkou
koncentraciou JH. Klesajuca expresia Vg priamo suvisi s prechodom robotnice do Stadia
tzv. lietavky, ktora opusta ul' a zbiera potravu. Transformacia spravania vcely zo starania
sa o ul’ na hl'adanie potravy je spojend s mnozstvom fyziologickych zmien regulovanych
najmé prostrednictvom Vg a JH. Principom modelu dvoch represorov teda je, ze prechod
vCelej robotnice do starSieho fenotypu (lietavka) je pod kontrolou tzv. vnutorného
a vonkajSieho represora centralneho nervového systému a vysledkom je ovplyvnenie
syntézy JH. Ako vnutorny represor posobi Vg. Vonkaj§im represorom je feromoén etyl
oleat, ktory odovzdavaju starSie vcely mladym vcelam fyzickym kontaktom
(Leoncini et al., 2004). Dostatok lietaviek a nimi produkovany hormoén tak v mladsich
vCelach vyvolava fyziologicku odpoved’, ktora vedie k zotrvaniu v §tddiu mladsieho
fenotypu. Nedostatok vonkajSieho represora vedie kinicidcii tvorby JH, ¢im
je inhibovana tvorba Vg. VyCerpanie zasob Vg d’alej spusta pozitivnu spatna vazbu, ktora
neustale aktivuje centralny nervovy systém audrziava vcelu v §tadiu podnecujicom

zbieranie potravy (Amdam & Ombholt, 2003).
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Obr. 7: Grafické znazomenie modelu dvoch represorov. Prechod véely zo Stadia kimicky (mladsi
fenotyp) do stadia lietavky (starsi fenotyp) je na zaklade tedrie od Amdam & Ombholt (2003)
zavisly na pritomnosti vnutorného represora (Vg) a vonkajsiecho represora produkovan¢ho
lietavkami (feromon etyl oleat).

A — ZvySena koncentracia represorov negativne ovplyviiuje syntézu JH a s tym stvisiaci
prechod robotnice do Stadia lietavky (modré Sipky).

B — Pri poklese hladiny Vg a etyl oleatu dochadza k tvorbe JH, ktory podnecuje spravanie
suvisiace so zberom potravy (zelené Sipky). Vytvorené pomocou programu Biorender.

2.3.1.2 Vplyv inzulinu podobnych peptidov

U vciel Corona et al. (2007) navrhli model, akym by draha IIS zavisla na dostupnosti
Zivin mohla ovplyviiovat ich dizku Zivota (Obr. 8). Teoreticky, ¢im ma véela nizsi prisun
energie, tym sa doziva niz§ieho veku. Potrava bohaté na sacharidy a chudobna na proteiny
spusta IIS drahu a ILP sa viazu na receptor InR. To vedie k fosforylacii traskripéného
faktora FoxO v cytoplazme, ktory neinhibuje tvorbu JH. JH vSak nasledne blokuje
expresiu }'g a nizka hladina Vg este viac prispieva k aktivacii IIS. V pripade vysokého
prisunu zivin dochadza k inhibicii IIS. Nefosforylovany FoxO prechadza do jadra
a inhibuje tvorbu JH, Co vedie k zvySenej syntéze Vg a zaroven inhibicii drahy IIS
(Corona et al. 2007).
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Obr. 8: Teoreticky model, ako obsah nutrientov ovplyviiuje dizku Zivota véiel. Vy§si prijem Zivin
(zelena) vedie kinhibicii signalizacie pomocou ILP. Nedochadza k fosforylacii
transkripcného faktora FoxO, ktory potom prechadza do jadra a inhibuje tvorbu JH. Nizka
koncentracia JH vedie k zvySenej expresii Vg v tukovom teliesku, ¢o stvisi s dlh§im
zivotom v¢iel. Vysoka koncentracia Vg zaroven v negativnej spétnej vizbe ovplyviuje
syntézu ILP. Naopak, potrava chudobnejsia na ziviny (modra) vedie k stimulacii tvorby
ILP, ¢o nasledne pozitivne ovplyviiuje fosforylaciu FoxO. Fosforylovany FoxO
neprestupuje do jadra atvorba JH tak nie je ovplyvnena. ZvySena koncentracia JH
inhibuje expresiu Vg, ato vedie k znizeniu dizky Zivota. Prevzaté a upravené podla

Corona et al. (2007).

V organizme v¢iel boli detegované dva inzulinu podobné peptidy — ILP1 aILP2
(Wheeler et al., 2000), ktoré moézu byt exprimované v nervovom alebo periférnom
tkanive robotnic (Corona et al., 2007; Ament et al., 2008). Presny mechanizmus ich
posobenia je vSak stdle pomerne nejasny.

Ukazuje sa, ze expresia /LP1 v mozgu lietaviek narasta s koncentraciou JH, avSak tiez
stvisi s dizkou Zivota matiek (Corona et al., 2007). Lietavky maji spravidla nizi prisun
nutrientov v potrave, pretoze konzumuju najmé nektar bohaty na sacharidy. Naopak,
mladé vcely prijimaji ovela vacsie mnozstvo proteinov z pel'u, ¢o pozitivne vplyva aj

na syntézu Vg (Amdam et al., 2006; Nelson et al., 2007; Ament et al., 2008). Avsak,
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expresia /PL1 mdze pocas Stadia lietavky opat’ klesnit’ bez ovplyvnenia jej spravania,
preto je spojitost so spravanim stale nejednoznacna (Corona et al., 2007
Ament et al., 2008). V perifémmom tkanive bola zaznamenana expresia [ILP/ iba
v tukovych bunkéch oenocytoch, kde sa predpoklada, ze zohrava ulohu pri metabolizme
lipidov. Na rozdiel od mozgu, periférne exprimovany /LP/ suvisi s vy§Sou hladinou Vg
a tento proces je zavisly na obsahu nutrientov prijatych v potrave (Ament et al., 2008;
Ament et al.; 2011; Nilsen et al., 2011; Thle et al., 2014).

Expresia ILP2 bola zaznamenana v oboch typoch tukovych buniek — trofocytoch aj
oenocytoch (Nilsen et al., 2011). Podl'a doterajsich §tadii hladina tohto inzulinu
podobného peptidu nezavisi na zlozeni potravy vcely (Ament et al., 2011; Nilsen et al.,
2011; Ihle et al., 2014). Predpoklada sa, ze ILP2 u v¢iel funguje ako pozitivny indikator
stavu zivin a zahfnia signalizaciu hladiny bielkovin aj tukovych zasob. V mozgu by signal
o vysokom nutricnom stave mohol inhibovat' IIS dréhu anasledne tak syntézu JH.
So zvySujicim sa vekom robotnic klesa expresia /LP2 v tukovom teliesku a expresia
ILPI v mozgu sa zvySuje. ILP1 potom aktivuje IIS signalizaciu a syntézu JH, o vedie
tiez k mobilizacii a poklesu energetickych zasob z tukového telieska (Ament et al., 2008;
Nilsen et al., 2011).

Vo vseobecnosti je podla doterajSich poznatkov expresia receptorov /nR v mozgu
robotnic pomerne konstantna, na rozdiel od tukovych buniek, kde sa meni v zavislosti
na fenotype. U lietaviek bola zaznamenana vyssia expresia /nR/ a InR2 ako u kimiciek,
z ¢oho vyplyva, ze lietavky st pravdepodobne citlivejSie na regulaciu prostrednictvom
ILP (Ament et al., 2008; Nilsen et al., 2011). Napriek tomu, Ze inhibicia IIS drahy
neovplyviiuje dizku Zivota v&iel, uml&anie expresie InR vedie k poklesu dizky Zivota (Ihle

etal., 2019).
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2.4 Vitellogeninové receptory

Transport Vg do buniek prebieha prostrednictvom endocytozy sprostredkovane;
Specifickym vitellogeninovymi receptoromi (VgR) (Dhadialla et al., 1992). Ich sekvencia
bola popisana napriklad u komara tropického (Sappington et al., 1996), Cerveného mravca
ohnivého (Solenopsis invicta) (Chen et al., 2004), rusa domového (Ciudad et al., 20006),
alebo Svaba madeirského (Tufail & Takeda, 2007), pricom vo vSetkych §tadiach bol
vyskyt VgR detegovany predovSetkym vo vajecnikoch.

VgR patria do rodiny lipoproteinovych receptorov s nizkou hustotou (LDLR).
U hmyzu sa jedna o 180-214 kDa vel'ké proteiny, na rozdiel od VgR stavovcov, ktoré
su priblizne dvakrat mensie (Ferenz, 1993; Sappington et al., 1995).

Struktara LDLR je vo vieobecnosti vysoko konzervovana, a obsahuje niekolko
zakladnych charakteristik. Tie zahfiiaji vdzbovi doménu pre ligand, prekurzorovu
homologicki doménu epidermalneho rastového faktora (EGF, z angl. epidermal growth
factor), YWXD opakovania, transmembranovi doménu a cytoplasmaticki doménu
(Sappington & Raikhel, 1998; Guidugli-Lazzarini et al., 2008).

Viazbova doména pozostava z viacerych klastrov na cys bohatych domén typu A,
pricom VgR stavovcov maju iba jeden klaster (Sappington & Raikhel, 1998). Na cys
bohaté domény su charakteristickou Struktirnou ¢rtou LDLR. Jedna sa o homologické,
konzervované aminokyselinové sekvencie s vysokym obsahom zaporného naboja,
1995:
Sappington & Raikhel, 1998). EGF pozostava z cys domén typu B a sekvencie YWXD.

coumoznuje véizbu pozitivne nabitych molekal (Ullman et al.,
Tieto S§truktarne prvky sa vyskytuji nezavisle od seba v rdznych proteinoch
a sprostredkovavaju interakcie protein-protein. Na zaklade tohto zistenia je mozné
predpokladat, ze prekurzorova oblast’ epidermalneho rastového faktora by sa mohla
podielat’ na dimerizacii VgR (Sappington & Raikhel, 1998).

Mechanizmus transportu Vg prostrednictvom VgR spociva v endocytoze komplexu
Vg/VgR do vnutra bunky. Po preneseni molekuly Vg na vnutorni stranu membrany
dochadza ktvorbe klatrinovych vezikul, zktorych vznikaju vezikularne tubulérne
Struktary, tzv. skoré endozomy. Spojenim niekol'kych skorych endozémov dochadza
k tvorbe Zitkovych teliesok (neskoré endozomy) a Vg sa potom uklada v Zitkovych
granulach ako Vn (Obr. 9) (Raikhel & Dhadialla, 1992). Endocytéza Vg/VgR je riadena
fosforylaciou receptora. U kobylky stahovavej fosforylaciu pravdepodobne reguluje JH
(Tufail & Takeda, 2009; Jing et al., 2021).
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Obr. 9: Mechanizmus transportu Vg do oocytu. U kobylky stahovavej bolo dokazané, ze VgR
je riadeny fosforylaciou. Vg sa viaze na VgR v membrane oocytu a prostrednictvom
klatrinovych vezikal a je endocytovany do bunky. Okyslenie endozomu vedie
k defosforylacii VgR a uvolneniu Vg, ktory sa uklada vo forme Vn (zasobna forma Vg).
Nasledne dochadza k recyklacii receptora ajeho opédtovnej aktivacii prostrednictvom
fosforylacie. Prevzaté a upravené podla Jing et al. (2021).

Transport Vg do folikulu sa lisi v zavislosti na druhu hmyzu (Obr. 10). Napr. u kobylky
stahovavej (Lauverjat et al., 1984) alebo komara tropického (Raikhel & Lea, 1991) bola
zistend paracelularna cesta prieniku Vg k povrchu oocytu. V priebehu oogenézy
dochadza vo folikularnom epitely k rozsireniu medzibunkovych priestorov, ¢o umoziuje
priamy prisun HL k oocytu. Na jeho povrchu sa nachadzaju VgR, ktoré Vg transportuju
priamo do vnutra bunky prostrednictvom endocytézy (Raikhel & Dhadialla, 1992).

U blanokridlovcov Stadie naznacuju, ze transport Vg do folikulu je transcelularny.
To znamena, ze VgR sa nachadzaju uz na povrchu folikulu. Tento jav bol pozorovany

napriklad v pripade mravcov, v¢iel, alebo 6s (Ronnau et al., 2016; Dohanik et al., 2018).
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Obr. 10: Schematické znazomenie odlisnych typov prieniku Vg do oocytu. Paracelularna cesta
prieniku bola zistena napriklad u kobylky stahovavej, alebo komara tropického. Vg
v tomto pripade prestupuje cez roz§irené medzibunkové priestory vo folikularnom epitely
ana membrane oocytu nasada na receptor. Pri transcelularnej ceste prieniku Vg
do oocytu, ktora je charakteristicka pre niektoré blanokridlovce, nedochadza k rozsireniu
medzibunkovych priestorov vo folikularnom epitely. VgR sa okrem membrany oocytu
nachadza tiez na povrchu epitelovych bunick a Vg prechadza k membrane oocytu
endocytozou po nasadnuti na receptor. Vytvorené pomocou programu Biorender.

21



2.4.1 Vitellogeninovy receptor vcely medonosnej

VgR A. mellifera je protein o velkosti 205 kDa (Amdam et al., 2003). Rovnako, ako
ostatné hmyzie VgR, patri do skupiny LDLR. Jeho predikovana Struktira obsahuje dve
viazobné domény pre ligand. V prvej doméne sa nachadzaju 4 cys klastre a v druhej 8 cys
klastrov (Guidugli-Lazzarini et al., 2008). Tato Strukturna ¢rta VgR vciel vykazuje
podobnost’ napr. s receptormi blanokridlovcov, konkrétne Cerveného mravca ohnivého,
alebo parazitickej osy Nasonia vitripennis. Naopak, odliSuje sa od S§truktury VgR
napr. komara tropického, rusa domového, ¢i §vaba madeirského, ktoré maju v prvej cys
doméne 5 klastrov (Obr. 11) (Sappington et al, 1996; Chen et al., 2004;
Ciudad et al., 2006; Tufail & Takeda, 2007).

Za kazdou vazbovou doménou pre ligand nasleduje doména epidermalneho rastového
faktora, obsahujuca cys klastre typu B aj YWXD opakovania. V¢eli VgR sa podobne,
ako iné VgR viaze na membranu prostrednictvom O-viazaného sacharidového zvysku.
V cytoplazmatickej doméne sa nachadzaju sekvencie na tvorbu klatrinovych vezikul
(Guidugli-Lazzarini et al., 2008).

Vzhl'adom na rozmanitost’ funkcii Vg u vciel bola pritomnost’ VgR imunochemickou
detekciou potvrdena okrem vaji€ok matiek aj v hltanovych zl'azadch robotnic
(Amdam et al., 2003) a meranim génovej expresie v tukovom teliesku, hlave a v nizkej

koncentrécii tiez v strednom c¢reve (Guidugli-Lazzarini et al., 2008).
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Obr. 11: Porovnanie Struktur hmyzich VgR s LDLR stavovcov. Vsetky receptory z LDLR skupiny
zdiel'aju pat’ rovnakych domén. Hmyzie VgR maju v porovnani s ostatnymi typmi LDLR
dve kopie domény pre vizbu ligandu a EGF prekurzorovej domény. Tak isto mézu byt
rozdelené¢ do dvoch typov. Typ 1 obsahuje v prvej vdzbove] doméne 5 cys rezidui
viazucich ligand a bol najdeny napr. u komara tropického, Svaba madeirského, ¢i rusa
domového. Typ 2 ma na konci prvej domény 4 cys rezidua (napr. u véely medonosnej
alebo ¢erven¢ho mravca ohnivého). V druhej doméne hmyzich VgR sa nachadza v oboch
typoch 8 cys rezidui, podobne ako v pripade kuracicho VgR. Pre porovnanie, I'udsky
LDLR ma iba 7 védzobnych cys rezidui. O-viazana sacharidova doména je pritomna
u vSetkych znamych hmyzich VgR typu 1, v pripade VgR typu 2 je jej vyskyt variabilny.
Prevzaté a upravené podl'a Tufail & Takeda (2009).
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2.5 Metody pre purifikaciu vitellogeninov a vitellinov

Na purifikdciu Vg a Vn sa najcastejSie vyuziva ionexova (IEX) alebo afinitna
chromatografia, pripadne ich kombinécia (Chinzei et al., 1981; Wheeler & Kawooya,
1990; Liu et al., 2009; Havukainen et al. 2011; Leipart et al, 2022b). Ako material pre
ziskanie Vg sluzi telova tekutina zivocicha, alebo u hmyzu tiez tukové teliesko. Vn, ako
proteiny Specifické pre oocyt, sa ziskavaju zvajicok dospelych samic
(Chinzei et al., 1981; Wheeler & Kawooya, 1990; Liu et al., 2009; Havukainen et al.,
2011). V niektorych stadiach, napr. pre izolaciu Vg z kapra (Cyprinus carpio) bola
pouzita aj gélova permeacna chromatografia (Fukada et al., 2003; Liu et al., 2009)

Ionexova chromatografia je vhodnd na odstranenie proteinov s odliSnym
izoelektrickym bodom (pI) (Sun et al., 2011). Pokial' je vo vzorke viac proteinov
s podobnym pl, ktoré pomocou sa pomocou IEX nedaju odseparovat, je mozné vyuzit
afinitnil chromatografiu s lektinom konkanavalinom A (KonA), ktory viaze sacharidy
(Boyd, 1963; Edelman et al., 1972). Ked'ze Vg st vacsinou glykozylované (Engelmann,
1979; Gottlieb & Wallace, 1982; Rosanova et al., 2002), viazu sa na KonA s pomerne
vysokou afinitou (Wheeler & Kawooya, 1990; Havukainen et al., 2011).

Najviac zastapené su okrem Vg v HL vciel apolipoforin (pI 8,64; My 377 kDa),
transferin (pI 6,77, Mw 79 kDa) ahexameriny (Hex) (Isani et al., 2023;
Expasy, 8.4. 2024). Hex tvoria skupinu zasobnych proteinov hmyzu. U v¢iel st pritomné
najma Hex110 (pl 6,43; My 112 kDa), Hex70a (pl 6,46, My 81 kDa), Hex70b (pl 6,72;
My, 80 kDa) a Hex70c (pl 7,94; My 81 kDa) (Danty et al., 1998; Martins et al., 2010;
Expasy, 8.4. 2024). V pripade letnej generacie dospelych robotnic bola zaznamenana iba
expresia Hex70a (Martins et al., 2010; Lee & Kim, 2017), uzimnej generacie
je exprimovany aj Hex//0 (Ward et al., 2022), ktory sa tvori tiez vo vajecnikoch
plodnych matiek (Martins et al., 2010).

2.5.1 Ionexova chromatografia
Principom IEX je adsorbcia nabitych molekul na opacne nabity povrch poréznych médii.
Sila tychto interakcii a adsorbCna kapacita sa meni nepriamo umerne s vodivostou
a zavisi od naboja analytov a matrice, dielektrickej konstanty prostredia, ¢i koncentracii
ostatnych nabitych i6nov vo vzorke (Janson, 2011).

Proteiny st nabité molekuly a menia svoj naboj v zavislosti od pH, v ktorom
sa nachadzaju. Hodnota pH, pri ktorej mé protein nulovy naboj, je dana ako pl. Pokial je

pH prostredia vyssie ako pl, protein méa zaporny naboj. V opa¢nom pripade nesie protein
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kladny naboj (Kodicek et al., 2018). Zmena néaboja proteinov v zavislosti na pH sa Casto
vyuziva na ich separaciu pomocou IEX.

Za ionexy sa oznacuju zluceniny, ktoré mozu mat kyslé alebo zéasadité vlastnosti. Tie
so zasaditymi vlastnostami sa nazyvaju anexy, pretoze obsahuju kladne nabité funkcné
skupiny a dochadza na nich k vymene aniénov. Kyslé ionexy, alebo inak tzv. katexy,
obsahuju zaporne nabité skupiny a prebieha na nich vymena katiénov. Konkrétnym
prikladom ionexu moze byt celuloza, dextran, agaroza, polyakrylamid, ¢i oxid kremicity
(Janson, 2011).

Ionexy sa delia na slabé a silné (Tab. 1). Toto pomenovanie nema ni¢ spolo¢né
so schopnost'ou viazat' proteiny, ale vyjadruje, do akej miery sa ionizacia funkénych
skupin matrice meni v zavislosti na pH. Silné ionexy st pomerne stabilné a v Sirokom
rozmedzi pH nemenia naboj. Naproti tomu, slabé ionexy si na zmeny pH citlivé a ich
naboj sa meni v zavislosti na pH a zlozeni pufru. Reguléacia naboja vézbovych skupin
zmenou pH zabezpeCuje moznost lepSieho rozliSenia, avSak nastavenie optimalnych

podmienok separacie je ovel'a narocnejsie (Janson, 2011; Sun et al., 2011).

Tab. 1: Prehl'ad niektorych zakladnych ionexov Prevzaté a upravené podl'a Sun et al. (2011).

Ligand Struktura Typ ionexu
Supfopropyl (SP) -0-CH,CHOHCH,OCH,CH,CH,SO3 Silny katex
Metyl sulfonat (S) -0-CH,CHOHCH,0OCH,CHOHCH,S03 Silny katex
Karboxymetyl (CM) -0-CH,COO - Slaby katex
Kvartémy amin (Q) -O-CH,N"(CHz); Silny anex

Dietylaminoetyl (DEAE) -O-CH,CH,;NH(CH:CHs) Slaby anex
Dietylaminopropyl (ANX) -O-CH,CHOHCH,NH(CH,CHj3), Slaby anex
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Viazbu makromolekal na ionex do velkej miery ovplyviluje zlozenie
tzv. ekvilibraéného (vdzbového) pufru (ekv.), v ktorom sa rozpustena vzorka nanasa
na kolénu. Vo vSeobecnosti sa vyuziva pufor s pH, ktoré sa od pl proteinu lisi
0 0,5-1 jednotku, aby bol protein vhodne nabity v zavislosti od pouzitia katexu alebo
anexu. Koncentracia soli vizbového pufru byva vicSinou nizka (20 — 50 mmol-17?).
Najcastejsim postupom eltcie proteinu z kolony je zvySenie koncentracie soli vo
vazbovom pufri. I6ny soli sutfazia s proteinom o vdzbu na matricu a pri ich vysokej
koncentracii dochadza k vytesneniu a elticii biomolekuly. Pre eluciu je mozné vyuzit tiez
zmenu pH (na anexe zvySenie, na katexe znizenie pH). Elucia proteinu z kolony mdze
prebiehat’ postupnou, konstantnou zmenou pufru (linedrnym gradientom, alebo krok

za krokom), ¢i narazovou vymenou pufrov (Janson, 2011; Sun et al., 2011).

2.5.2 Chromatografia na konkanavaline A
Konkanavalin A je lektin pochadzajici z bobovitej rastliny Canavalia ensiformis. Lektiny
tvoria skupinu proteinov, ktoré dokazu s vysokou Specifitou rozpoznavat a viazat
sacharidy (Boyd, 1963; Edelman et al., 1972).

Struktira KonA v roztoku zavisi na pH. V kyslom pH (nizsie ako 6) tvori diméry
a v pH vysSom ako 7 ma Strukturu tetraméru. Obsahuje viazobné miesta pre sacharidy
(konkrétne manozu alebo glukédzu), a tiez pre iony Ca>* a Mn*, ktorych pritomnost’ je pre

naviazanie sacharidu nevyhnutna (Edelman et al, 1972). Vizba medzi

KonA a sacharidom vznikd prostrednictvom vodikovych vizieb so sacharidovymi
hydroxylmi. Styri vodikové vizby spajaji molekulu sacharidu s -NH skupinami lektinu
a dve vodikové védzby sa nachadzaji medzi sacharidom a aminokyselinovymi zvySkami
naviazanymi na Ca?*. Bivalentné iony Ca** a Mn?" sa nezii¢astiiuju vizby sacharidu
priamo, ale pomahaju pri stabilizacii Struktiry vdzobného miesta (Obr. 12). Hlavnou
funkciou Ca’* je orientovat AMK zvysky do spravnej polohy pre vizbu sacharidu.

Pritomnost Mn?" zase zabezpecuje spravnu orientdciu AMK zvyskov, ktoré viazu Ca*

(Derewenda et al., 1989).
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METYL-a-D-MANOPYRAN

Obr. 12: Struktura konkanavalinu A snaviazanym ligandom (A) adetailné zobrazenic
umiestnenia Ca®* (zelena gulicka) a Mn?* (fialova guli¢ka) voéi manopyranozidu (B)
(PDB databaza, 13.12.2023).
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2.5.3 Gélova permeacna chromatografia
Gélova permeacna chromatografia (GPC) je separatna metdda sluziaca na rozdelenie
molekul podla molekulovej hmotnosti. Kolona byva naplnena poréznou zosietovanou
gélovou matricou s definovanou velkostou poérov. Prikladom moze byt dextran,
polyakrylamid alebo agardza. Molekuly viacsie, ako dutiny v matrici sa nezachytia
a vytetu z kolony ihned po naneseni vzorky. Cim je molekula mensia, tym viac penetruje
do porov gélu. Pri elucii teda dochadza k postupnému uvoliiovaniu molekul z kolony
od najvacsich po najmensie (Obr. 13) (Sun et al., 2011).

Ked'ze pri GPC je neziaduce, aby matrix reagovala s analytom, pre nanesenie vzorky
sa vyuzivaju pufre s vy$$ou koncentraciou soli (0,05 — 0,5 moll?). Neidénovym
medzimolekulovym interakcidm je mozné vyhnut sa malym pridavkom detergentu,

etylénglykolu alebo acetonitrilu (Janson, 2011).
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Obr. 13: Tlustracné znazomenie gélovej permeaénej chromatografie. Najvacsie molekuly (zIta)
vytecu z kolony hned’ po naneseni vzorky na kolonu (1.), pretoze sa nezachytavaju
do porov molekulového sita. Molekuly so strednou molekulovou hmotnostou (zelena)
sa eluuju neskor (2.), pretoze st spomalované pérmi v matrici, do ktorych sa vélenuju.
Najmensie molekuly (fialova) prestupuju az do poréznych castic gélu a su preto z kolony
eluované ako posledné (3.). Vytvorené v powerpointe.
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material
3.1.1 Chemikalie

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

Bisakrylamid (BIS) (MP Biomedicals, USA)

Bromfenolova modra (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G-250) (Bio-Rad, USA)
Disodna sol’ EDTA (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Dithiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

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

Etanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Fenyltiomocovina (PTU) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Glycerol (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Glycin (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Hovédzi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceské republika)

Chlorid horec¢naty (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Chlorid manganaty (Carl Roth, Nemecko)

Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid vapenaty (Lach-Ner, Ceska republika)

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

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

Kyselina chlorovodikova (Lach-ner, Ceska republika)

Kyselina octova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

L-histidin (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Marker molekulovej hmotnosti Serva Triple Color protein standard III pre
SDS-PAGE elektroforézu (Serva, Nemecko)

Metanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Metyl-a-D-manopyranozid (Sigma-Aldrich, Nemecko)

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

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

Polyklonalna krali¢ia protilatka proti Vg (Biologické centrum CAS, Ceské
Budgjovice)

Ponceau S (Merck, Nemecko)

Protease Inhibitor Cocktail P9599 (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Sephacryl S-200 HR (Cytiva, USA)

Siran amoénny (Lach-Ner, Ceska republika)

Susené nizkotucné mlieko (Carl Roth, Nemecko)

Trietanolamin (TEA) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris) (MP Biomedicals, Francuzsko)
Tween-20 (Carl Roth, Nemecko)

3.1.2 Roztoky

0,02% bromfenolova modra

10% (w/v) SDS

10% persiran amonny

60% glycerol

akrylamid-N N‘-methylbisakrylamid: 30 % (w/v) AA, 0,8 % BIS (w/v) vo vode
CBB G-250 zasobny roztok: 0,58 mmol-1" CBB G-250, 25 % EtOH a 50 %
kyselina fosfore¢na

CBB G-250 koloidny farbiaci roztok: 0,15 % (w/v) CBB G-250, 12,5% siran
amonny, 20% metanol, 12,3% kyselina fosfore¢na

CBB G-250 fixa¢ny roztok: 50% metanol, 10% kyselina octova

farbiaci roztok Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 10% (v/v) kyseliny octove]
premyvaci roztok pre Amicon: 0,1 mol-1"' NaOH

premyvaci roztok 1 pre anexovu kolonu: 1 mol-1"' NaOH

premyvaci roztok 2 pre anexovu kolonu: 2 mol-1"! NaCl

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

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

pufor do zaostrovacieho gélu: 0,5 mol-1"! Tris/HCI (pH 6,8)
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pufor ekv. pre anexovu chromatografiu (1): 30 mmol-1"' TEA/HCI (pH 8)

pufor ekv. pre anexovu chormatografiu (2): 20 mmol-1” Tris/HCI (pH 7,4)

pufor elu¢ny (elu¢.) pre anexovl chromatografiu (1): 30 mmol-1" TEA/HCI,
1 mol‘l"! NaCl (pH 8)

pufor elug. pre anexovu chromatografiu (2): 20 mmol-1” Tris/HCI, 1 mol-1"! NaCl
(pH 7,4)

pufor elu¢. pre anexovii chromatografiu (3): 20 mmol- 1" L-His/HCI,
1 moll"! NaCl (pH 5,6)

pufor ekv. pre KonA chromatografiu (1): 20 mmol-1"! Tris/HCI, 0,5 mol1"! NaCl,
1 mmol-1"! MnCl, 1 mmol-1"! CaCl, (pH 7,4)

pufor ekv. pre KonA chromatografiu (2): 50 mmol-1" kyselina octova/NaOH,
0,5 mol1” NaCl, 1 mmol1" MnCl, 1 mmoll1"' CaCl,, 1 mmol-l” MgCl, (pH 6)
pufor elu¢. pre KonA chromatografiu (1): 20 mmol-1"" Tris, 0,5 mol-1"" NaCl,
0,5 mol‘l”' metyl-a-D-manopyranozid (pH 7,4)

pufor elu¢. pre KonA chromatografiu (2): 50 mmol-l™" kys. octova/NaOH,
0,5 mol‘l”' metyl-a-D-manopyranozid (pH 4)

pufor elektrodovy pre SDS-PAGE: 0,025 mol 1" Tris/HCI, 0,192 mol-1"! glycin,
0,1% (w/v) SDS (pH 8,3)

pufor fosfatovy (PBS) s inhibitormi proteaz: 0,137 mol 1" NaCl, 2,68 mmol-1"
KCl, 10 mmol-1"' Na;HPOy, 1,38 mmol-1"! KoHPOy, Protease Inhibitor Cocktail
P9599 (riedenie 1000x), 1 mmol-1"' Na,EDTA (pH 7,4)

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

pufor pre gélovi permeanii chromatografiu: 30 mmol-1! TEA/HCI,
50 mmol-1"! NaCl (pH 8)

pufor pre elektroforézu za neredukujucich podmienok: 5% SDS, 25% glycerol
pufor regeneraény pre KonA: 20 mmol-1"! Tris/HCI, 0,5 mol-1! NaCl (pH 8,5)
pufor vzorkovaci (2x Laemmli): 0,125 mol-1" Tris/HCI, 4% (w/v) SDS,
20% glycerol, 0,2 mol-1"! DTT, 0,02% (w/v) bromfenolova modra (pH 6,8)
roztok BCIP: 5% BCIP v 100% DMF

roztok NBT: 10% NBT v 70% DMF

TBS pracovny pufor pre imunodetekciu (5x TBS): 100 mmol-1? Tris,
2,5 mmol-1"' NaCl (pH 7,5)
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Tween v TBS (TBS-T): 0,15 ml Tween-20 a 300 ml 1x TBS

vodou nasyteny n-butanol

3.1.3 Biologicky material

Viely letnej a zimnej generacie vyliahnuté a chované v laboratornych podmienkach,

poskytnuté Mgr. Jifim Danihlikom, PhD.. Kfmené 50% sachar6zou a pel'ovou nahradou

UltraBee. Vcelie matky zo vcelstiev, ktoré boli poskytnuté v€elarom Mgr. Bronislavem

Grunou.

3.1.4 Pristroje a pomocky

Analytické vahy Denver Summit (Denver Instrument, USA)

Amicon Ultra-4 centrifugacné filtracné skiimavky, cut off 100 kDa (Merck
Millipore, Nemecko )

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

Automatickeé pipety (Eppendorf, Nemecko)

Blotovacie zariadenie Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, USA)
Blotovacia membrana nitrocellulosovd Amersham Hybond-ECL, priemer porov
0,2 um (GE Healthcare, USA)

Blotovaci papier ALBET (ScienceLab, USA)

Centrifuga 5418 R (Eppendorf, Nemecko)

Centrifuga Rotanta 460R (Hettich, Nemecko)

Filter VacuCap™ 0,22 pm (Pall Lab USA)

Oscila¢ny mlynéek MM 400 (Retsch, Nemecko)

Inkubator Dry Bath (Major Science, USA)

Kolonka HiTrap ANX Sepharose FF, 1 ml (Cytiva, USA)

Kolonka HiTrap Con A 4B, 1 ml (Cytiva, USA)

Komercné gradientové gély 4-20% (Bio-Rad, USA)

Magneticka miesacka Big Squid (IKA, Nemecko)

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

Mikrodostickovy spektofotometer PowerWave XS (BioTek Instruments, USA)
Mikroskamavky (Eppendorf, Nemecko)

Nizkotlakovy kvapalinovy chromatograf BioLogic LP (Bio-Rad, USA)
Podlozka pre zobrazenie gélov White Tray (Bio-Rad, USA)

Predvazky (Ranwag, Cesk4 republika)
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e Stereolupa BEL binokular (Bel photonics, Taliansko)
e Trepacka Bio Shaker 3D (BioSan, LotySsko)
e  Ultrazvukovy &isti¢ Elmasonic S 50 R (Simply Sonic s.r.o., Ceska Republika)
e Vortex V-1 plus (BioSan, Lotyssko)
e  Zdroj elektrického napatia PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)
e Zobrazovacie zariadenie pre gély Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)
3.2 Metody

3.2.1 Spracovanie biologického materialu
Pre analyzu bola pouzita HL v¢iel, hrudnik, tukové teliesko, hltanové zl'azy, Crevo
a mozog (Obr. 14).

HL bola odoberana z hrudnej Casti matiek a vcelich robotnic po rozstrihnuti ostrymi
manikurovymi nozni¢kami medzi hrud’'ou a bru§kom. Stlac¢enim hrudnika medzi prstami
bola vytlacena kvapka HL, ktora bola odobratd automatickou pipetou. Z robotnic boli
odobraté priblizne 2 ul, z matiek 4 ul. HL bola umiestnena do mikroskimavky s malym
mnozstvom PTU (sluzi ako inhibitor fenoloxidazovej reakcie) a uskladnena pri -60 °C
pre d’alSie pouzitie. Druh4 sada vzoriek HL bola odobrata do roztoku PBS s inhibitormi
proteaz (10 pul HL do 90 pl PBS) a rovnako uskladnend pri -60 °C.

Tukové teliesko bolo odoberané zo zadockov zimnych véiel. Zadocky boli najskor
pomocou pinzety zbavené criev, nasledne boli prestrihnuté, roztvorené, a pomocou
entomologickych §pendlikov prichytené na kontrastny podklad pripraveny roztopenim
zafarbeného vcelieho vosku v Petriho miske. Na podklad bol naneseny vychladeny TEA
pufor (pH 8) tak, aby pokryl vzorku. Pod lupou bolo zvnutra zadockov odobraté tukové
teliesko bez prichytenych ciev a nervovych vladken. Cely proces prebiehal na l'ade
a odobraté vzorky boli uskladnené pri -60 °C pre d’alSie pouzitie.

Hitanové zl'azy a mozog boli odoberané z hlavovej casti. Najskor bola ostrou ziletkou
odrezana vrchnd vrstva kutikuly, nasledne bola hlava prichytend pomocou
entomologickych Spendlikov na kontrastny voskovy podklad. Pitva prebiehala opat
vo vychladenom TEA pufri. Z vnutra hlavy boli najskér odobraté hltanové zlazy
a nasledne mozog. Proces prebiehal na I'ade a vzorky boli uskladnené pri -60 °C pre

d’alsie pouzitie.
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Hltanové zlazy Mozog Tukové teliesko

Obr. 14: Ukazka pitvanych Casti zimnych v¢iel. Z hlavovej Casti boli najskor odobrané hltanové
zl'azy, ktoré sa nachadzaju na povrchu (zelené Sipky). Po odstraneni hltanovych Zliaz
bolo odobrané mozgové tkanivo v spodnej Casti velej hlavy uprostred (modry oval).
Tukové teliesko sa nachadza zo spodnej strany kutikuly po celom povrchu zadockovej
Casti (ZIt¢ Sipky).

3.2.2 Homogenizacia vzoriek

Do mikroskimaviek k jednotlivym telovym castiam (hlava, hrud’, zadocek, traviaca
sustava) boli pridané 4 velké sklenené homogenizacné gulicky, k vypitvanym organom
(tukové teliesko, hltanové zl'azy a mozg) bolo pridanych 5 stredne vel'kych sklenenych
homogenizacnych guli¢iek. Kazdad mikroskimavka obsahovala telovu Cast zjednej
vCely. Z telovych Casti bez kutikuly boli pripravené 2 sady vzoriek, pricom do jednej
sady bolo pridanych 100 pl TEA pufru (pH 8) a druha sada bola homogenizovana
nasucho. Homogenizacia prebiehala v oscilaénom mlynéeku (10 min, 30 Hz). Nasledne
bol do vSetkych mikroskiimaviek pridany TEA pufor tak, aby bol vysledny objem 200 pl.
Po dokladnom premiesani na vortexe boli vzorky centrifugované 20 min pri 16 000 xg
a 4 °C. Supernatant bol premiestneny do Cistej mikroskimavky a uskladneny pri -60 °C
pre d’alsSie pouzitie.

3.2.3 Stanovenie koncentracie proteinov Bradfordovou metédou
Koncentracia proteinov vo vzorkéach bola stanovena na zaklade kalibracnej zavislosti
Standardnych roztokov BSA o réznej koncentracii podla Bradforda (Bradford, 1976).
Pre stanovenie koncentracie proteinov v HL bol vytvoreny Standard zmiesanim vsetkych
HL zimnych v¢iel odobratych do zr. PTU, a to kvoli zamedzeniu rozdielnych vysledkov

sposobenych odliSnym zastapenim proteinov v jednotlivych vcelach. Koncentracia

proteinov v HL matiek je orientacna, pretoze bola stanovovana zo vzorky HL niekol’kych
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matiek odoberanych v rovnakom obdobi. Nebol vSak vytvoreny Standard zo vsetkych
pouzivanych HL matiek. Z roztoku BSA bol pripraveny kalibracny rad Standardov
o koncentraciach 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250, 500, 750 a 1000 pg-ml.

Do 96-jamkovej mikrotitraénej dosticky bolo v triplikatoch napipetovanych 45 ul
ddH,O, 5 pl standardu alebo vhodne nariedena vzorka a 200 pl pracovného roztoku
Bradfordovho ¢inidla. Ako blank bola pouzita ddH>O. Dosti¢ka bola nasledne prikryta
vieckom a ponechand inkubovat' 10 min kvdéli vyvinu sfarbenia. Absorbancia bola
zmerana na spektoforometri PowerWave XS pri vinovej dizke 595 nm. Data boli

zobrazené v programe Gen5 3.06 (Biotek).

3.2.4 Nizkotlakova kvapalinova chromatografia za pouzitia slabého

anexu
Kolona (HiTrap ANX Sepharose FF, 1 ml, Cytiva) bola pred prvym pouzitim premyta
podl'a pokynov vyrobcu: najskor 5x (5 nasobné mnozstvo objemu kolony) ekv. pufrom,
potom 5x elug. pufrom a nakoniec znova 10x ekv. pufrom pri prietoku 1 ml-min. Vietky
roztoky boli prefiltrované cez 0,22 um filter a odplynené.

Vzorka bola pripravena nariedenim HL 10x ekv. pufrom. Po premieSani na vortexe
bola vzorka centrifugovana pri 14000 xg po dobu 2 min. Pozadovany objem nariedene]
HL bol na kolonu naneseny pomocou automatickej pipety.

Nakol'ko cielom bola optimalizacia metody, boli skusané rézne podmienky priebehu
chromatografie (Tab. 2). Prietok ekv. pufru pre naviazanie proteinov bol vzdy
0,5 ml'min!.

Po skonCeni chromatografie bola koléna po niekol'kych pouzitiach regenerovana
premytim 10x 2 mol-1"" NaCl, 5% 1 mol‘I"' NaOH, znova 10x 2 mol-I"" NaCl a nakoniec
ddH,O. Skladovana bola vzdy v 20% EtOH pri 4 °C.
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Tab. 2: Testované podmienky pre optimalizaciu chromatografie na anexe

Ekvilibra¢ny pufor
20 mmol 1" Tris/HCI, pH 7.4
30 mmol1"! TEA/HCI, pH 8
Eluény pufor
20 mmol-1"! Tris/HCI + 1 mol‘1"* NaCl, pH 7.4
20 mmol-1"! L-His + 1 molI"* NaCl, pH 5,6
30 mmol-1! TEA + 1 mol-1"! NaCl, pH 8
Objem vzorky
400 ul
100 ul
50 ul
Riedenie vzorky
100%
10x
Typ vzorky
HL zimnej vcely odoberana do PBS (10 riedena)
HL zimnej véely odoberana do zr. PTU
HL matky odoberana do zr. PTU
Prietok pri elucii
0,8 ml-min’!
0,5 ml'‘min’!
0,3 ml‘min’!
Typ elucie
Linearny gradient
Krokova elucia

3.2.5 Nizkotlakova kvapalinova chromatografia na Konkanavaline A
Kolona (HiTrap Con A 4B, 1 ml, Cytiva) bola pred prvym pouzitim premyta podla
pokynov vyrobcu: 20x ekv. pufrom kvoli vymytiu nenaviazaného KonA a ekvilibracii.
Vsetky roztoky boli prefiltrované cez 0,22 um filter a odplynené.

Vzorka bola pripravena nariedenim frakcii po anexe (2%), pripadne celej HL (10x)
ekv. pufrom. Nakol'ko prebiehala optimalizacia metody, boli testované rozne typy vzoriek
a podmienky chromatografie (Tab. 3). Po premieSani na vortexe bola vzorka
centrifugovana pri 14000 xg po dobu 2 min. Na kolénu bolo nanesenych 100 ul vzorky
pomocou automatickej pipety.

Od nanesenia vzorky bol zachovany postup premytia kolony ekv. pufrom (10 ml
pri prietoku 0,2 ml-min') a nasledne vymena za elué. pufor. Elucia prebiehala linearnym
gradientom, alebo jednoduchou vymenou pufru za 100% elu¢. pufor.

Po skonceni elucie bola kolona regenerovana premytim 10x regeneraénym pufrom

a uskladnena v 20% EtOH.
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Tab. 3: Testované podmienky pre optimalizaciu chromatografie na konkanavaline A

Ekvilibra¢ny pufor
20 mmol‘1"! Tris/HCI, 0,5 mol-1" NaCl, 1 mmol-1"! MnCl, I mmol‘1" CaCl,, pH 7.4
50 mmol-1" kys. octova/NaOH, 0,5 mol1"' NaCl, 1 mmol-1"! MnCl,, 1 mmol-1"! CaCl,,
1 mmol-1"' MgCl,, pH 6
Eluény pufor
20 mmol-1"! Tris, 0,5 mol'I"! NaCl, 0,5 mol-l"! metyl-a-D-manopyranozid, pH 7.4
50 mmol1" kys. octova/NaOH, 0.5 mol‘l'metyl-o-D-manopyranozid, pH 4
Typ vzorky
CelaHL

Frakcie po anexe
Typ elacie

Linearny gradient

Okamzita vymena pufrov a pauzy pocas elucie

3.2.6 Gélova permeacna chromatografia

Zvolena matrica (Sephacryl S-200 HR) bola naplnen4 do kolony o velkosti 10 cm.
Kolona bola nasledne 10x premyta pufrom pre GPC. Potom bolo na kolonu aplikovanych
100 pl HL o koncentracii proteinov 5 mg'ml™. Chromatografia prebiehala pri prietoku

0,5 ml'min!.

3.2.7 Zakoncentrovanie vzoriek pomocou Amicon Ultra-4 (100 kDa)
Centrifuga¢né kolonky Amicon Ultra-4 (cut off 100 kDa) boli pred prvym pouzitim
premyté podla pokynov vyrobcu 2ml 0,1 moll! NaOH anasledne 2 ml ddHO.
Ako vzorky boli pouzité frakcie po chromatografii.

Centrifugacia prebiehala pri 4 °C a 4000 xg 5 min v pripade premyvania bez vzoriek,
a pri 4 °C 24000 xg 15 min po naneseni vzoriek. Po prvom zakoncentrovani frakcii boli
ku koncentratu v kolonke pridané 2 ml ekv. pufru a vzorky boli opat centrifugované
(15 min, 4000 xg). Toto premytie bolo zopakované este raz a nasledne boli koncentraty
z vrchnej Casti kolonky opatrne odpipetované do Cistych mikroskumaviek. Z 2 ml
povodnej vzorky bolo ziskanych priblizne 20 ul koncentratu. Kolonky boli pred
nanesenim novej vzorky centrifugované s 2 ml 70% etanolu a 2 ml ddH>O po 5 min.

Pre d’alSie pouzitie boli skladované v 20% etanole pri 4 °C.

3.2.8 SDS-PAGE za redukcénych podmienok

Vzorka bola zmieSana s2x vzorkovacim pufrom podla Laemmliho v pomere 1:1.
Po premiesani na vortexe prebiehala denaturacia proteinov pri 70 °C 15 min v termostate.
Potom bola vzorka ochladena na I'ade a centrifugovana 5 min pri 15 000 xg a 4 °C.

Pre delenie proteinov bol pouzity bud” komercny gradientovy polyakrylamidovy gél
(4-20%), alebo bol pripraveny vlastny polyakrylamidovy gél (podl'a Tab. 4).
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Tab. 4: Zlozenie deliaceho a zaostrovacieho gélu pre denaturacnu elektroforézu. Objemy su
uvedené v ml.

Typgelu  AA/BIS  TrgHCl  TrsHCI  ddH,0 SDS TEMED APS
30%/0,8% (1,5 mol-1", (0,5 mol-1",

pH 8.8) pH 6.8)
Deliaci 34 2,5 - 3.8 0,1 0,01 0,07
10%
Zaostrovaci 1,3 - 2.5 5,9 0,2 0,02 0,12
4%

Ako prvy bol naneseny deliaci gél. Po premieSani komponentov pre deliaci gél
a pridani Cerstvo pripraveného roztoku APS bola zahajena polymeriza¢na reakcia, preto
bol roztok okamzite aplikovany pomocou Pasteurovej pipety medzi sklicka
elektroforetickej aparatiry (cca 1 cm od zubov hrebienka). Na povrch gélu bola nanesena
tenka vrstva vodou nasyteného n-butanolu. Po stuhnuti deliaceho gélu (cca 30 min) bol
n-butanol odstraneny, priestor medzi sklami bol premyty ddH»O a vysuSeny filtraCnym
papierom. Rovnakym spdsobom bol pripraveny zaostrovaci gél, ktory bol naneseny
na stuhnuty deliaci gél. Do gélu bol ihned” opatrne vlozeny 10-jamkovy hrebienok a gél
bol opédt ponechany tuhnit cca 30 min. Takto boli pripravené celkom dva gély.
Po stuhnuti boli skla s gélom vlozené do elektroforetickej komorky. Hrebienok bol
opatrne vytiahnuty a do komorky bol naliaty elektrodovy pufor. Do jamiek boli pipetou
aplikované vzorky (mnozstvo podla typu vzorky) a 3 ul markeru Serva Triple Color
protein standard III (Serva, Nemecko). Aparatara bola umiestnena do chladnicky
anapojena na zdroj elektrického napéatia. Elektroforéza prebiehala najprv pri
konStantnom napéti 100 V po dobu priblizne 20 min, po zaostreni bolo napétie zvysené
na 200 V, kym zona bromfenolove; modrej nedoputovala na spodok deliaceho gélu.
Po ukonceni elektroforézy bola aparatira odpojend od zdroja napitia, pufor bol
odstraneny a gély boli pomocou plastovej Spachtle oddelené od skiel. Zaostrovaci gél bol
odstraneny do odpadu. Deliaci gél bol na 20 min umiestneny do fixacného roztoku
a nasledne farbeny koloidnym roztokom CBB G-250 v plastove] krabicke na trepacke
cez noc. Odfarbenie prebiehalo niekol'konasobnym premytim odfarbovacim roztokom
a destilovanou vodou. Gél bol odfoteny pomocou pristroja Gel Doc EZ Imager

a spracovany v programe Image Lab.

3.2.9 SDS-PAGE za neredukcénych podmienok

Vzorky boli pripravené zmieSanim vybranych frakcii po GPC s pufrom pre neredukujicu

elektroforézu (25% glycerol, 5% SDS) tak, aby vysledna koncentracia proteinov v jamke
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bola 1,5 pg. Nasledne prebiehala inkubécia jednotlivych vzoriek v termostate
pri teplotach 22 °C, 37 °C, 50 °C, 70 °C po 10 min a pri 100 °C 5 min pre vytvorenie
niekol’kych réznych typov neredukénych podmienok. Potom boli vzorky centrifugované
pri 15000 xg a4 °C 5 min a nanesené na vopred pripravené polyakrylamidové gély.
Zlozenie a priprava gélov bolo identické, ako v pripade SDS-PAGE za redukénych
podmienok. Do krajnych jamiek bolo nanesenych 5 pl bromfenolovej modrej
s0 60% glycerolom. Mnozstvo markeru bolo 3 pl na jamku. Elektroforéza prebiehala pri
konStantnom napéti 100 V priblizne 20 min a po zaostreni proteinovych zon bolo napétie
zvySené na 200 V. Po skoncCeni elektroforézy boli gély fixované priblizne 20 min
a nasledne farbené koloidnym roztokom CBB G-250 v plastovej krabicke na trepacke cez
noc. Odfarbenie prebiehalo niekolkondsobnym premytim odfarbovacim roztokom
a destilovanou vodou. Gély boli odfotené pomocou pristroja Gel Doc EZ Imager

a spracované v programe Image Lab.

3.2.10 Western blot

3.2.10.1 Prenos proteinov na membranu
Nitrocelul6zova membrana bola vystrihnuta tak, aby odpovedala vel'kosti gélu. Rovnako
boli vystrihnuté 2 ks hrubych filtraénych papierov o velkosti gélu. Pred umiestnenim
do blotovacej komdrky Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell boli v§etky komponenty
(gél po elektroforéze, filtratné papiere aj membrana) inkubované v blotovacom pufri
priblizne 30 min. Nasledne bol na anédovej elektrode blotovacej komorky zostaveny tzv.
sendvi€ v poradi filtracny papier, membrana, gél, filtracny papier. Pomocou val¢eka boli
odstranené vzduchové bubliny medzi gélom a membranou. Komdrka bola uzavreta
pomocou katddovej elektrody a veka a pripojend k zdroju elektrického prudu. Blotovanie
prebiehalo 1 h pri konstantnom prude 1,8 mA na 1 cm? gélu.

Pre overenie uspesného transferu bola membrana umiestnend do plastovej krabicky
s farbiacim roztokom Poceau S na priblizne 5 min. Po zvyrazneni proteinovych zon bola

membrana preplachnutd ddH»O a pouzita pre imunochemicku detekciu proteinov.

3.2.10.2 Imunochemicka detekcia vitellogeninu

Nitrocelul6zova membrana po blotovani bola inkubovana v 20 ml roztoku 5% suSeného
mlieka v TBS cez noc na trepacke pri 4 °C. Nasledne bola 2% po 10 min premyta 50 ml
roztoku TBS-T. Inkubécia s 10 ml roztoku priméarnej protilatky prebiehala 2 h pri
laboratornej teplote (riedenia sa liSili v ramci optimalizacie). Nasledne boli membrany

opat’ premyté 2x 50 ml roztoku TBS-T po 10 min. Inkubacia s 10 ml roztoku sekundérnej
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protilatky prebiehala 2 h pri laboratornej teplote (riedenie 1:10 000). Po skonceni
inkubécie nasledovalo posledné premytie 2x roztokom TBS-T. Detekcia alkalicke;
fosfatazy prebiehala pomocou roztoku NBT-BCIP (5 ml pufru pre ALP, 16 pl roztoku
NBT a 16 ul roztoku BCIP), v ktorom bola membrana ponechana priblizne 1 min

dovyvinu  sfarbenia  anasledne bola  niekolkokrat  premyta  ddH»O.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanovenie koncentracie proteinov Bradfordovou metédou
Koncentracia celkovych proteinov bola stanovovand v 100x nariedenej vzorke HL
zimnych vciel avtelovych Castiach (Tab. 5) na zéklade rovnice linearnej regresie
vyplyvajucej z grafu kalibracnej zavislosti Standardov BSA (Obr. 15). Z telovych Casti,
ktoré boli homogenizované v pufri aj nasucho boli d’alej pouzité tie, v ktorych bola
namerand vysSia koncentracia proteinov: mozog a hltanové zl'azy homogenizované
v pufri a tukové teliesko homogenizované nasucho.

Po optimalizacii chromatografie bolo na kolénu aplikovanych priblizne 0,28 mg
celkovych proteinov (100 ul 10x riedenej HL zimnych v¢iel), alebo 0,61 mg celkovych
proteinov (100 pl 10% riedenej HL matiek).
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Obr. 15: Kalibra¢na priamka Standardov BSA vytvorend z priemernych hodnét triplikatov
jednotlivych standardov.
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Tab. 5: Koncentracia proteinov vo vzorkach stanovena na zaklade rovnice kalibracnej zavislosti
standardov BSA. Skratka puf. znamena telové Casti homogenizované v pufri.

Obsah proteinov

Vzorka 1
(mg'ml™)

HL zimnych v¢iel 27,767
HL matiek 60,760
Hlava 0,526
Hrud’ 2,682
Zadok 0,601
Traviaca sustava 1,694
Mozog 0,154
Mozog (puf.) 0,257
Hitanov¢ zlazy 0,271
Hitanov¢ zlazy (puf.) 0,483
Tukové teliesko 0,312
Tukové teliesko (puf)) 0,109

4.2 Imunochemicka detekcia vitellogeninu

V prvom kroku bola v nadvdznosti na bakalarsku pracu (Hrtankova; 2022) dokoncena
optimalizacia detekcie Vg z HL metddou Western blot. Testované podmienky zahfmiali
optimalizaciu riedenia primarnej protilatky (1:2 500; 1:5000; 1:10 000; 1:15 000).
Vyuzité boli rozne staré letné vcely (0O dni, 2 dni, 5 dni, 9 dni), nakol'ko experiment
prebiehal v obdobi, kedy zimna generacia vciel s vysSSim zastipenim Vg esSte nebola
dostupna (Obr. 16). Ako najoptimélnejSie bolo zvolené riedenie 1:10 000, pretoze
pri tomto riedeni bol dosiahnuty idealny kompromis medzi dostato¢nou viditenostou

vSetkych fragmentov a spotrebou protilatky.
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Obr. 16: A — Komer¢ny polyakrylamidovy gél (4-20%) znazortiujici proteinové pasy hemolymfy
rozne starych letnych véiel. B — Nitrocelulozové membrany po imunochemickej detekeii
Vg testovanie roznych riedeni primarnej protilatky (riedenia uvedené na prislusnych
membranach). Vzorky: HL matky (1) a letnych véiel vo veku 0 dni (2), 5 dni (3) a 9 dni
(4). HL bola odoberana do zr. PTU. Do jamky bolo nanasanych 10 pl vzorky 10x riedenej
Laemmliho pufrom. M znac¢i marker molekulovej hmotnosti vkDa. Tri viditelné
proteinové pasy odpovedaju fragmentom Vg (od vrchu 180, 150 a 40 kDa).
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Pre zvolenie najvhodnejSieho materidlu na purifikdciu Vg bola jeho pritomnost
najskor overena v roznych CcCastiach tela a tkanivach zimnych wvciel (Obr. 17).

Na imunochemicku detekciu bola vyuzita HL, tukové teliesko, zadok po pitve, traviaca

sustava, hrudnik, mozog, hltanové zl'azy a hlava po pitve.

35 ] —> 40 kDa Vg

25
20

17
11

Obr. 17: A — Komerény polyakrylamidovy gél (4-20%) znazornujuci proteinové pasy hemolymfy
atelovych casti zimnych véiel. B — nitrocelul6zova membrana po imunochemicke;
detekcii Vg. Vzorky: hemolymfa (1), zadok po pitve (2), hrudnik (3), hlava po pitve (4),
traviaca sustava (5), tukové teliesko (6), mozog (7) a hltanové zlazy (8). M zna¢i marker
molekulovej hmotnosti vkDa. Do jamky boli nanagané 2 ug proteinov. Sipkami

je vyznaceny Vg a jeho fragmenty.
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4.3 Nizkotlakova kvapalinova chromatografia za pouzitia slabého anexu
Prehl'adny postup optimalizacie je zhrnuty v schéme (Obr. 18). Jednotlivé kroky

su detailne rozobrané v nasledujucich podkapitolach.

Typ vzorky

HL zimnej veéely o )

. HL zimnej vcely HL matky

odoberana do . 2
PBS (10 odoberana do odoberani do

. ,X zrnka PTU zrnka PTU

riedena) )
Ekvilibra¢ny
pufor

: REl 4 e
20 mmol-1 30 mmol-I! ”i%:lll-ll‘gll + ZT(iitsl/]’Il—lllgi l+ 20 mmol-1' L-His
Tris/HCI, TEA/HC1 - N + 1 mol-I* NaCl,
74 2 1 mol-I! 1 mol:I? 5.6
pH pH 8 NaCL pH8 | ( NaCl, pH 7.4 PH,

Riedenie
vzorky
] / W

[ 100x [ 10x ] [ 400 ul ] [ 100ul] [ 50 ul ]

Linearny Krokova
gradient elicia

Prietok pri

elicii

[O,Sml-min'l] [ 0,5 ml'min! ] [ 0,3 ml'min? ]

Obr. 18: Diagramy optimalizacie chromatografic na anexe. Zltou farbou su vyznadené
podmienky, ktoré boli vyhodnotené ako najlepsie.
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4.3.1 Typ vzorky a zavedenie Amicon Ultra-4 (100 kDa)

Testované boli tri typy vzoriek: HL zimnych vciel odoberana do roztoku PBS
s inhibitormi proteaz (10x riedena), HL zimnych v¢iel odoberana do zr. PTU a HL matky
odoberana do zr. PTU.

Prva bola testovana HL odoberana do roztoku PBS. Ako ekv. pufor bol pouzity
30 mmol1"' TEA/HCI a ako elu¢. pufor 20 mmol 1" L-His/HCI + 1 mol-1" NaCl (pH 5,6)
(Obr. 19). Frakcie nanesené na SDS-PAGE nie su zakoncentrované pomocou Amicon
Ultra-4, pretoze nutnost’ zavedenia tohto kroku bola odvodena az na zaklade vysledkov
z nasledujucich pokusov. Na kolonu bolo nandSanych 400 pl vzorky kvoli zvySeniu
mnozstva proteinov. Ked'ze prietok pri uvedenom pokuse tiez este nebol optimalizovany,
po 100. minitu mal hodnotu 0,5 ml-min!, a nasledne bol zvySeny na 1 ml-min".

Dalsia pouzita vzorka bola HL matky odobratd do zr. PTU. Elucia prebiehala
gradientom NaCl bez zmeny pH. Prietok bol rovnako, ako v predchadzajucom pripade,
0,5 ml-min™! po 100. min, a nasledne 1 ml-min™!. Na z4klade vysledku tohto pokusu bol
do postupu optimalizacie purifikdcie zavedeny krok zakoncentrovania frakcii
prostrednictvom Amicon Ultra-4 100 kDa. V pripade gélu po zakoncentrovani boli
nanaSané frakcie spajané dokopy vzdy 1+1, pretoze hlavnym cielom bolo overit, ¢i tento
krok pomoze vizualizovat proteinové pasy vo frakciach (Obr. 20).

Poslednym testovanym typom vzorky bola HL zimnej v¢ely odoberana do zr. PTU,
kde bol pouzity optimalizovany prietok 0,5 ml-min™ po naneseni vzorky a 0,8 ml-min’!
od zacatia elucie (Obr. 21). V tomto pokuse bol dosiahnuty optimalny vysledok pre
purifikaciu Vg od ostatnych proteinov, naymé od proteinového pasu v oblasti okolo
70 kDa.
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Obr. 19: A — Chromatogram po naneseni 400 pl 100x riedenej HL zimnych v¢iel. Ekv. pufor:
30 mmol-I" TEA/HCI (pH 8), elu¢. pufor: 20 mmoll1"! L-His/HCI + 1 mol-1" NaCl
(pH 5.6). Frakcie 13-19 (od priblizne 39. do 57. min) boli pozbierané po 2 ml (vyznacené
v ¢ienom aj zelenom ramiku). B — SDS-PAGE (10% g¢él) frakcii vyznacenych
na chromatograme. M znaci marker molekulovej hmotnosti v kDa, HL je 100x riedena
hemolymfa zimnych v¢iel v PBS a ekv. pufri (2 pg proteinov na jamku) sluziaca ako
kontrola. Cisla koresponduju s &islami frakcii vyznagenych na chromatograme. Do jamky
bolo nanasanych 8 ul z kazdej frakcie. Proteinovy pas v oblasti 180 kDa pre Vg nebol
detegovany.
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Obr. 20: A — Chromatogram po naneseni 100 ul 10x riedenej HL matky. Ekv. pufor:

30 mmol‘1"! TEA/HCI (pH 8), elug. pufor: 30 mmol-1"! TEA/HCI + 1 mol-I"' NaCl (pH 8).
Frakcie 18-25 (od 54. do 75. min) a 40-43 (od 114. do 120. min) boli pozbierané po 2 ml
(vyznacené v Ciernom aj zelenom ramiku). B — SDS-PAGE (10% g¢él) frakeii
vyznacenych na chromatograme. M znaci marker molekulovej hmotnosti v kDa, ako
kontrolné vzorky boli pouzité hemolymfa zimnej véely v PBS ackv. pufri (VC, 2 pg
proteinov na jamku) a hemolymfa matky (MA. 48 pg proteinov na jamku). Cisla
koresponduji s Cislami frakcii vyznaCenych na chromatograme. Do jamky bolo
nanasanych 12 pl z kazdej frakcie. C — SDS-PAGE (10% g¢él) frakcii po zakoncentrovani
pomocou Amicon Ultra-4 100 kDa. Cisla znagia frakcie vyznadené na chromatograme
spojené dokopy vzdy 1+1: 1 (18+19), 2 (20+21), 3 (22+23), 4 (24+25), 5 (40+41), 6
(42+43). Do jamky bolo nanasanych 8 ul koncentratu. V ramcéeku je oznacena 180 kDa
oblast’, kde bol detegovany Vg.
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Obr. 21: A. — Chromatogram po naneseni 100 pl 10x riedenej HL zimnych v¢iel. Ekv. pufor:
30 mmol-1"! TEA/HCI (pH 8), elué. pufor: 30 mmol-1"! TEA/HCI + 1 mol-I" NaCl (pH 8).
Frakcie 6-13 (od priblizne 32. do 50. min) boli pozbierané po 2 ml (vyznacené v zelenom
aj ¢iemom ramiku). B — SDS-PAGE (10% g¢l) frakcii vyznacenych na chromatograme.
M znaci marker molekulovej hmotnosti v kDa, HL je 10x riedend hemolymfa zimnych
véiel v ekv. pufii (22 pg proteinov na jamku) sluziaca ako kontrola. Cisla koresponduju
s Cislami frakcii vyznacenych na chromatograme. Do jamky bolo nanasanych 8 pl
koncentratu po Amicon Ultra-4 100 kDa. V ram¢eku je oznacena 180 kDa oblast’, kde bol
detegovany Vg.

49



4.3.2 Ekvilibra¢ny a elu¢ny pufor

Najskor bola testovana pufrova zostava vychadzajuca z ¢lanku od Leipart et al. (2022b).
Za ekv. pufor bol zvoleny 20 mmol-1”' Tris/HCI, nakolko vyssia koncentracia soli nebola
vyrobcom kolonky pre slaby anex odporucand (Cytiva life sciences HiTrap ANX
Sepharose FF Instructions for Use, 2.4. 2024). Ako elué. pufor bol pouZity 20 mmol-l™!
Tris/HCI + 1 mol-1! NaCl. Na kolénu bolo nanesenych 100 ul 10x riedenej HL zimnej
véely v ekv. pufri. Prietok po naneseni vzorky na kolénu bol 0,5 ml-min™. Elcia
prebiehala linearnym gradientom zvySovania koncentracie NaCl pri prietoku
0,8 ml-min’!. Pritomnost’ proteinov v pozbieranych frakciach bola po zakoncentrovani
pomocou Amicon Ultra-4 100 kDa overend na SDS-PAGE za redukénych podmienok.
Vo vysledku (Obr. 22) nedoslo k detekcii proteinového pasu v oblasti 180 kDa , preto bola
tato zostava z d’alSich pokusov vylucena.

V d'alSom kroku bolo pH ekv. aj elu¢. pufru zvySené na 8. Zlozenie pufrov bolo
zmenené na 30 mmol-1"' TEA/HCI pre ekv. pufor a 30 mmol-1"' TEA/HCI + 1 mol-1"! NaCl
pre eluc. pufor. Na gély po SDS-PAGE bol pozorovany slaby proteinovy pas o velkosti
180 kDa (Obr. 23). Uvedena pufrova zostava bola vyhodnotena ako najvhodne;jsia.

Poslednym krokom tejto Casti optimalizacie bola skuska elucie s vyuzitim sol'ného aj
pH gradientu, nakol'ko sa predpokladalo, ze zmena pH by mohla pomoct lepsej desorbcii
silne naviazanych proteinov alepSiemu rozliSeniu. Za elu¢. pufor bol zvoleny
20 mmol‘l™' L-His/HCl + 1 mol-1"* NaCl (pH 5,6). Vysledok tohto optimalizaéného kroku

(Obr. 24) sa vsak vel'mi nelisil od elucie sol'nym gradientom.
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Obr. 22: A — Chromatogram po naneseni 100 pl 10x riedenej HL zimnych vciel. Ekv. pufor:
20 mmol-I" Tris/HC1 (pH 7.4), elu¢. pufor: 20 mmol-1! Tris/HCI + 1 moll" NaCl
(pH 7.4). Frakcie 2-17 (od 8. do 50. min) boli pozbierané po 2 ml (vyznacené v zelenom
aj ciemom ramceku) B - SDS-PAGE (10% gély) frakcii 2-17 vyznacenych
na chromatograme. M zna¢i marker molekulovej hmotnosti v kDa, HL je 10x riedena
hemolymfa zimnych v¢iel v ekv. pufri (22 ug proteinov na jamku) sluziaca ako kontrola.
Cisla koresponduju s &islami frakcii vyznadenych na chromatograme. Do jamky bolo
nanasanych 8 pl koncentratu po Amicon Ultra-4 100 kDa. Proteinovy pas v oblasti
180 kDa pre Vg nebol detegovany.
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Obr. 23: A. — Chromatogram po naneseni 100 pl 10x riedenej HL zimnych véiel. Ekv. pufor:

30 mmol-1"! TEA/HCI (pH 8), elug. pufor: 30 mmol-1"! TEA/HCI1 + 1 mol-1"! NaCl (pH 8).
Frakcie 2-6 (od priblizne 7. do 23. min) a 10-16 (od 32. do 48. min) boli pozbierané po
2 ml (vyznaené v Cienom aj zelenom ramiku). B. — SDS-PAGE (10% gél) frakcii
vyznacenych na chromatograme. M zna¢i marker molekulovej hmotnosti v kDa, HL je
10x riedena hemolymfa zimnych v¢iel v ekv. pufri (22 pg proteinov na jamku) slaziaca
ako kontrola. Cisla koresponduju s &islami frakcii vyznaGenych na chromatograme. Do
jamky bolo nanaSanych 8 pl koncentratu po Amicon Ultra-4 100 kDa. V ramceku je
oznacena 180 kDa oblast’, kde bol detegovany Vg.
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Obr. 24: A — Chromatogram po naneseni 100 pl 10x riedenej HL zimnych vciel. Ekv. pufor:
30 mmol‘1"! TEA/HCI (pH 8), elug. pufor: 20 mmol-1"! L-His/HCI + 1 mol-I"' NaCl (pH 5.6).
Frakcie 5-12 (od priblizne 30. do 47. min) boli pozbierané po 2 ml (vyznacené v zelenom aj
¢iemom ramceku). B — SDS-PAGE (10% gél) frakcii vyznacenych na chromatograme.
M znaci marker molekulovej hmotnosti v kDa, HL je 10x riedena hemolymfa zimnych vciel
v elué. pufii (22 pg proteinov na jamku) sliziaca ako kontrola. Cisla koresponduju s &islami
frakcii vyznaenych na chromatograme. Do jamky bolo nanasanych 8 ul koncentratu
po Amicon Ultra-4 100 kDa. V ram¢eku je oznacena 180 kDa oblast’, kde bo detegovany Vg.
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4.3.3 Typ elucie

Prvym typom elucie bol linearny gradient 0 %-100 % elu¢. pufru pri prietoku 0,8 ml-min!
(Obr. 21, kap. 4.3.1). Z doévodu snahy o zuzenie piku Vg a o najlepsiu separaciu Vg
od mensSich proteinov s podobnym pl (najmé proteinovy pas v oblasti okolo 70 kDa) bolo
testované spomalenie prietoku na 0,3 ml-min” svyuZitim linearneho gradientu
0 %-100 % eluc. pufru (Obr. 25), alebo krokova elucia (koncentracia elu¢. pufru 60 %,
70 %, 80 %, 90 % a 100 %, dizka kazdého kroku 8 ml) (Obr. 26).

Prietok po naneseni vzorky ostal nezmeneny (0,5 ml-min™). Pufrova zostava bola
TEA/HCI (pH 8), elucia solnym gradientom. Na kolénu bolo nanesenych 100 ul
10x riedenej HL zimnej véely v ekv. pufti.

Vysledok neposkytol o¢akavané zlepSenie purifikacie. Znizeny prietok sice pomohol
zuzit pik, avSak zhorsil separaciu Vg od proteinov v oblasti okolo 70 kDa. V pripade
krokovej eltcie nebola separacia dosiahnuta takmer vobec. Z tohto dévodu bol pre
optimalne podmienky purifikacie zvoleny prietok 0,8 ml-min™ pri lineArnom gradiente

zvySovania koncentracie NaCl.
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Obr. 25: A. — Chromatogram po naneseni 100 pl 10x riedenej HL zimnych véiel. Ekv. pufor:
30 mmol-1"! TEA/HCI (pH 8), elu¢. pufor: 30 mmol-1! TEA/HCI + 1 mol-1"! NaCl (pH 8).
Elucia linearnym gradientom, prietok 0,3 ml-min™. Frakcie 7-12 (od 60. do 91. min) boli
pozbierané po 2 ml (vyznacené v zelenom aj ¢iernom ramiku). B. — SDS-PAGE (10% g¢l)
frakcii vyznacenych na chromatograme. M znaci marker molekulovej hmotnosti v kDa,
HL je 10x riedena hemolymfa zimnych v¢iel v ekv. pufri (22 pug proteinov na jamku)
sluziaca ako kontrola. Cisla koreSpondujii s &islami  frakcii  vyznadenych
na chromatograme. Do jamky bolo nanasanych 8 pul koncentratu po Amicon
Ultra-4 100 kDa. V ram¢eku je oznacena 180 kDa oblast’, kde bol detegovany Vg.
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Obr. 26: A — chromatogram po naneseni 100 pl 10x riedenej HL zimnych v¢iel. Ekv. pufor:

30 mmol‘1"! TEA/HCI (pH 8), elué. pufor: 30 mmol-1"! TEA/HCI + 1 mol-1"! NaCl (pH 8).
Krokova elucia (60 %, 70 %, 80 %, 90 % a 100 % eluc. pufru po 8 ml), prietok
0,3 ml-min™. Frakcie 5-8 (od 47. do 67. min) boli pozbierané po 2 ml (vyznacené
v zelenom aj c¢iemom ramiku). B - SDS-PAGE (10% g¢él) frakcii vyznacenych
na chromatograme. M znaci marker molekulovej hmotnosti v kDa, HL je 10x riedena
hemolymfa zimnych véiel v ekv. pufri (22 pg proteinov na jamku) sluZiaca ako kontrola.
Cisla koresponduju s &islami frakcii vyznadenych na chromatograme. Do jamky bolo
nanasanych 8 ul koncentratu po Amicon Ultra-4 100 kDa. V ram¢éeku je oznacena 180 kDa
oblast’, kde bol detegovany Vg.
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4.3.4 Objem vzorky
Za optimalny objem vzorky na kolénu bolo zvolenych 100 ul 10x riedenej HL. Toto

mnozstvo bolo pouzivané vo vacsine pokusov, pretoze predstavuje idealny pomer medzi
spotrebou vzorky a uspokojivym vysledkom.

V pociatocnom §tadiu optimalizacie bolo testované vys§sie mnozstvo vzorky, to vSak
kvoli vacsiemu riedeniu (400 ul 100x riedenej HL; Obr. 21) nebolo vhodné.
Po optimalizacii riedenia uz nebolo potrebné d’alej testovat’ vys§ie mnozstvo nanasane]
vzorky. Skusany bol tiez mensi objem vzorky (50 ul 10x riedenej HL), avSak proteinové

pasy neboli na gély po SDS-PAGE viditel'né.
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4.4 Nizkotlakova kvapalinova chromatografia na konkanavaline A
Prehladny postup optimalizacie je zhrnuty v nasledovnej schéme (Obr. 28). Jednotlivé

kroky su detailne rozobrané nizsie.

Ekvilibra¢ny
pufor

50 mmollI'! kys.
octova/NaOH, 0,5 mol-1"!
NaCl, 1 mmol-I! MnCl,

1 mmol-l! CaCl,,

20 mmol-1"? Tris/HCI, 0.5
mol-1"'NaCl, 1 mmol-1!
MnCl; 1 mmol-I CaCl,

./

pH 74 1 mmol-I! MgCl,
pH 6
20 mmol-I'! Tris, 0,5 mol-I"'! NaCl, 50 mmol-lI! kys. octova/NaOH,
0,5 mol-I'! metyl-alfa-D-manopyranozid, 0,5 mol-I'! metyl-alfa-D-manopyranozid,
pH 7.4 pH 4

AR

[ Cela hemolymfa J [ Frakcie po anexe ]

[ Typ elucie ]

Okamzita vymena
pufrov a pauzy
pocas elicie

Linearny

gradient

Obr. 27: Diagramy optimalizacie chromatografie na KonA. Zelenou farbou st zvyraznené
podmienky, ktoré boli vyhodnotené ako najlepsie.
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Ako prvé boli testované podmienky uvedené v navode od vyrobcu kolonky (Cytiva life
sciences HiTrap Con A 4B Instructions for Use, 2.4. 2024), ato Tris pufrova
zostava (pH 7,4). Prietok po naneseni vzorky bol vo vSetkych pokusoch 0,2 ml-min’!
a elucia prebiehala pri prietoku 0,5 ml-min™,

Na kolonu boli v prvom pokuse nanesené frakcie s obsahom Vg po IEX, kde bola
purifikovana HL. matky optimalizovanym postupom. Objem nanasanej vzorky bol 100 pl,
riedenie 2% ekv. pufrom. Frakcie pozbierané po chromatografii na KonA boli spojené
dokopy vzdy 1+1, pretoze cielom bolo overit, ¢i je uvedenym postupom mozné ziskat
detekovatel'né mnozstvo proteinov (Obr. 29).

Ked'ze v predchadzajucom pokuse nebola detekcia proteinov na gély uspesna
(pravdepodobne kvoli nizkej koncentracii proteinov), postup bol zopakovany so vzorkou
o vysSej koncentracii. Na anex bola nanesend HL matky riedena 2x ekv. pufrom. Ziskané
frakcie s obsahom Vg boli zmiesané dokopy, 2x zriedené ekv. pufrom pre KonA a 100 pl
takto pripravenej vzorky bolo nanesenych na kolonu. Eltucia bola zmenené z gradientove;j
na okamziti vymenu pufru za 100 % eluc.. Pocas elucie boli aplikované 10 min pauzy
(v 65., 75. a90. minute). Ako kontrola bola na géloch pouzita 100% riedena HL zimnej
vCely zdovodu momentalneho nedostatku vzorky matky, avSak pravdepodobne
sa jednalo o chybnu vzorku HL, nakolko na gély nie su viditelné proteinové pasy.
Na zéaklade vysledku (Obr. 30) je zrejmé, ze pauzy pocas elucie vyrazne pomohli
desorbcii  proteinov z KonA kolony. Pomocou uvedenej zostavy vsSak nedoslo
k dostatocnej separacii proteinov a na gély po SDS-PAGE boli vidite'né proteinové pasy
v celom rozsahu kDa.

V d’alSom kroku bola testovana sustava octanovych pufrov podla clanku od Soper &
Aird (2007). Na kolénu bolo nanesenych 100 pl 10x zriedenej HL zimnej vCely. Pocas
elucie boli opat’ aplikované 10 min pauzy v 58., 68., 78., 93., a98. minute. V piku
eluovanom od 90. do priblizne 95. minuty detegovany takmer samostatny proteinovy pas
v oblasti 180 kDa, ¢o by pravdepodobne mohol byt Vg. Silné proteinové pasy v oblasti
Vg sa vSak nachadzaju vo frakciach 4-6, kde je pritomné tiez velké mnozstvo inych

proteinov, a teda nedoslo k optimalnej separacii (Obr. 31).
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Obr. 28: A — Chromatogram po naneseni 100 pl 2x riedenej vzorky ekv. pufrom (frakcie 3,4 a 5
po IEX vyznaéné na gély v ramiku). Ekv. pufor: 20 mmol-1"! Tris/HCI, 0,5 mol1"! NaCl,
1 mmol-1"! MnCl, 1 mmol-1"* CaCl, (pH 7,4); elug. pufor: 20 mmol-1"! Tris, 0,5 mol1" NaCl,
0,5 mol-1"! metyl-a-D-manopyranozid (pH 7.4). HL je 10x riedena hemolymfa matky
v TEA/HCI sluziaca ako kontrola. Frakcie 22-27 (od priblizne 67. do 82. min) boli
pozbieran¢ po 2 ml (vyznacené v ¢iernom aj zelenom ramiku). B. — SDS-PAGE (10% ggl)
frakcii vyznacenych na chromatograme. HL je 10x riedena hemolymfa matky v elu¢. pufti
(48 pg proteinov na jamku) sluZiaca ako kontrola. Cisla znadia frakcie vyznadené
na chromatograme spojené dokopy vzdy 1+1: 1 (22+23), 2 (24+25), 3 (26+27). Do jamky
bolo nanasanych 8 ul koncentratu po Amicon Ultra-4 100 kDa. M na oboch obrazkoch
znac¢i marker molekulovej hmotnosti v kDa.
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Obr. 29: A - chromatogram po naneseni 100 pl 2x riedenej vzorky ekv. pufrom (frakcie 1-6

po IEX vyznaéné na gély vramiku). Ekv. pufor: 20 mmol 1" Tris/HCI,
0,5 mol1"NaCl, 1 mmoll! MnCl, 1 mmoll! CaCl, (pH 7.4); elué. pufor:
20 mmol-1"! Tris, 0,5 mol-1"! NaCl, 0,5 mol‘I"' metyl-a-D-manopyranozid (pH 7.4). HL
je 100x riedend hemolymfa zimnej véely v PBS a TEA/HCI (2 pg proteinov na jamku)
sluziaca ako kontrola. Frakcie 1-7 (od priblizne 70. do 100. min) boli pozbierané po
2 ml (vyznacené v zelenom aj ¢iernom ramiku). B. - SDS-PAGE (10% g¢l) frakcii
vyznacenych na chromatograme. HL je 100x riedena hemolymfa zimnej véely v PBS
a elué. pufri (2 pg proteinov na jamku) sliziaca ako kontrola. Cisla znadia frakcie
vyznacené na chromatograme. Do jamky bolo nanasanych 8 ul koncentratu po Amicon
Ultra-4 100 kDa. M na oboch obrazkoch znaci marker molekulovej hmotnosti v kDa.
V raméeku je oznacena 180 kDa oblast’, kde bol detegovany Vg.
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Obr. 30: A — chromatogram po naneseni 100 pl 10x riedenej HL zimnej véely ekv. pufrom Ekv.
pufor: 50 mmol-l! kyselina octova/NaOH, 0,5 mol 1! NaCl, 1 mmol1! MnCl,,
1 mmol'l"' CaClz, 1 mmol‘l"! MgCl,, (pH 6); elué. pufor: 50 mmol-1" kys. octova/NaOH,
0,5 molI"" metyl-a-D-manopyranozid (pH 4). Frakcie 1-8 (od priblizne 70. do 92. min)
boli pozbierané po 2 ml (vyznacené v Ciernom aj zelenom ramiku). B — SDS-PAGE
(10% g¢l) frakcii vyznacenych na chromatograme. HL je 10x riedena hemolymfa zimnej
véely v ekv. pufri (22 pg proteinov na jamku) sluZiaca ako kontrola. Cisla znadia frakcie
vyznacené na chromatograme. Do jamky bolo nanasanych 8 ul koncentratu po Amicon
Ultra-4 100 kDa. M znac¢i marker molekulovej hmotnosti v kDa. V ramceku je oznacena
180 kDa oblast’, kde bol detegovany Vg.
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4.5 Gélova permeacna chromatografia
GPC bola vyuzita na separaciu proteinov podl'a vel'kosti s cielom odstranit z HL proteiny
s podobnym pl, ale nizSou molekulovou hmotnostou, ako Vg. Na koléonu bolo

nanesenych 100 pl HL zimnych v¢iel o koncentracii 5 mg-ml™. Frakcie boli pre detekciu

proteinov na SDS-PAGE spéjané vzdy 1+1 (Obr. 32).
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Obr. 31: A — chromatogram po naneseni 100 ul HL zimnej véely o koncentracii 5 mg:ml!. Frakcie
6-43 (od priblizne 10. do 70. min) boli pozbieran¢ po 0,5 ml (vyznacené v Ciernom aj
zelenom ramiku). B — SDS-PAGE (10% g¢él) frakcii vyznacenych na chromatograme. HL
je 10x riedena hemolymfa zimnej v¢ely v ekv. pufti (22 ug proteinov na jamku) sliziaca ako
kontrola. Cisla znagia frakcie vyznadené na chromatograme spojené dokopy vzdy 1+1: 1
(6+7), 2 (8+9), 3 (10+11), 4 (12+13), 5 (14+15), 6 (16+17), 7 (18+19), 8 (20+21), 9 (22+23),
10 (24+425), 11 (26+27), 12 (28+29), 13 (30+31), 14 (32+33), 15 (34+35), 16 (36+37), 17
(38+39), 18 (40+41), 19 (42+43). Do jamky bolo nanasanych 8 ul koncentratu po Amicon
Ultra-4 100 kDa. M zna¢i marker molekulovej hmotnosti v kDa.
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Podl'a vysledku po SDS-PAGE sa v prvom piku nachadzali proteiny vsetkych
molekulovych hmotnosti, ateda nedoS§lo kich rozdeleniu. Na géloch pre detekciu
proteinov vo frakciach 34-43 (vzorky 15-19 na obrazku 32 B.), kde by sa mali nachadzat’
proteiny s nizkou molekulovou hmotnostou, nebol zaznamenany vyskyt ziadnych
proteinovych pasov. To je pravdepodobne sposobené tym, ze po zakoncentrovani frakcii
cez Amicon Ultra-4 100 kDa malé proteiny presli cez molekulové sito do supernatantu,
pricom na gél bol nanasany zachyteny koncentrat.

Pre overenie, ¢i st vSetky proteiny na Obr. 32 B. (gél so vzorkami 1-7, frakcie 6-19)
naozaj pritomné v uvedenych frakciach, alebo sa jedna o fragmenty vzniknuté
redukénymi a denaturaénymi podmienkami pri SDS-PAGE, bola prevedena elektroforéza
za neredukcnych podmienok. Frakcie 10-13 po GPC boli zmiesané dokopy a podrobené
denaturéacii pri roznych teplotach bez pouzitia redukcnych Cinidiel (Obr. 33).

Z vysledku je zrejmé ze SDS-PAGE podla Laemmliho spdsobuje na gély vznik
vys§sieho poctu proteinovych pasov. Na rozdiel od neredukovanych vzoriek bol vyskyt
proteinovych pasov detegovany aj v oblasti pod 35 kDa, ¢o naznaCuje, Ze sa
pravdepodobne jedna o fragmenty viacSich proteinov vzniknuté vplyvom redukcénych
¢inidiel. V neredukovanych vzorkach denaturovanych pri 22 °C a37°C bol
zaznamenany vyskyt proteinu nad 245 kDa. Mohol by to byt agregat proteinov, ktoré boli
oddelené vplyvom zvySenej teploty. Iné signifikantné rozdiely medzi jednotlivymi

aplikovanymi teplotami neboli zaznamenané.
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Obr. 32: SDS-PAGE za neredukénych podmienok (10% gél) frakcii po GPC. A — vybrané
frakcie po GPC pouzité ako vzorky. B — Gél po SDS-PAGE za neredukénych
podmienok (1,5 pg proteinov na jamku). Kontrola (1) bola riedend Laecmmliho
pufrom, denaturovana pri 70 °C 15 min. Denaturacia za neredukénych
podmienok: 22 °C (2); 37 °C (3); 50 °C (4): 70 °C (5); 100 °C (6). M znagi
marker molekulovej hmotnosti vkDa. V ramcekoch su znazornené rozdiely
medzi kontrolou a neredukovanymi vzorkami.
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S DISKUSIA

Definicia v&elieho Vg ako &isto Zitkového proteinu davno neplati, pretoze jeho vyskyt
a s tym spojend funkcia je vel'mi rozmanita (Amdam et al. 2004, Corona et al. 2007,
Nelson et al., 2007; Havukainen et al. 2013; Wheeler et al., 2013; Salmela et al. 2015;
Salmela et al. 2022). Imunochemické detekcia preukézala pritomnost’ Vg, pripadne jeho
fragmentov vo vSetkych analyzovanych ¢astiach zimnych v¢iel, okrem traviacej sustavy.
Doterajsie §tudie boli zamerané zviacSa na overenie vyskytu Vg v roznych telovych
Castiach letnej generacie vciel a matiek (okrem HL, kde bol detegovany aj u zimnych
vciel) (Erban et al., 2013). Pre naslednu purifikaciu Vg bola zvolena HL, ktora obsahuje
v porovnani s ostatnymi analyzovanymi telovymi ¢astami pomerne vysoku koncentraciu
Vg azaroven je spomedzi vSetkych telovych casti ako vzorka najjednoduchs$ia
na spracovanie.

Hemolymfa, ako hlavna transportna tekutina v organizme vciel, predstavuje bohaty
zdroj Vg. V HL zimnych v¢iel sa vo vSeobecnosti nachadzaji vyssie koncentracie Vg,
ako v HL letnych vciel (Fluri et al., 1982). Zo vSetkych znamych foriem Vg v nej bol
detegovany 180 kDa protein (Wheeler & Kawooya, 1990). Zaznamenany bol aj vyskyt
150 kDa fragmentu, avSak az po purifikacii, takze je mozné, ze k Stiepeniu doslo vplyvom
purifika¢ného procesu (Wheeler & Kawooya, 1990; Havukainen et al.; 2011).
V diplomovej praci bol detegovany vyskyt vSetkych znamych fragmentov vo vzorkach
HL matky, 5-driove] a 9-dilovej letnej vCely. U mladusky bola zaznamenana pritomnost’
iba 180 kDa proteinu a v HL. zimnych v¢iel bol navySe pritomny 150 kDa fragment.
Nie je mozné s urcitost'ou tvrdit, ktoré fragmenty vznikaji vplyvom SDS-PAGE, a ktoré
su tvorené priamo v organizme vciel. Pre potvrdenie by bola potrebna d’alSia analyza
napriklad pomocou porovnania vysledkov nativnej elektroforézy s SDS-PAGE podla
Laemmliho na vzorke purifikovaného Vg, a naslednej identifikacie produktov pomocou
hmotnostnej spektrometrie.

Pritomnost Vg v hlavovej Casti matiek a kfmiciek bola najskor detegovana v ¢lanku
od Corona et al. (2007). Nepodarilo sa vSak preukazat’ Vg priamo v mozgu, jeho vyskyt
bol obmedzeny iba na tukové bunky obklopujuce mozgové tkanivo. Miinch et al. (2015)
potvrdili pritomnost aj v roéznych castiach mozgu kfmiciek a hltanovych zlazach.
Nasledne bolo dokazané, ze v mozgu vciel dochadza k samotnej tvorbe Vg. Expresia Vg
v mozgu matiek je niekol'konasobne vyssia, ako v mozgu letnej generacie vciel a tento

jav vyrazne ovplyviiyje prislusnost’ v€iel ku kaste (Zhang et al., 2022). Vyskyt Vg
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v mozgu zimnych vciel v literatire doposial skumany nebol, no potvrdila ho
imunochemicka detekcia v tejto diplomovej praci. Konkrétne bol detegovany 180 kDa
Vg. Nakolko vSak pri pitve nie je mozné dokladne odseparovat tukové bunky
obklopujuce mozog, nemozno s urcitostou tvrdit, ¢i sa detegovany Vg nachadzal
v tukovych bunkach, alebo priamo v mozgu. V hlave po odobrati mozgu a hltanovych
zliaz bol detegovany 180 kDa aj 150 kDa protein. Miinch et al. (2015) dosiahli podobny
vysledok, kedy v mozgu detegovali vel'mi slaby 150 kDa proteinovy pas, no v celej hlave
bola intezita 150 kDa Vg viditeIne vyraznejSia. Hltanové zl'azy kimiciek obsahovali
podobne, ako mozog, iba 180 kDa Vg (Seehuus et al., 2007; Miinch et al., 2015). Rovnaky
vysledok bol ziskany v tejto praci pre zimné vcely.

Tukové teliesko je hlavnym miestom syntézy Vg. U vciel bola expresia Vg
zaznamenanad vyhradne v tukovych bunkach trofocytoch (Wahli, 1988; Corona et al.,
2007). V tukovom teliesku letnych vciel bola potvrdena pritomnost 180 kDa, 150 kDa
a 40 kDa Vg (Havukainen et al., 2011; Havukainen et al., 2013). V tukovom teliesku
zimnych vciel sa rovnako podarilo preukazat vsetky tri formy Vg anavysSe boli
po imunochemickej detekcii pozorované proteinové pasy v oblasti priblizne 75-100 kDa
Mohlo by sa jednat’ o d’alSie fragmenty Vg, pri ktorych opat’ nemozno s urcitostou tvrdit),
¢i su pritomné v organizme vciel, alebo vznikaji v procese spracovania vzorky.
Pritomnost” slabého signalu po detekcii Vg v zadoCku po pitve mohla byt spdsobena
nedostatocnym odstranenim tukového telieska. Rovnako sa vyskytoval Vg v hrudniku
pravdepodobne kvoli HL, ktora z hrudnika nebola odstranena.

Postup purifikacie véelieho Vg bol zverejneny v niekol'kych ¢lankoch. Wheeler &
Kawooya (1990) ako prvi publikovali purifikdciu Vg z HL vCelich matiek
pozostavajucu z ultracentrifugacie pre rozdelenie proteinov  podla  velkosti,
a z chromatografie na anexe s fosfatovou sustavou pufrov a eluciou NaCl gradientom.
Pre ziskanie finalneho produktu vyuzili chromatografiu na KonA. Havukainen et al.
(2011) purifikovali Vg z HL zimnych robotnic odoberanej do PBS s inhibitormi proteaz
(riedenie 10x). Autori sa inSpirovali ¢lankom od Wheeler & Kawooya (1990),
ale vynechali ultracentrifugaciu a z ionexovej chromatografie pozbierali iba frakcie bez
apolipoporfinu a hexamerinov. Tieto proteiny su spolu s Vg najviac zastapené v HL v¢iel
(Isani et al., 2023). Purifikacia Vg v diplomove] praci vychadzala najma z €lanku
od Leipart et al. (2022b), kde autori vyuzili iba ionexovi chromatografiu na kolonke
naplnenej silnym anexom (HiTrap Q FF; 1 ml). Na kolonu nanasali HL v¢iel zriedent

1:10 ekv. pufrom (0,5 mol-I"" Tris/HCI; pH 7,6). Ako elu¢. pufor pouzili 0,5 mol-l™!
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Tris/HCI + 0,45 mol1" NaCl (pH 7,6). Frakcie z piku eluovaného pri konduktivite
15-22 mS-cm™  zakoncentrovali pomocou Amicon Ultracell 100 kDa a uspesnost
purifikécie overovali vo vSetkych uvedenych ¢lankoch pomocou SDS-PAGE.

Z dovodu dostupnosti, moznosti lepSieho rozliSenia a separacie jednotlivych proteinov
s podobnym pl bola v diplomovej praci pouzitd koldénka naplnend slabym anexom
(HiTrap ANX Sepharose FF, 1 ml, Cytiva). Nakolko pufrova zostava inSpirovana
clankom od Leipart et al. (2022b) neposkytla pozadovany vysledok, podmienky pre slaby
anex boli optimalizované na pouzitie TEA (pH 8) zostavy. TEA pufor bol zvoleny
na zaklade odporucania vyrobcu (Cytiva life sciences HiTrap ANX Sepharose FF
Instructions for Use, 2.4.2024). Eluciou linearnym gradientom NaCl pri prietoku
0,8 ml'min™! sa podarilo Vg ¢iastoéne purifikovat zHL zimnych véiel a matiek.
Testovana bola aj eltcia gradientom pH v kombinacii s gradientom NaCl, nakol'ko
literatira uvadza, ze Vg je fosforylovany (Havukainen et al. 2011), preto je
pravdepodobné, ze sa na kladne nabity sorbent v kolonke viaze s pomerne vysokou
afinitou. Elucia zmenou pH je pre slaby anex narocnejsia na prevedenie, pretoze sorbent
je na zmeny pH citlivejsi a ustanovenie rovnovahy naboja v zavislosti na pH dlhSie trva.
Moze vsak pri spravnom nastaveni pomoct’ lepSiemu rozliseniu (Schmidt et al., 2014).
V tejto praci bola ako optimalna vyhodnotena elticia bez zmeny pH, pretoze v ramci
testovanych podmienok nebol zaznamenany vyrazny rozdiel v separacii pH a sol'nym
gradientom. Pre vyladenie dokonalej separacie by bolo vhodné v budicnosti otestovat
viacero variant pH elacie.

V priebehu purifikacie na anexe doslo k necakanému javu, kedy bol po precisteni
kolény pomocou 1 mol-1"! NaOH a 2 molI"! NaCl zaznamenany vyskyt niekol’konasobne
nizS§ieho obsahu proteinov. V pripade, ze bola kolona pouzita viac krat po sebe bez
precistenia (kap. 4.3.1), vysledkom po optimalizacii podmienok bol vyskyt proteinovych
pasov v celom rozsahu kDa (Obr. 20, Obr. 21). Rovnako bol detegovany pomerne
intenzivny pas v oblasti 180 kDa, ktory predstavuje Vg. Naopak, po precisteni kolony
sa intenzita a pritomnost’ jednotlivych proteinov rapidne znizila (kap. 4.3.2) a detegovany
bol najmé protein v oblasti medzi 60 — 80 kDa. Vg (180 kDa) bol viditel'ny len vel'mi
slabo (Obr. 23, Obr. 24). Vysvetlenie tohto javu poskytuje teoéria, podla ktorej
po niekol'’konasobnom pouziti na kolone aj napriek dokladnému premytiu eluc. pufrom
ostanu naviazané proteiny s vysokou afinitou k sorbentu. Tie potom ¢iastocne znizuju
vazobnu kapacitu matrice, ¢o mdze byt ziaduce prave v pripade, ak protein zaujmu

vykazuje voci sorbentu v kolone silni vazbovost. Tedriu podporuje Studia (Xu &
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Regnier, 1998), ktorej zaverom je, ze intenzitu chromatografickej separacie do velke;j
miery ovplyviiuju proteiny silne viazané v kolone.

Spolu s Vg sa takmer vzdy vyskytovali na gély po SDS-PAGE proteinové pasy
v oblasti okolo 70 kDa. S najva¢Sou pravdepodobnost'ou sa jedna o Hex70a s podobnym
pl (My priblizne 81 kDa, pl 6,46; Expasy, 8.4. 2024). Proteinovy pas je sice niz§ie, ako
81 kDa, to vSak mdze byt sposobené anomalnou migraciou proteinového Standardu,
pripadne neuplnou denaturaciou vzoriek, ¢i nedostato¢nou vizbou detergentu na protein
(Dolnik & Gurske, 2011).

Podl'a oCakéavani by mali byt proteiny s molekulovou hmotnostou pod 100 kDa
odseparované pomocou Amicon Ultra-4 100-kDa. Avsak na géloch po SDS-PAGE bolo
Casto zaznamenané vysoké zastupenie proteinov pod 100 kDa. Jednym z moznych
vysvetleni su reduk¢éné podmienky SDS-PAGE podl'a Laemmliho, kedy pravdepodobne
dochadza k Stiepeniu vacsich proteinov na fragmenty, pripadne oddeleniu proteinovych
agregatov. RieSenim otazky, ktoré proteinové pasy po klasickej SDS-PAGE vznikaja
Stiepenim primarnej Struktary proteinov, a ktoré prisluchaju odseparovanym agregatom,
by mohla byt elektroforéza za neredukcnych podmienok. Vyhodou tejto metody je, ze pri
zvoleni spravnych podmienok dochadza iba k oddeleniu nekovalentne viazanych
polypeptidovych retazcov (vd’aka pritomnosti SDS a denaturacii teplom), ale disulfidové
vazby v primarnej Struktire ostavaju zachované. Na rozdiel od nativnej elektroforézy
je vzdialenost’ proteinu v matrici stdle imerna hmotnosti proteinu, avsak ¢iastoCne zavisi
aj na tvare a stupni denaturacie proteinu (Pickles et al., 2014; Kirley & Norman, 2018).
Dalsim moznym rie§enim by mohla byt izoeletricka fokusacia, pomocou ktorej je mozné
overit’, kol'ko proteinov sa vo vzorke nachadza na zaklade odliSnosti izoelektrického
bodu.

Pre finalne precistenie produktu bola podla ¢lankov od Wheeler & Kawooya (1990)
a Havukainen et al. (2011) vyuzita KonA chromatografia. Pufrova zostava bola
optimalizovand na octanovu a pocas elucie boli aplikované 10 min pauzy (podl'a Soper
& Aird, 2007), vdaka comu sa podarilo z kolony eluovat’ silne naviazané glykoproteiny,
ku ktorym na zéklade vysledkov patri aj Vg. Purifikacia Vg na KonA nebola dokoncena
z Casovych dovodov. V d’alSom postupe by bolo vhodné zamerat sa na optimalizaciu
doby elucie, pretoze vuvedenych pokusoch bola elucia pravdepodobne kratka
na desorbciu vsetkych naviazanych proteinov. Rovnako je potrebné optimalizovat

vhodné mnozstvo proteinov aplikovanych na kolonu.
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Dalsim  alternativnym  spésobom  hrubého  predistenia Vg od inych
abundantnych proteinov v HL by mohla byt GPC. V literature je pouzitie GPC udavané
najma pri purifikacii Vg z krvi ryb (Fukada et al., 2003; Liu et al., 2009). Havukainen et
al. (2011) pouzili GPC ako prvy krok purifikacie Vg z tukového telieska, ktoré obsahuje
vacSie zastupenie proteinov, ako HL. V tejto diplomovej praci bola testovana GPC na
vzorke HL zimnych v¢iel, av§ak separacia proteinov podl'a vel'kosti nebola dostatocna
a z ¢asovych dovodov nebola optimalizacia dokoncena. V d’alSom kroku by bolo vhodné
otestovat  inil matricu, pripadne zmenit’ koncentraciu soli v pouzitom pufri. Pre overenie,
ktoré proteinové pasy na gély po SDS-PAGE sa vyskytuju v pozbieranych frakciach,
a ktoré vznikaju vplyvom redukcénych podmienok, bola vyuzita prave vyssie spominana
elektroforéza za neredukénych podmienok. Vysledok preukazal, ze vplyvom redukcnych
podmienok dochadza k fragmentacii vacsich proteinov.

Roznorodé vlastnosti Vg st dané, okrem iného, tiez jeho schopnostou interagovat’
s velkym mnozstvom molekul. Na zaklade Struktury bola preukazand vazba lipidov
(Havukainen et al., 2011; Havukainen et al. 2013; Leipart et al., 2022b), niektorych
esencialnych i6nov (Amdam et al. 2004, Leipart et al. 2022a), ¢i DNA (Salmela et al.
2022). Interakcie protein-protein zatial preskimané neboli, avSak s ohl'adom
na komplexnost’ funkcii a Struktury Vg je mozné predpokladat, ze by mohol tvorit
agregaty s inymi proteinmi v HL. Vd'aka Struktirnej podobnosti Vg s apolipoproteinmi
je pravdepodobnost’ interakcie s tymito proteinmi vysoka (Babin et al., 1999; Mann et al.
1999; Van der Horst & Rodenburg, 2010). To by teoreticky vysvetl'ovalo pritomnost’
viacerych proteinovych pasov po purifikacii na géloch po SDS-PAGE. Pre overenie
interakcie vCelieho apolipoporfinu a Vg je vSak potrebna komplexnejsia analyza. Pomdct
by mohlo wvyuzitie tandemovej afinitnej purifikacie spojenej s hmotnostnou
spektrometriou, koimunoprecipitacie, spektroskopie nuklearnej magnetickej rezonancie,
¢i komplexné teoretické porovnanie Struktur (Rao et al., 2014).

Purifikacny protokol Vg pomocou nizkotlakovej kvapalinovej chromatografie bol
do vel'kej miery optimalizovany. Pre finalizaciu by bolo vhodné dokoncit' zavedenie GPC
chromatografie a KonA chromatografie do postupu. Zaroven sa na zaklade vysledkov
diplomove] prace naskytuji nové otazky ohl'adom interakcie Vg sinymi proteinmi,
pripadne jeho Stiepenia na viacero fragmentov, ¢o moze sluzit ako podklad pre d’alsi

vyskum.
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6 ZAVER

Témou diplomovej prace je protein vitellogenin, jeho Struktura a funkcie, ktoré zohrava
v organizme vCely medonosnej. Teoreticka Cast predstavuje suhrn poznatkov o Vg
hmyzu s detailnym popisom funkcii u v€iel. Zaver teoretickej Casti je venovany prehl'adu
metdd pouzivanych pre purifikaciu Vg. Cielom praktickej Casti bola detekcia Vg
v roznych telovych Castiach zimnych vciel a jeho nasledna purifikacia z HL pomocou
nizkotlakovej kvapalinovej chromatografie.

Vg ajeho fragmenty boli detegované imunochemicky pomocou optimalizovaného
protokolu. Vysledok potvrdil pritomnost Vg v HL, mozgu, hltanovych zl'azach, hlave,
hrudniku a tukovom teliesku zimnych v¢iel. V doterajSich stidiach boli na detekciu Vg
v roznych telovych Castiach pouzivané letné vcely, pripadne matky, preto jeho vyskyt
v odli§nych telovych Castiach zimnych vciel predstavuje nové poznatky. Pre purifikaciu
bola nasledne vyuzitda HL, ktora vd’aka nizkej naroCnosti na spracovanie a vysokej
koncentracii Vg sluzi ako najvhodnej§i materidl spomedzi ostatnych telovych casti.
Optimalizovana bola purifikacia na kolonke naplnenej slabym anexom (HiTrap ANX
Sepharose FF, 1 ml, Cytiva). Najidealnejsi vysledok bol dosiahnuty s vyuzitim 10x
riedenej HL zimnej vcely odoberanej do malého mnozstva PTU, ekv. pufrom
30 mmol1"' TEA/HCI a elu¢. pufrom 30 mmol-1"! TEA/HCI + 1 mol-1"! NaCl. Elucia Vg
prebiehala pri prietoku 0,8 ml'min™ linearnym gradientom. Pre finalne precistenie
ziskaného produktu bola optimalizovana afinitnd chromatografia na konkanavaline A.
Z testovanych podmienok bol najlepsi vysledok dosiahnuty s vyuzitim octanovej sustavy
pufrov a aplikovanim 10 min pauz pri elacii. Optimalizacia vSak z asovych dévodov
nebola dokoncena. Poslednym testovanym typom chromatografie bola gélova permecna
chromatografia, kde bol ako molekulové sito pouzity Sephacryl 200 HR. Cielom bolo
oddelit od Vg v HL proteiny s niz§ou molekulovou hmotnostou a podobnym pl, pretoze
purifikacna zostava anex — KonA pouzivana v literatire neposkytla uspokojivy vysledok.
Zavedenie metody vSak podobne, ako v pripade KonA, nebolo z Casovych dévodov
dokoncené.

Perspektiva d’alSieho postupu pre finalizaciu purifikacie Vg z HL v¢iel sa javi v
optimalizacii gélovej permeacnej chromatografie sluziacej pre hrubé precistenie Vg.
Ziskanie finalneho produktu by malo byt dosiahnuté s vyuzitim optimalizovaného

postupu pre ionexova chromatografiu, pripadne dokoncenim procesu pomocou KonA.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

AA - akrylamid

AMK - aminokyseliny

Akt — proteinkinaza B

APS — persiran amonny

BCIP — 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat
BIS — bisakrylamid

BSA — hovidzi sérovy albumin

CBB — Coomassie Brilliant Blue

Cdc — z angl. cell division cycle

Cdk — z angl. cyclin dependent kinase
DTT - ditiontreitol

E2f-1 — z angl. E2 factor 1

EcR - receptor pre ekdysteroidné hormony
EGF - z angl. epidermal growth factor
EH — ekdysteroidné hormony

Ekv. — ekvilibracny pufor

Eluc. — elu¢ny pufor

FoxO — z angl. forkhead box O

Hex — hexamerin

HL — hemolymfa

IEX —ionexova chromatografia

IIS — z angl. insulin/insulin-like growth peptide signaling
ILP — z angl. insulin-like peptides

InR — z angl. insulin receptor

JH — juvenilny hormon

KonA — konkanavalin A

LDLR - z angl. Low density lipoprotein receptor
Met — z angl. methoprene-tolerant

MCM - z angl. minichromosome maintenance
NBT - nitrotetrazoliova modra

Orc — z angl. origin recognition complex
PBS — fosfatovy pufor

pl — izoelektricky bod

PTU - fenyltiomocCovina

SDS — dodecylsiran sodny

Tai — Taiman

TBS-T — Tween-20 v TBS

TEA — trieatanolamin

TEMED — N,N‘-tetrametylendiamin

TOR - z angl. Target of rapamycin

Tris — tris(hydroxymetyl)aminometan
USP - z angl. ultraspiracle protein

Vg — vitellogenin

Vg — gén vitellogeninu

VgR - vitellogeninové receptory

Vn —vitellin

vWFD - von Willebrandov faktor typu D
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