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CILE PRACE

Teoreticka Cast:
e Vypracovat literarni resersi aktualnich znalosti o funkci proteinu vitellogeninu
véely medonosné (Apis mellifera) v reprodukci, imunitnich reakcich a pfi

oxidaénim stresu.

Experimentalni ¢ast:
e Optimalizovat metody kvantifikace genové exprese, hladiny vitellogeninu
a imunohistochemické lokalizace vitellogeninu ve stfevech vcel.

e Sledovat zmény v€eliho vitellogeninu pfi reakci na lipopolysacharidy a paraquat.



1 UVvOD

Vitellogenin (Vg) je prekurzorovy protein vajeéného Zloutku. Jedna se o zasobni
fosfolipoglykoprotein, jehoz syntéza probiha v tukovych téliskach, odkud je vyméSovan
do hemolymfy hmyzu. Z ni je vychytavan receptory oocyti v procesu endocytosy
(Raikhel & Dhadialla, 1992; Amdam & Omholt, 2002; Tufail & Takeda, 2008;
Havukainen et al., 2012).

U lidi jsou lipoproteiny popisovany ve spojitosti s vlivem na zdravi ¢i dlouhovekost
(Atzmon et al.,, 2002; McKay et al., 2011; Hausman et al., 2012). U zvifat plni
lipoproteiny tzv. dvoji roli, i¢astni se metabolismu lipidt, zaroven jsou vSak zapojeny
vV imunitnich reakcich organismu vuci riznym patogentim (Seong & Matzinger, 2004;
Cho & Seong, 2009).

U véel medonosnych (Apis mellifera L.) ma vitellogenin velikost 180 kDa (Wheeler
& Kawooya, 1990). U vcelich matek, zodpovédnych za reprodukci, tvoii pies 50 %
celkovych proteinti v hemolymfé (Hartfelder & Engels, 1998). Nachazi se také u veelich
dé€lnic, které jsou Vv ptitomnosti matek sterilni. Ve velkém mnozstvi se vyskytuje zejména
U odolné zimni generace d€lnic, a dale pak u mladych délnic tzv. krmicek. Naopak
u starSich dé€lnic, tzv. 1étavek, a trubcti je jeho obsah nizky (Trenczek et al., 1989; Piulachs
et al., 2003; Guidugli et al., 2005a; Amdam et al., 2009).

Vitellogenin je hlavni regulator délky Zivota jednotlivych délnic. Ma také imunitni
funkce, které zahrnuji schopnost vazat se na bakterie, ale také poSkozené ¢i mrtvé bunky
a také schopnost prenaset ionty zinku. Muze vSak pusobit i jako antioxidant, ktery
neutralizuje volné radikaly (Amdam et al., 2005a; Seehuus et al., 2006; Havukainen
etal., 2013; Salmela et al., 2015; Salmela & Sundstrém, 2017). Je také spolu s juvenilnim
hormonem soucésti zpétnovazebné smycky dvou represorti a ma vliv na prechod mezi
stadii krmicek a 1étavek (Amdam & Omholt, 2003a; Guidugli et al., 2005b; Nelson et al.,
2007; Guidugli-Lazzarini et al., 2008).

Velstva jsou ohrozovana riiznymi faktory, které mohou vést k nemocem ¢i syndromu
zhrouceni. Jedna se zejména o mikrobialni parazity a viry. Nicmén¢ negativné mohou na
zdravi v€el pusobit i insekticidy ¢i herbicidy, jakym je paraquat (Moffett et al., 1972;
Morton et al., 1972; Sanchez-Bayo et al., 2016). Poznatky ztéto prace ziskané
pozorovanim zmén produkce vitellogeninu po podani bakterialnich lipopolysacharida

a herbicidu paraquatu by mohly pomoci pii zkoumani funkci vitellogeninu



Vv antioxida¢nich a imunitnich reakcich vcel. To by mohlo byt vyuzito pfi ochrané

véelstev nebo v 1écbé jejich infekci.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Tkanova lokalizace exprese a produkce v riaznych fazich vyvoje

Exprese vitellogeninu v zadeccich véelich matek ve ¢tyfech vékovych skupinach je
nejvyssi v pripad¢ jeden den starych, zatimco u jednotydennich, jednomési¢nich a jeden
rok starych klesa na tfetinovou hodnotu. U jednodennich délnic se exprese pohybuje na
velmi nizké Grovni, poté 25x roste u jednotydennich, nacez 50x klesa u jednomeési¢nich.
Exprese vg v zadeccich jeden den starych trubci je nizka a v piipadé jednotydennich ji
neni mozné vibec zaznamenat. Expresi vg lze detekovat i v hrudich a hlavickach zejména
u matek. V obou jejich télnich Castech se exprese zvysSuje s rostoucim vékem. U dé€lnic
ma exprese V téchto télnich Castech nizké hodnoty, které se navic s vékem snizuji.
V piipadé jednodennich i jednotydennich trubct je zde hodnota exprese nepatrna (Corona
et al., 2007).

D¢élnice se béhem Iéta podileji na péci o potomstvo. Krmicky maji jako jediné délnice
potfebné travici enzymy, diky nimZ vyuZzivaji aminokyseliny z pylu, pfineseného
létavkami, pro syntézu vitellogeninu a tvorbu mateti kaSicky pro krmeni larev a dalSich
vCel (Crailsheim, 1986). Krmic¢ky maji v rdmci letnich vcel nejvétsi vnitini zasoby
proteini a jejich hypertrofovana tukova téliska a hypofaryngeélni zlazy zajistuji jejich
vysokou odolnost vi¢i neptiznivym vliviim. Jakmile se dostanou do stadia létavek,
syntéza vitellogeninu u nich klesa, navic dochazi k atrofovani hypofaryngealnich zlaz
1 tukovych télisek a znacné se snizuje mnozstvi zasobnich proteini a lipida. Stavaji se
nachylnymi a zacinaji pfijimat matefi kasi¢ku. Naopak nejodolnéjsi jsou véely zimni
generace s nejveétsimi zdsobami vitellogeninu, které se zacinaji vyvijet za neptfitomnosti
plodu (Amdam & Ombholt, 2002; Miinch & Amdam, 2010).

V hypofaryngealnich Zzlazach je vitellogenin u dé€lnic pfitomen konkrétné
Vv jejich centralnim kanalku. Pfi¢emz u krmicek se zde nachazi ve zna¢ném mnozstvi,
kdezto u létavek je jeho hladina velmi nizka (Seehuus et al., 2007).

Vitellogenin byl také detekovan v cytoplasmé folikularnich bunék a v men$i mife
i vV ooplasmé oocytu ve vaje¢nicich. Receptor pro vitellogenin (VgR) byl lokalizovan na
povrchu a Vv cytoplasmé folikularnich bungk, pficemz se potvrdila jeho asociace
s vitellogeninem na zaklad€ kolokalizace pomoci imunofluorescencni analyzy (Ronnau

et al., 2016; Dohanik et al., 2018).



Vitellogenin je pfitomen i v hemolymfé a tukovych téliskach. Pficemz v oblasti
zadecku se nachazi vyhradné v trofocytech tukovych télisek, coz jsou v této té€lni casti
jedina mista syntézy vitellogeninu (Corona et al., 2007). Jsou typické jejich nepravidelné
tvarovanymi jadry, ve kterych se mize vitellogenin vyskytovat. Zejména je pak ptitomen
v jejich cytoplasmé. Druhym typem bunék tukovych télisek jsou oenocyty, ty maji jadra
kulovitého tvaru a nedochézi v nich k syntéze ani ukladani vitellogeninu. Tento protein
se vyskytuje i v hlavovych tukovych téliskach (Pan et al., 1969; Seehuus et al., 2007
Roma et al., 2010; Havukainen et al., 2011; Salmela et al., 2022).

V hemolymf¢ se vitellogenin nachdzi zejména v kompletni podobé o velikosti
180 kDa, pii¢emz mize dochazet k jeho fragmentaci, kdy vznika podjednotka o velikosti
150 kDa, u které chybi N-terminalni ¢ast. V tukovych téliskach se kromé celého proteinu
a 150kDa formy vyskytuje i podjednotka o velikosti 40 kDa, ktera odpovida jeho
N-terminalni ¢asti (Havukainen et al., 2011).

Miinch et al. (2015) jako prvni zjistili, ze se vitellogenin nachazi v mozku hmyzu,
konkrétné se jej podafilo detekovat u véelich krmicek v gliovych bunikach, které se podili
na homeostaze a energetickém metabolismu mozku (Obr. 1). Nicméné se nepiedpoklada,
7ze by byl v mozku vitellogenin syntetizovan. Pravdépodobné tedy dochazi k jeho
akumulaci nezndmym zptisobem, ktery bude ojedinély jen pro tento typ bunck.

Vitellogenin se podafilo také lokalizovat ve stfednim stfevu neboli zaludku krmicek
a létavek. Travici trubice hmyzu se déli na ti1 ¢asti: predni stfevo (ektodermalni ptivod),
zaludek (endodermalni ptivod) a zadni stfevo (ektodermalni puvod) (Obr. 2) (Snodgrass
& Eickwort, 1994). V piednim stfevu se nachazi jicen a medovy vacek, slouzici
k ukladani potravy. Zadni stfevo tvoii tenké stfevo, obsahujici stfevni bakterie,
a vykalovy vécek, kde dochazi k absorpci vody a iontd (Chapman, 2012; Martinson et
al., 2012). Zaludek slouzi k traveni a absorpci Zivin, pfi¢emz ma také dilezitou roli
vV imunité¢ (Harwood & Amdam, 2021a).

Zaludek je tvofen hlavné podlouhlymi epitelidlnimi buitkami enterocyty, které
vyénivaji do dutiny stfeva a maji nékolik vyznamnych funkci (Snodgrass & Eickwort,
1994). Produkuji a vymé&Suji travici enzymy (Lehane & Billingsley, 1996) a navic
vylucuji chitinovy materidl, tzv. peritrofickou membranu. Ta chrani enterocyty pred
obrusovanim, toxiny, patogeny a velkymi molekulami (Brandt et al., 1978; Lehane, 1997;
Hegedus et al., 2009). Dalsi funkci enterocytt je V ptipadé pritomnosti patogenti v dutiné

stteva produkce a vyméSovani imunitnich obrannych sloucenin, jakymi jsou
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antimikrobialni peptidy a reaktivni formy kysliku (ROS) (Nakajima et al., 2002; Ha
et al., 2005; Buchon et al., 2009; Dussaubat et al., 2012; Harwood & Amdam, 2021a).

Vitellogenin byl lokalizovan v enterocytech zaludku stejné starych krmicek a 1étavek.
Vyskytoval se v celém prostoru jejich cytoplasmy. Z enterocyti je ziejmé vyméSovan do
peritrofické membrany podél dutinové strany téchto bunc¢k. Nicméné se zjistilo, ze
u létavek se tato membrana nevytvafi nebo je pfitomna pouze v malé miie (Harwood
& Amdam, 2021a).

Ve zaludku dochazi k expresi vitellogeninu u krmicek i 1étavek. Nicméné mira exprese
je nizka, a navic se mezi nimi vyznamn¢ nelisi, Coz je neocekavané zjisténi vzhledem
k jeho vyssi mife exprese v tukovych téliskach a obsahu v hemolymf€ u krmiéek oproti

létavkam (Harwood & Amdam, 2021a).

Obr. 1: Imunoreaktivita vitellogeninu je detekovatelna v rtznych oblastech a bunéénych
populacich mozku véely medonosné. A: Celni rovinny fez hlavou véely medonosné, na kterém
jsou videét tykadlové laloky (AL), optické laloky (OL), houbova téliska (Mb) a centralni komplex
(CC). Intenzivni imunoreaktivita vitellogeninu (VgIR, Sipky) je pfitomna v hlavnich oblastech
mozku i v hypofaryngedlnich zlazach (HpG). B a C: Snimky pfednich oblasti mozku vcetné
tykadlového laloku (AL) s intenzivni VgIR (purpurova, Sipky) v hrani¢nich vrstvach, které
obklopuji synaptické neuropily, jako jsou jednotlivé glomeruly (NP-GI), nebo které oddé¢luji
protocerebralni neuropily (NP-Pc) od somatickych oblasti (SC; znaceni DAPI odhalujici
neurondlni a gliovd somata, azurovd). D: Snimek zobrazujici intenzivni VgIR v blizkosti
centralniho komplexu (CC). E: Snimek ilustrujici distribuci gliovych bunék pomoci markeru
specifického pro glie (anti REPO, ¢ervené). Naproti tomu DAPI (azurova) oznacuje gliové
i neuronalni somata. Sipky ukazuji, ze lokalizace gliovych somat v hrani¢nich vrstvach glomeruli
(NP-Gl) a protocerebralnich neuropilii (NP-Pc) odpovida rozlozeni VgIR zobrazené v ¢asti B.
Zkratky: do — zadni; ve — ptfedni. Méfitko = 200 ym v A, 100 um v B (pro B a D), 20 um
v C (pfevzato od Miinch et al., 2015).
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Obr. 2: Schéma traviciho traktu véely medonosné s vyznaCenim tii stfevnich ¢asti. Potrava
prochazi jicnem do medového vacku, je travena ve stiednim stievé a poté se presouva do tenkého
stieva a vykalového vacku (upraveno podle Alatawy et al., 2020).

AvSak signal imunitniho znaceni vitellogeninu byl silny, coz by hypoteticky mohlo
naznacovat, ze je do enterocytl vitellogenin pfivadén prostrednictvim hemolymfy. Navic
se jiz podafilo prokazat ptitomnost jeho receptort v zaludku, pouze vSak v malé miie
(Guidugli-Lazzarini et al., 2008; Harwood & Amdam, 2021a).

Funkce vitellogeninu v Zaludku je zatim neznama. Velkou piekazkou v jejim zjisténi
je totiz fakt, Zze se zatim nepodafilo provést potlaceni jeho genu pomoci metody RNAi
(Harwood et al., 2019), a ziskat tak upravené vcely pro porovnani s divoky typem
(Harwood & Amdam, 2021a).

2.2 Funkce vitellogeninu v reprodukci

2.2.1 Role a produkce vitellogeninu a jeho receptoru ve vaje¢nicich

Samici kasta kazdého vcelstva se sklada z tisicti sterilnich délnic, které maji nedostatecné
vyvinuté nebo zmenSené vaje¢niky, a jediné rozmnozujici se matky. Krom¢ toho se
v uréitych intervalech rodi samci (trubci) a nové matky, které vsak vcelstvo rychle
opousti. Matka se béhem svych paticich lett obvykle paii s 10-40 (primérné 12) trubci
(Tarpy & Nielsen, 2002). Po pafeni se vaje¢niky matky aktivuji a béhem nékolika dni
zacnou produkovat oplozend vaji¢ka. V zéavislosti na potravnim reZimu a délce vyvoje
larev se z oplozenych (diploidnich) vaji¢ek zpravidla vyvinou samicky, a to bud’ sterilni
délnice, nebo nové matky. Pokud vSak spermie pochdzi ze samce odpovidajiciho
z hlediska komplementarniho systému ur¢ovani pohlavi, zygota se misto toho vyviji jako

diploidni samec (Evans et al., 2004). Délnice maji 2-12 vaje¢nikovych primordii



(anlageny), zatimco u matek jich muze byt az 180 (Hartfelder & Steinbruck, 1997;
Capella & Hartfelder, 1998). Za normalnich podminek matka vypousti feromony
a chemické latky, kterymi se fidi potomstvo a které omezuji vyvoj zbyvajicich
vajecnikovych primordii u délnic (Free, 1987). Vysledkem je, ze pouze nékolik délnic
(0,01 %) ve vcelstvech, ve kterych je pfitomna matka, ma aktivni (vyvinuté) vajecniky
schopné produkovat neoplozena (haploidni) vajicka, ktera se vyvinou jako uniparentalni
trubci, pokud to podminky ve v¢elstvu dovoli (Page & Erickson, 1988; Visscher, 1989;
Oldroyd & Osborne, 1999). Ve vcelstvu bez matky se vSak podil nepaficich se délnic
s plné funkénimi vaje¢niky vyrazné zvySuje, pficemz az 10 % délnic je po sedmi a vice
dnech bez pfitomnosti matky schopno klast sam¢i (haploidni) vajicka (Robinson et al.,
1990).

U délnic s nevyvinutymi vajecniky, zijicich v pfitomnosti matky, je potlacena
transkripce dvou gent ve srovnani s délnicemi s vyvinutymi vajeéniky, Zijicich bez
matky, konkrétné transferinu ptfiblizné 8krat a vitellogeninu 12krat (Koywiwattrakul
& Sittipraneed, 2009).

Hromad¢éni vitellogeninu je totiz u hmyzu pro vyvoj oocytu klicové (Raikhel
& Dhadialla, 1992; Tufail & Takeda, 2008). Vitellogenin je primarné produkovan
v tukovém télese, nacez je vymeSovan do hemolymfy a pienasSen do oocytu endocytdozou
zprostiedkovanou receptorem pro vitellogenin (VgR), a to bud’ mezerami, které se
transepitelialnim transportem (Fleig et al., 1991). Receptor pro vitellogenin
zprostiedkovava inkorporaci vitellogeninu do oocytu a jeho nasledné zpracovani na
vitellin. Gen vgr byl klonovan a sekvencovan, nacez bylo zjisténo, Ze jeho exprese ve
vajecnicich pfimo souvisi se stavem aktivace vaje¢nikti u matek i délnic. In situ
hybridiza¢ni analyza odhalila, Ze vgr je vysoce exprimovan v sesterskych buiikach, které
tvoti tzv. trofickou komiirku, odkud je pfislusnd mRNA transportovdna do zvétSujiciho
se oocytu (Guidugli-Lazzarini et al., 2008). S vyjimkou nékolika geni je jadro oocytu
v meiotické profézi, a tedy transkrip&né neaktivni, coz naznacuje, Ze sesterské bunky hraji
vyznamnou roli ve vitellogennim rtstu oocytu (Hartfelder et al., 2018).

Mira exprese vgr byla métena ve vajecnicich délnic zijicich s matkou nebo bez ni
a také ve vajecnicich panenskych matek a matek kladoucich vaji¢ka. Mnozstvi transkriptu
vgr bylo vétsi ve vajecnicich matek kladoucich vajicka ve srovnani s panenskymi

matkami. U vajecnikti délnic bylo dosazeno podobného zjisténi. Délnice vykazovaly
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velmi nizké urovné exprese vgr ve vajecnicich v pritomnosti matky a podobné¢ slaba
exprese byla namétena u délnic s neaktivnimi vajecniky V jeji nepfitomnosti. Bylo v§ak
zjisténo, ze hladiny exprese jsou zieteln¢ zvysené, jakmile vajeéniky vykazuji znamky
aktivity u délnic bez matky, zejména pti prechodu vaje¢niki z 1. do 2. stadia, kdy se
mnozstvi mRNA zvySuje. Pre-vitellogenni az brzké vitellogenni folikuly jsou pfitomny
ve vajecnicich stadia 2. Mezi vaje¢niky stadia 2 a vyvinutéj§imi vajecniky stadia 3 nebyly
patrné zadné rozdily v expresi vgr. Vysledky tedy potvrdily pifedpokladany vztah mezi
expresi vgr a reproduk¢énim stavem véeli samicky bez ohledu na to, zda se jedna o matku
nebo délnici (Guidugli-Lazzarini et al., 2008).

Predpokladand mRNA kodujici VgR byla ve vajenych trubicich (ovarioly) nalezena
pouze v bunkach zarode¢né linie (oocytech a trofocytech), pficemz rust folikuli
doprovazi zvySena uroven exprese vgr. Zda se, ze exprese vgr v trofocytech nardsta,
jakmile se folikuly oddé€li od zarode¢niku (germanium) a rozd€li se na trofickou a
vajeCnou komitrku. Transkripty vgr jsou v této fazi, stejné jako v pozdégjSich
vitellogennich fazich, rovnomérné rozsifeny v cytoplazmé oocytu, ale chybi v

epitelialnich bunikach folikulu (Guidugli-Lazzarini et al., 2008).

2.2.2 Vliv mandibularniho feromonu matky a materi kasi¢ky na expresi

vitellogeninu

Faktorem, ktery ovlivituje reprodukci dosp€lych délnic a ptipadné i jejich dlouhovekost,
je socialni prostiedi. Na jejich plodnost ma vliv fada feromoni uvoliiovanych v¢elstvem
a matkou, jednim z nich je mandibularni feromon matky (QMP). Tento feromon
upozoriiuje délnice na pFitomnost matky a potlacuje aktivaci jejich vaje¢nikt (Hoover
etal., 2003; Ronai et al., 2016a, 2016b). QMP také ovliviiuje expresi reprodukénich gend,
jako je vg. Jakmile jsou délnice vystaveny pisobeni QMP, dochazi ke zvyseni exprese vg
v tukovych téliskach (Fischer & Grozinger, 2008). Vysoké hladiny Vg poté zptsobuji
pokles hladiny juvenilniho hormonu (JH) v hemolymf¢ (Guidugli et al., 2005b), coz
zpozd'uje dosazeni behavioralni zralosti a ptechod z krmic¢ek na 1étavky (Marco Antonio
et al., 2008).

Matky a dé€lnice se vyrazné 1isi konzumovanou potravou, coz pravdépodobné piispiva
k jejich rozdilné dlouhovekosti. Dosp€lé matky jsou krmeny sekrety hypofaryngealnich
714z, obsahujicimi mateii kaSi¢ku (vyZzivna potrava s vysokym obsahem sacharidd, lipidi

a bilkovin) (Rembold & Dietz, 1966; Crailsheim, 1991). Dospé€lé d€lnice se naproti tomu
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zivi ptimo uskladnénym medem a pylem nebo potravou vyvrhovanou jinymi délnicemi
(Winston, 1987), mohou vsak také pfijimat mensi mnozstvi zlazovych sekretii od jinych
délnic (Crailsheim, 1991).

U dospélych délnic se pfi nucené konzumaci mateti kaSicky v umélé stravé vyviji

fenotyp podobny matce, vcetné aktivace vajecniki a delSiho zivota (Lin a Winston, 1998;
Wang et al., 2014; Yang et al., 2017). Cardoso-Junior et al. (2021) se podrobnéji zabyvali
vlivem matefi kasicky a QMP u dé€lnic. Pii podavani mateii kasicky byly jejich vaje¢niky
po sedmi dnech aktivovany vice nez u kontrolni skupiny. Pfi¢emz vyssi aktivita byla
u délnic, které zaroven nebyly vystaveny QMP oproti t€ém, které QMP vystaveny byly.
Oba tyto faktory maji také vliv na expresi vg ve vajecnicich délnic (Obr. 3), ale neni mezi
nimi spojitost. K nejsilngjsi expresi vg dochazelo pii podavani matefi kasicky za
pritomnosti QMP oproti ostatnim tfem testovanym skupindm délnic (QMP+/kontrolni
strava,
QMP-/kontrolni strava, QMP-/matefii kasicka). Navic exprese vg byla vyssi ve skuping,
které byla podédvana mateti kaSicka za nepfitomnosti QMP nez pii podani kontrolni
potravy. Co se tyce vgr, jeho exprese byla nejsilngjsi pii podani mateti kaSicky za
nepfitomnosti QMP v porovnéni s ostatnimi tfemi skupinami. V této skupiné byl také
zkouman vliv aktivace vajecnikli na expresi vg a vgr. Exprese vg byla zna¢né nizsi
v aktivovanych vajeénicich oproti neaktivovanym. Oproti tomu exprese vgr byla
v aktivovanych vaje¢nicich vyssi (Cardoso-Junior et al., 2021).

SniZzeni exprese vg Vv aktivovanych vaje¢nicich je vzhledem ktomu, Zze se jedna
0 prekurzor vaje¢ného Zloutku, neoc¢ekavané (Raikhel & Dhadialla, 1992). Jak jiz bylo
zminéno, Vitellogenin je do oocyti pienaSen z hemolymfy prostiednictvim VQgR
(Guidugli-Lazzarini et al., 2008; Dohanik et al., 2018). Hypotetickym vysvétlenim by tak
mohlo byt, ze se pienasenim velkého mnozstvi vitellogeninu do oocytd ve vaje¢nicich

potlaci jeho transkripce in situ (Cardoso-Junior et al., 2021).
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Obr. 3: Relativni exprese vg a vgr ve vajeénicich délnic véely medonosné. A: Exprese vg ve
vajecnicich dé€lnic vystavenych QMP a krmenych stravou s matefi kaSic¢kou nebo kontrolni
stravou. Informace o velikosti vzorku: QMP-/kontrolni strava — N = 16; QMP-/kontrolni strava
— N = 15; QMP+/strava s matefi kaSickou — N = 18 a QMP-/strava s mateii kasickou — N = 26.
Ve vlozenych rameccich jsou vzorky QMP-/strava s matefi kaSickou rozdélené podle
neaktivovanych (N = 17) a aktivovanych vajecnikti (N = 9). B: Exprese vgr v ramci stejnych
skupin jako u vg. Rozdilna pismena piedstavuji statistickou vyznamnost (p < 0,05) a symbol **
predstavuje p < 0,01 zjisténé po provedeni dvouvybérového Studentova t-testu (upraveno podle
Cardoso-Junior et al., 2021).

2.3 Funkce vitellogeninu v imunité

2.3.1 Role v trans-generac¢ni imunitni pripraveé

Zakladem imunity hmyzu je nespecificka imunitni odpovéd’, ktera se sklada z humoralni
a bunééné slozky (Strand, 2008). V piipadé humoralni slozky dochazi v tukovém télisku
k produkci antimikrobidlnich peptidd, které se nasledné uvoliuji do hemolymfy.

Takovym peptidem je naptiklad lysozym, ktery procesem hydrolyzy $tépi bunécné stény
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bakterii (Arrese & Soulages, 2010; Callewaert & Michiels, 2010). Buné¢nou slozku
imunity tvofi hemocyty, které maji schopnost fagocytozy a enkapsulace patogenu. Navic
vSak jesté vylucuji phenoloxidasu (EC 1.14.18.1), ktera plni funkci pifi nodulaci, kdy
dochazi k zachyceni patogenu vrstvou hemocyti. Soucasti imunity hmyzu jsou také
fyzikalni bariéry, jako jsou vzdusnice, stfeva a kutikula (Strand, 2008; Marmaras
& Lampropoulou, 2009; Gonzalez-Santoyo & Coérdoba-Aguilar, 2012). U eusocialniho
hmyzu, kterym je vcela medonosna, se vyskytuje i tzv. socialni imunita, kterou lze
definovat jako soubor behavioralnich, fyziologickych a organiza¢nich adaptaci, branicich
vstupu, usidleni a rozsiteni patogenti v kolonii (Cremer et al., 2007).

Hmyzu a celkové bezobratlym sice chybi protilatkova imunitni pamét’, presto jsou
schopni imunitné pfipravovat sami sebe i své potomstvo proti patogentiim V procesu tzv.
trans-genera¢ni imunitni pfipravy (Little et al., 2003; Sadd et al., 2005; Moret, 2006; Sadd
& Schmid-Hempel, 2006; Freitak et al., 2009; Roth et al., 2009; Tidbury et al., 2011;
Hernandez Lopez et al., 2014). Napiiklad u samic zavijeCe voskového (Galleria
mellonella L.) ktomu dochazi v momenté, kdy jsou poziené fragmenty patogent
pienaseny do jejich vajicek, kde pusobi jako elicitory imunitni odpovédi vyvijejiciho se
embrya (Freitak et al., 2014).

U vcelich matek by tento proces mohl byt zprostiedkovavan vitellogeninem, ktery byl
identifikovan jako pfenaSe¢ imunitnich elicitorti do vajicek (Salmela et al., 2015). Navic
se pravdépodobné dokaze navazat na molekularni vzorce asociované s patogeny (PAMP)
(Li et al., 2008; Li et al., 2009; Liu et al., 2009; Salmela et al., 2015), jakymi jsou
lipopolysacharidy a peptidoglykany bakterii a hub, diky ¢emuz by mohl mit v tomto
procesu hlavni roli (Harwood et al., 2019).

U dé&lnic je vitellogenin zdrojem aminokyselin pro tvorbu matefi kaSicky
Vv hypofaryngealnich zlazach (Snodgrass, 1956, Amdam et al., 2003b), které obsahuji
receptory pro vitellogenin, aby mohl byt piijiman z hemolymfy (Guidugli-Lazzarini et
al., 2008). Harwood et al. (2019) zjistili, Zze poziené fragmenty znacené bakterie
Escherichia coli jsou pfenaseny do hypofaryngealnich Zlaz u dé€lnic v prvni kontrolni
skuping, které byla injekénim vpichem podana voda, a ve druhé kontrolni skuping, které
nebyla podana zadna injekce (Obr. 4). Naopak v ptipadé, kdy byla experimentalné
potlacena exprese vitellogeninu vpichem dsRNA v ramci RNAI metody, k tomuto jevu
nedochazelo, piipadné byl silné potlacen. Coz naznacuje, ze vitellogenin muze byt

pfenaSecem této bakterie v draze imunitni ptipravy, kdy dochdzi k Sifeni imunologickych

11



signall ve vcelstvu skrze sekrety hypofaryngealnich zlaz. Jeho schopnost véazat bakterie
E. coli byla u véel jiz diive prokazana (Shi et al., 2006; Li et al., 2008; Tong et al., 2010;
Salmela et al., 2015), stejné€ jako jeho nezbytnost pro jejich ptenos do vajecnikd u matek
(Salmela et al., 2015). Vazat se mize také na jiné ligandy, vcetné¢ dalSich gram-
negativnich i gram-pozitivnich bakterii (Shi et al., 2006; Li et al., 2009; Tong et al., 2010;
Zhang et al., 2011; Salmela et al., 2015). V jiném experimentu autort Harwood et al.
(2021a) se jiz potvrdilo, ze fragmenty pozienych bakterii Paenibacillus larvae se
V hypofaryngedlnich Zlazach stavaji soucésti matefi kasicky.

Bakterialni fragmenty mohou byt tedy pifenaseny pomoci vitellogeninu skrze
membranu hypofaryngedlnich 714z, poté se dostavat do matefi kasicky a nasledné byt
oraln¢ predavany larvdm nebo matce. Jak bylo zmin€no, U samic hmyzu prokazatelné
dochazi k ptenosu zkonzumovanych bakterii ze zaludku do jejich vaje¢nikti a probiha
tak proces imunitni pfipravy potomki (Freitak et al., 2009; Knorr et al., 2015). Stejné tak
tomu muze byt u v¢elich matek s vyjimkou, ze jejich potrava s bakterialnimi fragmenty
pochéazi od dé€lnic v podobé mateii kaSicky. Druhou moznosti je, Ze by bakterialni
fragmenty mohly z membrany hypofaryngealnich zlaz spoustét signalni kaskadu, jejimz
vysledkem by bylo zahéjeni nespecifické imunitni odpovédi, ktera by ovliviiovala, jaké
latky budou obsazeny v mateti kaSicce. Ta obsahuje nékolik slozek, které jsou soucasti
vrozené imunitni reakce vcel, napf. defensin 1 nebo major royal jelly protein 3 (Blum
et al., 1959; Fujiwara et al., 1990; Okamoto et al., 2003; Fontana et al., 2004; Vucevic
et al., 2007; Romanelli et al., 2011; Klaudiny et al., 2012; Sugiyama et al., 2012;
Bucekova et al., 2017). Napiiklad v piipadé véel, které pozicly bakterie P. larvae, doslo
K nartistu obsahu antimikrobialniho peptidu defensinu 1 v matefi kasi¢ce o 68 % oproti
kontrole (Harwood et al., 2021b).
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Kontrola krmeni
Kontrola znaceni Vg

Obr. 4: Hypofaryngealni zlazy dé€lnic krmenych E. coli a kontrolni stravou. Buné¢na jadra jsou
znac¢ena modie pomoci DAPI, fragmenty E. coli jsou znaceny Cervené pomoci Texas Red
a vitellogenin je znaCen zelené¢ pomoci Alexa 488. Métitko = 50 pm. Jedinci, kteti nedostali
injekci, a ti, ktefi dostali injekci sterilni vody, vykazovali pozitivni signal E. coli
v hypofaryngealnich zlazach (A-H), ale jedinci, ktefi dostali injekci ke snizeni exprese Vg, signal
E. coli v té&chto zlazach nevykazovali (I-L). A-D: reprezentativni vzorky véel, které nedostali
injekci, krmenych E. coli; E-H: reprezentativni vzorky jedinci s injekci sterilni vody krmenych
E. coli; I-L: reprezentativni vzorky jedinci se sniZzenou expresi vg, krmenych E. coli; M-N:
reprezentativni vzorek jedince, ktery nedostal injekci, krmeného kontrolni stravou; O-P:
reprezentativni vzorek kontrolniho znaceni Vg (inkubovano s Alexa 488, ale bez primarnich
protilatek proti Vg) (upraveno podle Harwood et al., 2019).

2.3.2 Role v hemocytech
Ptitomnost vitellogeninu byla také zjisténa u vSech skupin délnic v imunitnich buiikéch,
hemocytech, konkrétné ve dvou jejich typech, v plasmatocytech a granulocytech. Jeho

funkce v nich mlze mit souvislost se schopnosti vitellogeninu pifenaset ionty zinku
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(Amdam et al., 2004a), které maji pro imunitni systém dalezité regulacni a katalytické
funkce (Mocchegiani et al., 2000). Piipadn¢ by mohla hrat roli jeho schopnost vazat se
na molekuly patogenti, jako jsou lipopolysacharidy (Salmela et al., 2015), coz by mohlo
vést k aktivaci hemocytii. Jeho nejvétsi vyskyt v hemocytech byl naméfen u zimni
generace délnic, coz odpovida i jeho vysoké hladin€é v hemolymf¢ u této skupiny (Smedal
et al., 2009; Amdam, 2011). Pfestoze je u létavek hladina Vg v hemolymf¢ nizsi nez
u krmic¢ek (Amdam et al., 2005a), nebyl zjistén rozdil v jeho vyskytu v hemocytech mezi
témito skupinami (Hystad et al., 2017).

Kromé toho byla u zimni generace délnic zjisténa negativni korelace mezi hemocyty
obsahujicimi vitellogenin a jejich mitotickou aktivitou. To by mohlo byt teoreticky
vysvétleno tim, Zze za piitomnosti ochranné molekuly vitellogeninu, neni potieba, aby

dochazelo u hemocytl k mitéze a zvySovala se tak obranyschopnost (Hystad et al., 2017).

2.3.3 Vliv infekce na expresi vitellogeninu

Ve studii autord Antunez et al. (2015) byla ve véelstvu, rozdéleného na dvé skupiny podle
miry infekce houbou Nosema ceranae, namétena rozdilna exprese vitellogeninu, pficemz
u skupiny s nizkou trovni infekce byla exprese vyssi nez u skupiny s vysokou mirou
infekce. Nasledné byly nové vylihnuté véely z obou skupin infikovany N. ceranae, ale
exprese vg zustala velmi podobna. Coz naznacuje, ze exprese miiZe mit spojitost s mirou
infekce u puavodniho véelstva. V expresi genti spojenych s imunitou — abaecinu,
hymenoptaecinu, defensinu, glukosadehydrogenasy (EC 1.1.1.47) a lysozymu — nedoslo
k Zddnym vyznamnym zménam ani mezi infikovanymi v¢elami z obou skupin ¢i
kontrolnimi véelami z obou skupin. Rozdil v expresi vg nemohl byt dan odchylkami pfi
krmeni, které by mohly ovlivnit vyvoj tukového télesa, jelikoz se vcely vylihly a byly
krmeny pfi stejnych laboratornich podminkach. Vyssi exprese vitellogeninu u skupiny
S niz8i mirou infekce by tedy mohla byt konstitutivni, nikoliv spousténa infekci, jelikoz
po ni nedoslo k vyznamné zméné.

Vliv infekce P. larvae u matek byl testovan v dal$im experimentu autord Gomaa
et al. (2021), kdy bylo zjisténo, ze se zvysil celkovy obsah proteinti ve vajecnicich vice
nez téikrat. U infikovanych matek byla naméfena také 20x zvysena exprese vitellogeninu
oproti kontrolni skupiné.

Ve studii autort Kim et al. (2022) byla v tukovych téliskach krmicek po podavani

zivych i mrtvych bakterii P. larvae po dobu 12 hod. naméfena vyssi exprese vitellogeninu
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nez u kontrolni skupiny, pfi podani zivych bakterii byla exprese vyssi vice nez 2,5x,
Vv ptipad€ mrtvych to bylo vice nez 2x. Nicmén¢ po krmeni po dobu 24 hod. byla zjisténa
podobné zvySena exprese (vice nez 1,5x) pii podani zivych i mrtvych bakterii oproti
kontrolni skuping€. Takto zvySena exprese vitellogeninu nasledujici po bakterialni infekci

naznacuje jeho zapojeni do imunitnich procest.

2.3.4 Vazba vitellogeninu na geny zapojené v imunité

Salmela et al. (2022) zjistili, ze se doména vitellogeninu N-list mize dostavat do jader
trofocytl tukovych télisek (Obr. 5), kde se vaze na mnoho lokust v DNA u jednodennich
1 sedmidennich vcel.

Ptestoze bylo u jednodennich v¢el oproti sedmidennim pozorovano mnohem méné
lokusii na DNA, kam se tato doména vézala (150 oproti 927), pies 90 % mist
pozorovanych u jednodennich véel bylo pfitomno 1 u sedmidennich vcel. Coz naznacuje,
ze tato doména ziistava nejenom navazana na daném miste, ale Ze se navic zvysuje pocet
lokust s rostoucim vékem (Salmela et al., 2022).

N-list vitellogeninu se v jadrech trofocytt tukovych télisek vaze na sekvence nékolika
vyznamnych genti zapojenych do imunitnich procest (Fehlbaum et al., 1994; Morishima
et al., 1997; Lycett et al., 2006; Salmela et al., 2022). Prvnim je gen pro defensin 1, coz
je dilezity antimikrobialni peptid (Ganz, 2003). Dale se jedna o gen kodujici sickie, coz
je regulatorem imunitnich transkripénich faktorti (Foley & O’Farrell, 2004). Nakonec
jsou to geny zapojené V autofagii a fagocytoze (Levine & Deretic, 2007; Strand, 2008).
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DAPI N-list Vg DAPI + N-list Vg

Obr. 5: Lokalizace signalu Vg v tukovém télisku véely medonosné pomoci protilatky zaméfené
na N-list doménu Vg. A-C: Konfokalni snimky bun€k tukového téliska predstavujici Sest
biologickych vzorkl. Levy panel zobrazuje jaderné znaceni pomoci DAPI, prostiedni panel
zobrazuje signal N-listu Vg diky vazbé¢ sekundérni protilatky s Alexa 568 a pravy panel zobrazuje
piekryv DAPI (azurova) a signalu N-listu Vg (Cervend). A: Signal N-listu Vg v jadrech
kolokalizuje s DAPI. B: ZvétSeni jedné buniky ukazujici jadernou translokaci N-listu Vg.
C: Buiiky, které nevykazuji kolokalizaci N-listu Vg s DAPI. Misto toho se signal Vg nachazi
v podob¢ zrn v cytosolu. Méfitko = 10 um (upraveno podle Salmela et al., 2022).

2.3.5 Vazba na hydrofobni povrchy

Havukainen et al. (2013) objevili, Ze se vitellogenin mize vazat na hydrofobni povrchy
véetné bunénych membran. Zejména pokryvad membrany, ve kterych doslo k pozménéni
struktury lipidd, tedy u mrtvych bunék nebo téch, které vykazuji prvni zndmky apoptozy.
Vazani se na takové bunky spolu se schopnosti rychlé odpoveédi na zanéty jsou typickymi

vlastnostmi protizanétlivych lipoproteind, které jsou vsak lépe prozkoumany u savcu.
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Lipidy poskozenych membran vyvolavaji zanéty, Které jsou potlaCovany tim, Ze jsou
takové povrchy pokryvany pravé lipoproteiny (Seong & Matzinger, 2004; Cho & Seong,
2009). Vitellogenin muze takto pfispivat k dlouhovékosti véel vzhledem k tomu, ze

chronické zanéty podporuji starnuti (McGeer & McGeer, 2004; Licastro et al., 2005).

2.4 Antioxidac¢ni funkce vitellogeninu

Harman (1956) ve své teorii tvrdi, Ze starnuti je zptisobeno nahromadénym oxida¢nim
poSkozenim organismu. Tim padem by dlouho Zijici zivoCichové, jako je vceli matka,
meéli vytvaiet méné reaktivnich forem kysliku, efektivnéji je odstraniovat nebo 1épe
opravovat jimi zpusobend poskozeni. Avsak Corona et al. (2005) porovnali osm
antioxida¢nich geni a mitochondridlnich proteinii zapojenych do buné¢né respirace
v raznych tkanich (hlava, hrud’ a zadecek) mladych a starych matek a délnic, pticemz
zjistili, ze se exprese téchto genll vyrazné snizovala s vékem u matek, naopak rostla nebo
se nemeénila u dé€lnic a u starych matek byla vyrazné nizsi nez u starych délnic. Tento
vysledek naznacuje, ze vyssi exprese antioxidacnich gend neni zarukou dlouhého Zivota
u socidlniho hmyzu. Nicmén¢ stale je potieba brat v uvahu moznost, ze delsi doba zivota
je dasledkem mensi produkce reaktivnich forem kysliku, jejich alternativniho potlacovani
nebo lepsi schopnosti opravovat oxidaéni poskozeni (Corona et al., 2007).

Mnozstvi vitellogeninu v hemolymf¢ vcéelich dé€lnic koreluje s prezivanim vcel po
injek¢ni aplikaci paraquatu (N,N'-dimethyl-4,4'-bipyridinium dichlorid, organicka latka,
pouziva se jako herbicid, stimuluje tvorbu reaktivnich forem kysliku). V dusledku toho
byl proveden pokus, pfi némz byl paraquat injek¢né aplikovan délnicim se snizenou
hladinou mRNA vitellogeninu (vg-) (pomoci metody RNA1) a normalnim délnicim (vg+),
naCez Se mira pieziti skupiny vg- snizila. Kontrolni délnice vg- a vg+, kterym byla
injekénim vpichem podéna sterilni voda, ptezivaly stejné. Z toho vyplyva, ze
pravdépodobné existuje pri¢inna souvislost mezi funkci vitellogeninu a odolnosti vcel
vaci oxida¢nimu stresu (Amdam et al., 2003b; Seehuus et al., 2006; Tufail & Takeda,
2008).

Dale bylo zkoumano, zdali miize mit vitellogenin antioxida¢ni vlastnosti. Bylo tedy
testovano, jak velké oxida¢ni poskozeni ve formé karbonylace, vedouci ke ztraté funkce,
zpusobuje paraquat ve struktufe tohoto proteinu. Ukazalo se, ze u vitellogeninu dochazi
ke karbonylaci vice nez u apolipoproteinu 1 a hexamerinu, tedy dalSich hlavnich proteinid

hemolymfy, pficemz mira oxidace téchto tfi proteinti negativn¢ korelovala s mnozstvim
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vitellogeninu v hemolymf¢. Tyto poznatky naznacuji, ze vitellogenin mize mit
antioxidac¢ni funkci (Dalle-Donne et al., 2006; Seehuus et al., 2006).

V hemolymf¢ u skupiny vg- bylo objeveno, ze imunitni buiiky produkuji vysoce
reaktivni formy kysliku (hROS) v podobné mife jako u bunék, které byly vystaveny 30%
H20., a vyznamné se odliSovaly od téch v kontrolni skuping€. V hemolymf€ vcel skupiny
Vg- se navic vyskytovalo zvysené mnozstvi imunocytd ve fazi pyknozy. Pozorovany zde
byly i volné€ se pohybujici buiiky tukového teliska. Dochazelo také k rozpadu aktinového
cytoskeletu u tukového téliska. Tato zjiSténi mohou signalizovat vztah mezi vySsi
umrtnosti u skupiny vcel vg- a poSkozenim bunék véetné oxidacniho v tukovych téliskach
(Seehuus et al., 2006).

V jiném experimentu autori Corona et al. (2007) byly porovnavany reakce matek
a délnic na injekéni podani paraquatu. Matky, které maji vyssi hladinu vitellogeninu nez
dé€lnice, piezivaly ve vyssi mife. Patrné€ jsou tedy odolné€jsi vici oxida¢nimu stresu.

Antioxidac¢ni vlastnosti vitellogeninu by mohly souviset s jeho schopnosti vazat se na
zdravé bunky. V experimentu autort Havukainen et al. (2013) byly hmyzi bunky (,,Hive
Five*) inkubované s vitellogeninem vice tolerantni vii¢i oxidaénimu stresu, zptisobenému
H20., nez kontrolni buriky inkubované v pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS) nebo
hovézim sérovém albuminu (BSA). Mezi kontrolnimi bunkami nebyl rozdil.
Cytoplazmaticka membrana by mohla byt idedlnim mistem, kde by vitellogenin mohl
chranit bunky pred oxidacnim stresem, jelikoz lipidy, tvofici jeji strukturu, jsou na
oxidaci nachylné (Gasparovic et al., 2013).

Pii experimentu, ktery provedli Tarek et al. (2018), kdy se testovala exprese
vitellogeninu v zavislosti na oralnim a lokalnim podani tii insekticida (imidaklopridu,
Klothianidinu a karbarylu), zily véely, kterym byly tyto latky podany, vyrazné kratsi dobu
nez kontrolni véely. Jejich délka zivota se zkratila 0 2-8 dnti (sniZzeni o 7-27 %). Pii podani
neonikotinoidu (klothianidinu a imidaklopridu), které jsou spojovany s indukci
oxidacniho stresu, doSlo ke kratkodobé zvySené expresi vg po 24 hod. od podani, avSak
po 72 hod. se exprese vyrazn¢ snizila. Podobného vysledku, tedy dlouhodobého snizeni
exprese, bylo dosazeno i v jiné studii, kdy byly véely vystaveny akaricidim — thymolu
a kumafosu (Boncristiani et al., 2012; Balieira et al, 2018; Tarek et al., 2018; Abdelkader
et al., 2019).

Takto snizena exprese vitellogeninu mohla byt pficinou kratsi délky zivota vcel,

kterym byly podany neonikotinoidy. Jak naznacuji ptedeslé experimenty, kdy byl
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oxida¢ni stres vyvolan paraquatem, vitellogenin mutze pusobit antioxidacné. Tedy
v tomto pripadé, jeho snizena exprese mohla vést k naruseni ochrany vici oxidaénimu
stresu (Seehuus et al., 2006; Corona et al., 2007; Tarek et al., 2018).

Nicmén¢ Christen et al. (2016) ve svém experimentu zjistili, Ze pii vystaveni vcel
imidaklopridu a klothianidinu dochazi ke zvysené expresi vitellogeninu. Takové rozdily
v expresi mezi experimenty od Tarek et al. (2018) a Christen et al. (2016) by mohly byt
dany rozdilnou tkéni, ze které byla RNA extrahovana, v prvnim piipad¢ to byly celé
véely, kdezto v tom druhém se jednalo o mozek a hrud’. Piipadné by pfic¢inou mohly
rozdily ve zptsobu krmeni, kdy v prvnim ptipadé noveé vylihnuté véely dostaly jednu
davku insekticidl, kdezto v tom druhém byly létavky neznamého stari krmeny témito
latkami jakozto soucast cukrového sirupu (Tarek et al., 2018).

Nicméné v novéjsi studii, kdy byly vcely vystaveny klothianidinu, nebyl naméfen
rozdil v mnozstvi vitellogeninu v hemolymf€ oproti kontrolni skuping. V mozku se vsak
podatilo detekovat zvysenou hladinu fragmentu vitellogeninu o velikosti cca 150 kDa
a Vv tukovém télisku doSlo k trojndsobnému nértstu kompletniho proteinu oproti kontrolni

skupiné (Christen et al., 2019).

2.5 Vyuziti metody RNAI Kk ovlivnéni produkce vitellogeninu
Amdam et al. (2003c) pouzili metodu RNA interference (RNAi), kdy injekéné vpravili

dvoutetézcovou RNA (dsRNA) do vajicek, nacez doslo k vyraznému snizeni hladiny
mMRNA vitellogeninu u 15 % dospélych vcel, vyvinutych z téchto vajicek. Avsak
Vv ptipad¢, kdy byla injekce podéna do zadecku jiz Cerstvé vylihnutych dospélych vcel, se
exprese vitellogeninu snizila u 96 % z nich. Z ¢ehoz vyplyva, Ze provedeni RNAi metody
u vajicek v obdobi preblastodermu muze slouzit k potlaceni exprese tohoto genu ve
fazich embrya, larvy i kukly. Avsak jako vyrazné ucinnéjsi a jednodussi se jevi vpich
dsRNA do zadecku dospélych délnic.

Ptechod ze stadia krmicek do stadia létavek je spojen s fyziologickymi a senzorickymi
zménami, coZ znamena, ze létavky maji typicky vyssi hladinu juvenilniho hormonu,
mensi mnozstvi vitellogeninu a zvysenou citlivost na podnéty v podobé vody a sacharosy.
Drtive se predpovidalo, Ze juvenilni hormon miZe byt hlavnim regulatorem zmén chovani,
fyziologie a senzorické citlivosti u délnic. Avsak se zjistilo, ze hladina tohoto hormonu

u délnic je regulovana vitellogeninem a sniZzenim jeho exprese pomoci RNAi dochézi
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K nartistu mnozstvi juvenilniho hormonu v hemolymfé (Guidugli et al., 2005b) a zvyseni
chut'ové citlivosti (Amdam et al., 2006).

sacharosy, zaroven létaji pro potravu pii niz§im veéku a sbiraji vice pylu a mén¢ nektaru
nez veely s nizkou citlivosti (Pankiw & Page, 2000; Wang et al., 2012).

Laboratorni podani latky imitujici juvenilni hormon (hydrochlorinaéni reakéni smés,
tzv. Law-Williams) zptsobuje zvySeni citlivosti na sacharosu (Jaycox et al., 1974,
Pankiw & Page, 2003) a zaroven snizuje syntézu vitellogeninu (Pinto et al., 2000). To
muze byt dano regulacni zpétnovazebnou smyckou mezi vitellogeninem a juvenilnim
hormonem (Amdam & Omholt, 2003a; Guidugli et al., 2005b). Neni vSak znamo, jestli
podani této latky vede k cirkulaci juvenilniho hormonu v hemolymf€ v takové mite, ktera
by byla fyziologicky vyznamna. Proto je dulezité zjisténi, ze pfi pouziti metody RNAI ke
snizeni exprese vitellogeninu dochazi jak k nartstu hladiny juvenilniho hormonu, ale také
chutové citlivosti. Coz by mohlo naznaCovat, Ze vitellogenin hraje dulezitou roli
v regulaci dlouhodobych zmén v chovani véel (Amdam et al., 2006).

Pfi experimentu autortt Wang et al. (2012) doslo ke zvySeni citlivosti na sacharosu, az

kdyz byla pouzita metoda RNAI k potlaceni exprese vitellogeninu a zaroven usp, coz je
piedpokladany receptor juvenilniho hormonu. Také se sniZila rezistence vici hladovéni,
zvysila se hladina glukosy, trehalosy a juvenilniho hormonu v hemolymf¢€ a v tukovych
téliskach doslo ke zméndm v expresi genli zapojenych v signalizaci nutrientti. Fakt, ze
v tomto experimentu byla citlivost na sacharosu zvySena az pii snizeni exprese
vitellogeninu a usp, muze byt dan rozdilnym prosttedim, kde se v¢elstva nachazi, a staiim
véel. Pficemz chutovou citlivost mize ovlivnit i ro¢ni obdobi, teplota ¢i dostupnost
nektaru (Pankiw & Page, 2003).
Coz potvrzuje hypotézu, ze vitellogenin ma vliv na délbu prace délnic tim zplsobem, ze
potlacuje piechod létavek do stadia krmi¢ek (Amdam & Omholt, 2003a; Guidugli et al.,
2005b). Navic byla u takto upravenych véel namétena 0 1,29 dne kratsi délka zivota
oproti kontroldm, kterym byla poddna dsRNA zeleného fluorescenc¢niho proteinu (GFP).
Kromé toho tyto létavky s uméle snizenou expresi vitellogeninu sbiraly vétsi mnozstvi
nektaru oproti kontrolam. Nicméné celkové hodnoty byly stale v rozmezi normalniho
mnozstvi, které obvykle véely do ulu ptinasi (60 mg nektaru a 30 mg pylu) (Hunt et al.,
1995; Page et al., 2000; Nelson et al., 2007).
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Fakt, ze potlaceni vitellogeninu vede k pted¢asnému prechodu do stavu létavek miize
naznacovat, ze tento protein je jeho hlavnim regulatorem. Marco Antonio et al. (2008)
tedy navrhli model vyvoje chovani d€lnic, skladajici se ze tii krokd. V prvnim kroku
Vv obdobi dospivani mladych délnic dochazi k postupnému nartistu hladiny vitellogeninu,
ktery zabranuje pechodu do stadia 1étavek. Hladiny juvenilniho hormonu a ekdysteroidu
jsou na nizké urovni (Jassim et al., 2000; Hartfelder et al., 2002), coz pravdépodobné
urychluje dospivani vcel, zejména zlepsSeni jejich letovych schopnosti (Fielding et al.,
1980; Harrison & Fewell, 2002; Roberts & Elekonich, 2005; Schippers et al., 2006).
Druha faze se tyka krmicek, ptfi€emz jeji délka zavisi na potlacovani syntézy juvenilniho
hormonu pomoci vitellogeninu, coz odpovida dvojitému represorovému modelu (Amdam
& Omholt, 2003a). Jakmile vsak dochazi ke snizeni syntézy vitellogeninu (Guidugli
et al., 2005b), hladina juvenilniho hormonu nariista souc¢asné s probihajicim ptechodem
do stadia létavek (Fahrbach & Robinson, 1996; Huang & Robinson, 1996; Robinson
& Huang, 1998). Nasleduje potlacovani tvorby vitellogeninu juvenilnim hormonem
(Pinto et al., 2000), coz zajistuje stalou fazi 1étavek.

V jiném experimentu Zhang et al. (2022) nejprve provedli analyzu transkriptomu
jednotlivych mozkovych bun¢k matek a délnic, které maji velmi podobné genomy,
a zjistili, Ze vitellogenin je silnéji exprimovan v riznych podskupinach gliovych bunék
u matek nez u délnic. Také pomoci RNAI metody snizili expresi vitellogeninu v brzké
larvalni fazi matek, nac¢ez pozorovali vyznamné potlaceni vyvoje v dospélé jedince, coz
naznacuje urcitou roli vitellogeninu v regulovani diferenciace vcelich kast. Nasledn¢ byla
stejnd metoda pouzita V pozdni larvalni fazi (po 96 hod.), tedy v obdobi, kdy je vyvoj
v matku jiz definitivné pieduréen (Weaver, 1966). V takovém piipadé nebyl pozorovan
zadny vliv této metody. Tyto vysledky tedy naznacuji, Ze vitellogenin mize ovliviiovat

vyvoj matek jiz v brzké larvalni fazi (Zhang et al., 2022).

2.6 Vitellogenin, vg-like proteiny a jejich funkce

U blanokiidlych se nachazi tii geny, které jsou homologni k vitellogeninu. Oznacuji se
vg-like-A, -B a -C (Morandin et al., 2014). U v¢el lezi gen vg na dvou chromosomech
LG2 a LG4 (NCBI. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (31. 3. 2023)). vg-like-A je umistén na
chromosomu LG13, kdezto vg-like-B se spolu s vg-like-C nachazi na chromosomu LG2
(Salmela et al., 2016).
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Exprese vitellogeninu i vSech tii homolognich genii probiha u letnich i zimnich délnic.
Nejvice se exprimuje Vg, nasledné vg-like-A a -B, kdezto vg-like-C se exprimuje v malé
mife. Pfi¢emz exprese vg-like-A zimnich délnic je vySSi oproti letnim podobné jako
u vg (Dainat et al., 2012). Tento fakt odpovida piedpokladim, ze je vg-like-A zapojen
v dlouhovékosti zimni generace délnic, jako tomu je i u vg (Miinch & Amdam 2010;
Miinch et al., 2013). Nicmén¢ se zjistilo, ze se exprese vg-like-A mize zvysit u letnich
délnic po podani injekce fyziologického roztoku nebo paraquatu pii porovnani
S kontrolnimi v¢elami, které nedostali Zadnou injekci, a to dokonce vice nez v ptipadé vg.
Je mozné, ze vg-like-A je zapojen v melaniza¢ni reakcei, ke které dochazi po vpichu jehly.
Napfiklad u potemnika mouc¢ného (Tenebrio molitor L.) se protein ptibuzny vitellogeninu
ucastni syntézy melaninu (Lee et al., 2000). U vg-like-B a vg-like-C vpich fyziologického
roztoku nevyvolal narist exprese. Avsak injekce paraquatu méla za nasledek zvyseni
exprese vg-like-B. Teoreticky tedy mtize mit tento gen jistou funkci v reakci na oxidaéni
stres, ale nereaguje na mirny zanét zpasobeny vpichem jehly. U vg-like-C nedoslo ke

zméné exprese ani u jedné latky (Salmela et al., 2016).

2.7 Exprese vitellogeninu v zavislosti na potravé a prostredi

Zasobni funkce vitellogeninu je teoreticky zivotné dulezita pro piezivani v¢el v mirném
podnebi (Amdam et al., 2005b) a jeho syntéza je zavisla na pfijmu proteinti v potravé
(Wheeler & Kawooya, 1990; Bitondi & Simdes, 1996).

V¢Etsi mnozstvi potravy v urCité oblasti pravdépodobné vede ke snizeni vydaji ze
zéasob zivin jednotlivych vcel a také celého vcelstva béhem sbéru pylu a nektaru v okoli.
V¢elstva, u nichz se dochazi ke zvyseni nutri¢niho statutu (vyssi exprese vitellogeninu,
insulin-like peptidul a vétsi mnozstvi lipida), pochazi z mist s vét§im mnozstvim potravy.
V téchto mistech produkuji také vice medu. S lepsi kvalitou oblasti bohatsich na potravu
pravdépodobné souvisi i to, Ze pouze jedna zdejsi kolonie se zmenSovala a zddna kolonie
spontanné neuhynula béhem tfiletého pozorovani (Smart et al., 2016).

Meéfeni stavu vyzivy a imunitniho systému u sedmidennich krmicek, které byly
odebrany ze vcelstev v zafi odhalilo Etyfi ukazatele spojujici zdravi vcel s jejich
prezivanim. Jednalo se o expresi defensinul, vitellogeninu, lysozymu2 a v mensi mife
mnozstvi lipidi zadecku. Vyssi troven exprese vg a vétsi mnozstvi lipida bylo pozitivné
spjato s prezivanim, kdezto vys$si uroven transkripce u genti pro antimikrobialni peptidy

defensinl a lysozym2 korelovala se schopnosti prezivat negativné (Smart et al., 2016).
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Vcelstva z oblasti, kde se nachazelo potencialné nejvétsi mnozstvi potravy, méla
nejvice prinesené¢ho pylu za den, vétsi mnozstvi vitellogeninu, nizsi hladiny defensinu 1
a lysozymu 2 a nejdelsi délku zivota. Tyto poznatky naznacéuji spojitost mezi mnozstvim
potravy Vv ur€ité oblasti a véeli vyzivou a imunitou (Smart et al., 2016).

V jiném experimentu autord Ricigliano et al. (2018) bylo zjisténo, ze Se exprese
vitellogeninu u krmicek i 1étavek lisila mezi riznymi oblastmi, kde se véelstva nachézela,
a také v prib&hu roku, coz mohlo byt dano vykyvy podminek prosttedi nebo fenologii
vcelstva pred zimou. Také byla pozorovana korelace mezi celkovou velikosti snisky,
zasobami pylu a expresi vg u krmicéek, pficemz se tento vztah také proménoval podle
obdobi, kdy méteni probihalo.

Americky program pro konzervaci pfirodnich rezervaci (US Conservation Reserve
Program, CRP) by podle vyzkumii m¢l mit kladny vliv na stanovisté v¢elstev (Otto et al.,
2016; Otto et al., 2018). Na zakladé tohoto poznatku byl proveden experiment, kdy byly
zkoumany dvé rozdilna vcelstva Vv doletové vzdalenosti od CRP oblasti a dalsi dvé
véelstva V blizkosti hojn¢ obdélavanych zemédélskych ploch. Bylo zjisténo, ze exprese
vitellogeninu pted zimou (fijen) i po zim¢ (nor) byla zhruba dvakrat vyssi u véelstev
Vv blizkosti CRP oblasti nez téch u obd¢lavanych ploch a exprese vg pozitivné korelovala
s hmotnosti dospé€lych véel. Vzhledem k tomu, Ze vitellogenin je povazovan za nutriéni
marker, tyto vysledky naznacuji zlepSeni nutri¢niho stavu véelstev pobliz CRP oblasti
(Ricigliano et al., 2019).

Kromeé toho, ze syntéza vitellogeninu zavisi na podminkach prostiedi nebo dostupnosti
zivin, je také ovlivilovana genetickymi predispozicemi délnic (Amdam et al., 2004b).
Adaptace produkce vitellogeninu na zmény podminek muize u v¢elich poddruht piispivat
ke zvyseni odolnosti véelstev (lhle, 2023).

Ihle (2023) ve svém experimentu pozorovala u vcel ze ¢ty riznych populaci, Ze na
expresi vitellogeninu ma vliv potrava, a prestoze nebyl pozorovan samostatny vliv
populace, spoleény efekt populace s potravou zaznamenan byl, coz naznacuje, ze reakce
na potravu se lisila v ramci rozdilnych genetickych podminek. Vysledné byla exprese vg
vys§i ve tfech rozdilnych populacich u volné se pohybujicich vcel ve véelstvu a vcel,
kterym byla v klickdch podéna pylova pasta se sacharosovym roztokem, oproti skupiné
véel, ktera byla krmena v klickach pouze timto roztokem. Tento poznatek odpovida
predeslym vysledkiim, které pfedpovidaly dilleZitost proteinii v potravé pro produkci

vitellogeninu (Bitondi & Simaes, 1996; Ricigliano et al., 2021).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Biologické centrum AV CR (Ceska republika): polyklonalni krali¢i primarni protilatka
proti vitellogeninu

Bio-Rad (USA): Coomassie Brilliant Blue G-250 (Ca7Hs0N3NaO7S2), Coomassie
Brilliant Blue R-250 (C4sH44N3Na0O7S;), QC Colloidal Coomassie (komer¢ni roztok), 5x
iScript Reaction Mix, iScript Reverse Transcriptase, barvivo Sample Loading Dye
Fortis Life Sciences (USA): kozi anti-krali¢i sekundarni protilatka s navazanym FITC
(fluorescein isothiokyanat (C21H11NOsS))

Lachema (Ceska republika): methanol (CH3OH)

Lach-Ner (Ceska republika): chlorid draselny (KCl), chlorid sodny (NaCl)

Lonza (USA): agarosa pro gelovou elektroforézu

Merck (Némecko): Ponceau S (C22H16N4O13S4)

MP Biomedicals (Francie): Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan (CsH11NO3))
Nippon Genetics (Némecko): barvivo pro DNA/RNA Midori Green Advance
PanReac, Applichem, ITW Reagents (Spanélsko, Némecko, Italie): hovézi sérovy
albumin (frakce V) (BSA)

Promega (USA): GoTaq DNA Polymerase, PCR marker (50 lanes)

Serva (Némecko): marker molekulové hmotnosti (Triple Color Protein Standard 11, 5-
245 kDa)

Sigma-Aldrich (Némecko): akrylamid (CsHsNO), B-merkaptoethanol (C2HsOS), ethanol
(EtOH (C2HsOH)), kyselina fosforecna (H3POs), kyselina chlorovodikova (HCI),
guanidium isothiokyanat (CzHeN4S), N,N’-methylen-bis-akrylamid (bisakrylamid
(C7H10N202)), DAPI  (2-(4-amidinofenyl)-6-indolkarbamidin)  (CisH1sNs-2HCI),
dodecylsiran sodny (SDS (NaC12H25S04)), peroxodisiran amonny (APS ((NH4)2S20g)),
N,N,N’,N'-tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED (CsHisN2)), EDTA (kyselina
ethylendiaminotetraoctova, CioH1sN20s), glycin (C2HsNO-), n-butanol (CsH9OH),
dithiotreitol (DTT (C4H1002S2), glycerol (C3HgOs), kyselina octova (CH3COOH),
bromfenolova modr (3,3',5,5'-tetrabromfenolsulfonftalein (C19H10Brs055)),
dimethylsulfoxid (DMSO (C2H60S)), chlorid hotecnaty (MgCl2), Tween-20
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(CsgH114026), dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs), hydrogenfosfore¢nan sodny
(Naz2HPOQO4), hydrogenfosforecnan draselny (KoHPOs), nitrotetrazoliova modi (NBT
(C40H30CI2N100¢)), p-fenylen diamin (CeHgN2), 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat
(BCIP (CgHsBrCINO4P)), trifluoroctova kyselina (TFA, CoHF30.), dimethylformamid
(DMF, C3H7NO), aceton (CsHeO), Triton X-100 (C14H220(C2H4O)n(r=9-10)), hovézi
sérovy albumin (BSA), marker molekulové hmotnosti (SigmaMarker wide range 6,5-200
kDa), sekundarni protilatka (kozi anti-krali¢i protilatka s navazanou alkalickou fosfatasou
(EC 3.1.3.1)), paraformaldehyd (OH(CH.0)nH(r=5-100)), sacharosa (Ci2H22011),
lipopolysacharidy (LPS) (E. coli sérovar 0111:84), paraquat (PQ) (N,N'-dimethyl-4,4'-
bipyridinium dichlorid hydrat) (C12H14Cl2N2-xH20)

Thermo Fisher (USA): SYBR Select Master Mix

Elisabeth Pharmacon (Ceska republika), Sigma-Aldrich (Némecko): Primery pro geny
(v zavorce nazev primeru): elongation factor 1-alpha F2 (EF1), 40S ribosomal protein
S5 (RPS5), vitellogenin chromosom LG2+LG4 (VgLG2+LG4), vitellogenin chromosom
LG2 (VgLG2), vitellogenin chromosom LG4 (VgLG4)
a vg-like-B (Vg-like-B)

3.1.2 Pouzité roztoky

e Koloidni Coomassie Brilliant Blue G-250 (komerc¢ni roztok)

e Zasobni roztok Coomassie Blue (50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 v 25 ml
EtOH a 50 ml 85 % kys. fosfore¢né, doplnéno ddH>O na 100 ml)

e Akrylamid/N,N‘-mehylenbisakrylamid (AA/BIS): 30 % (w/v) akrylamidu,
0,8 % bisakrylamidu (w/v) v ddH20 (30 g akrylamidu + 0,8 g bisakrylamidu
rozpustit v 60 ml ddH»O a doplnit ddH-O do 100 ml)

e Pufr do déliciho gelu: 1,5 mol-1" Tris-HCI, pH 8,8 (36,3 g Tris rozpustit ve 150 ml
ddH20, upravit pH na 8,8 s HCI a doplnit ddH20 na 200 ml)

e Pufr do zaostiovaciho gelu: 0,5 mol-1* Tris-HCI, pH 6,8 (3 g Tris rozpustit ve
40 ml ddH20, upravit pH na 6,8 s HCI a doplnit ddH>O na 50 ml)

e 10% (w/v) SDS (10 g SDS rozpustit v ddH20 a doplnit ddH20 do 100 ml)

¢ Vodou nasyceny n-butanol (k 50 ml n-butanolu ptidat 5 ml ddH20, protiepat)

e 10% (w/v) peroxosiran amonny (APS) (0,1 g peroxosiranu amonného rozpustit

v 1 ml ddH.0)
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Vzorkovaci pufr (2x Laemmli): 0,125 mol-1* Tris-HCI, 4 % (w/v) SDS,
20 % (v/v) glycerol, 0,2 mol-1t DTT, 0,02 % (w/v) bromfenolova modf, pH 6,8
(2,5 ml pufru do zaostiovaciho gelu, 4 ml 10% SDS, 2 ml glycerolu, 2 mg
bromfenolové modii, 0,31 g DTT, doplnit ddH20 do 10 ml)

Elektrodovy pufr: 0,025 mol 1 Tris, 0,192 mol-1? glycin, 0,1 % (w/v) SDS,
pH 8,3 (6,05 g Tris, 28,82 g glycinua 2 g SDS rozpustit v 1 | ddH20, zkontrolovat
pH, doplnit ddH.O do 2 I)

GITC pufr (5,25mol 1" guanidine isothiokyanat, 50mmol-1"* Tris-HCI (pH 6,4),
20mmol-1t EDTA, 1,3% Triton X-100, 1% PB-merkaptoethanol) (124,16 g
guanidine isothiokyanatu a 1,169 g EDTA rozpustit v 100 ml 0,1 mol-1* Tris-
HCI, piidat 2,6 ml Triton X-100 a po autoklavovani 2 ml B-merkaptoethanolu,
doplnit ddH20 do 200 ml)

Barvici roztok Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB): 0,1 % (w/v) CBB R-250
v 10% (v/v) kys. octové a 50% (v/v) methanolu (0,1 g CBB R-250 rozpustit
v roztoku 10 ml kys. octové, 50 ml methanolu a 40 ml ddH.0)

50x TAE pufr (121 g Tris rozpustit v 28,55 ml kyseliny octové a 50 ml
0,5mol 1"t EDTA, doplnit ddH,0O do 500 ml, 50x ziedit pted pouzitim)
Odbarvovaci roztok po barveni gelu CBB R-250: 40 % (v/v) methanol,
10 % kys. octova (40 ml methanolu, 10 ml kys. octové a 50 ml ddH20)

Barvici roztok s Ponceau S: 0,2 % Ponceau S v 10% (v/v) kys. octové
(0,2 g Ponceau S rozpustit v roztoku 10 ml kys. octové a 90 ml ddH20)

Zalévaci (,,mounting®) médium (0,1% p-fenylen diamin, 90 % glycerol, 10 %
PBS, pH 8,45) (0,03 g p-fenylen diaminu rozpustit s 3 ml PBS a 27 ml glycerolu)
Blotovaci puft: 0,025 mol-1? Tris, 0,192 mol-1? glycinu, 20 % (v/v) methanol,
pH 8,3 (3,025 g Tris a 14,41 g glycinu rozpustit ve 200 ml ddH-0O, pridat 200 ml
methanolu, zkontrolovat pH, doplnit ddH20 do 1 1)

Fixacni roztok pro barveni CBB R-250: 10 % (v/v) kys. octova, 50 % (v/v)
methanol (10 ml kys. octové, 50 ml methanolu, 40 ml ddH-0)

Fixac¢ni roztok pro barveni koloidnim CBB G-250: 10 % (v/v) kys. octova, 40 %
(v/v) ethanol (10 ml kys. octové, 40 ml ethanolu, 50 ml ddH»0)

Fosfatovy pufr (rozpustit 16,282 g hydrogenfosfore¢nanu draselného a 0,8878 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselného v 800 ml ddH-O, upravit pH na 6,8 a doplnit

ddH.O do 11)
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5x TBS (solny roztok pufrovany Tris) pracovni pufr pro imunodetekci (5x TBS):
100 mmol-1* Tris, 2,5 mol-1" NaCl, pH 7,5 (24,2 g Tris a 292,2 g NaCl rozpustit
v 11 ddH20, upravit pH na 7,5 s HCI, doplnit ddH2O do 2 I)

Roztok 5% BSA v PBS pufru (rozpustit 5 g BSA v 80 ml PBS a doplnit PBS do
100 ml)

PBS pufr (rozpustit 8 g chloridu sodného, 0,2 g chloridu draselné¢ho, 1,44 ¢
hydrogenfosforecnanu sodného a 0,245 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného
v 800 ml ddH-0, upravit pH na 7,4 pomoci HCI a doplnit ddH>O do 1 I)
Blokovaci roztok 5% BSA v PBS pufru a 0,1% Triton X-100 (rozpustit 5 g BSA
v 80 ml PBS, ptidat 0,1 ml Triton X-100 a doplInit PBS do 100 ml)

Roztok PBS s 0,1% Triton X-100 a DAPI (k 29,997 ml roztoku PBS s 0,1% Triton
X-100 piidat 0,003 ml 2,86mmol-1"* DAPI)

Blokovaci roztok 1% BSA v TBS (rozpustit 0,1 g BSA v 10 ml TBS (4 ml 5x TBS
a 16 ml ddH20))

Roztok 4% agarosy (8 g agarosy rozpustit ve 150 ml ddH.O a doplnit ddH»0 do
200 ml)

Roztok LPS v 50% sacharose (LPS - 15, 30, 60 pg-ml™* 50% roztoku sacharosy)
Roztok paraquatu v 50% sacharose (PQ — 25 a 50 mmol-1 50% roztoku
sacharosy)

Roztok 0,1% TFA (trifluoroctové kyseliny) (0,1 ml TFA smichat s 99,9 ml
ddH-0)

Fixacni roztok 4% paraformaldehydu (0,8 g paraformaldehydu rozpusténo v 15
ml ddH20 a doplnéno ddH>O do 20 ml)

Roztok sekundarni protilatky s navazanym FITC v 5% BSA v PBS pufru s 0,1%
Triton X-100: (k 29,940 ml roztoku 5% BSA v PBS pufru s 0,1% Triton X-100
ptidat 0,06 ml sekundarni protilatky s FITC)

Roztok primarni protilatky (4 pl primarni protilatky a 9996 ul roztoku 1% BSA
v TBS)

Roztok sekundarni protilatky (0,67 pul sekundarni protilatky a 9999,33 pul roztoku
1% BSA v TBS)

Tween TBS (TBS-T) (0,15 ml Tween-20 a 300 ml TBS (60 ml 5x TBS a 240 ml
ddH-0))
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3.1.3

Roztok NBT-BCIP pro detekci alkalické fosfatasy (33 ul roztoku NBT (10% NBT
Vv 70% DMF), 33 pl roztoku BCIP (5% BCIP v 100% DMF), 10 ml pufru pro
alkalickou fosfatasu (100 mmol-1* NaCl, 50 mmol-I* MgCl,, 100 mmol-1*
Tris-HCI (pH 9,5)))

Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Radwag, Ceska republika)

Automaticke pipety (Eppendorf, Némecko)

Blotovaci komurka Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, USA)
Blotovaci papir ALBET (ScienceLab, USA)

Centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga 5424 R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga pro desticky (VWR, USA)

Desti¢ka (12 jamek) (Techno Plastic Products, Svycarsko)

Desticka Take3 (BioTek Instruments, USA)

Digitalni predvazky (Radwag, Ceska republika)

Elektroforeticka sestava MINI-PROTEAN Tetra (Bio-Rad, USA)
Elektroforeticka sestava MULTISUB MIDI 10 CLEARSIGHT (Cleaver
Scientific, UK)

Homogenizaéni sacky (Extraction Bags “Universal®) (Bioreba, Svycarsko)
Homogenizator BagMixer (Interscience, Francie)

Inkubator Dry Bath (Major Science, USA)

Kit pro izolaci RNA NucleoSpin RNA plus (Binding Solution (BS), gDNA
Removal Column, RNA Plus Column, Collection Tube (2ml), Collection Tube
(1,5 ml), Wash Buffer 1 (WB1), Wash Buffer 2 (WB2), RNase-free voda, Lysis
Buffer (LBP) (Macherey-Nagel, Némecko)

Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM710 (Carl Zeiss, Némecko)
Magneticka michacka Big Squid (IKA, Némecko)

Mikrodesti¢ka (96 jamek) (Techno Plastic Products, Svycarsko)
Mikrodestickovy spektrofotometr PowerWave XS (BioTek Instruments, USA)
Multidetekeni reader Synergy H1 (BioTek Instruments, USA)

Nitrocelulosova membrana (pory o velikosti 0,45 um) (Bio-Rad, USA)
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e Petriho misky (Techno Plastic Products, Svycarsko)

e Pristroj pro dokumentaci geli Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)
e PCR desticka 96 jamek (Deltalab, Spanélsko)

e PCR félie (Deltalab, Spanélsko)

e Sklicka podlozni a kryci (Thermo Fisher, USA)

e Svarecka plastovych folii (200 H, KF)

e Termocykler CFX96 (BioRad, USA)

e Termocykler T100 (BioRad, USA)

e Tiepacka 3D (Biosan, LotySsko)

e Vortex V-1 plus (Biosan, LotySsko)

e Vibratom VT1000 S (Leica, Némecko)

e Zdroj pro elektroforézu PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

3.1.4 Biologicky material
Letni dé€lnice véely medonosné byly poskytnuty Mgr. Jitim Danihlikem, Ph.D. v srpnu

2022. Matky a zimni délnice byly poskytnuty Mgr. Bronislavem Grunou v listopadu
2022.

3.2 Metody

3.2.1 Krmeni véel a priprava vzorki

Pfed samotnym krmenim byly letni délnice uspany pomoci plynného oxidu uhli¢itého
(CO2) po dobu 1 min. a roztiidény do plastovych klicek, podle skupin odpovidajicich
rozdilnému stafi (1-2 a 2-3 dny pro krmeni roztokem LPS a 1-2 dny pro krmeni roztokem
PQ) a rozdilnym koncentracim LPS a PQ ve stravé (Tab. 1). V¢ely byly krmeny ad
libitum z plastovych sttikacek obsahujicich 3-5 ml roztoku 50% sacharosy s LPS (15,
30 a 60 pg-ml?) nebo 50% sacharosy s PQ (25 a 50 mmol-17) nebo 50% sacharosy
(kontrolni skupina), pticemz byly uchovavany pii 30 °C. Po krmeni dlouhém 24 nebo
48 hod. byly véelam odstiizeny zadecky a pomoci automatické pipety byly odebrany 2 pl
hemolymfy zhrudi jednotlivcd, aby nedoSlo ke kontaminaci z traviciho traktu.
U experimentu s LPS byla hemolymfa ze ti v¢el (celkem 6 ul) smichana se 100 pl 0,1%
TFA. U experimentu s PQ byla hemolymfa z deseti vcel (celkem 20 pl) smichana se

100 pl 0,1% TFA. Takto ziskané vzorky a zbyvajici celé vcely byly zamrazeny pti
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-80 °C. Nasledné byly vzorky hemolymfy lyofilizovany a opét zamrazeny pro dalsi
pouziti.

Stejny postup byl aplikovan u vcelich matek a zimni generace d€lnic S nékolika
rozdily. Matky a dé€lnice byly po uspani rozdéleny do klicek podle krmeni (kontrola —
50% sacharosa, LPS — 30 pg-ml! v 50% sacharosy a PQ — 50 mmol-1? PQ v 50%
sacharose). Matky byly krmeny po dobu 24 hod., kdezto délnice i po dobu 48 hod.
Hemolymfa byla odebirana pouze vcelam po 24hod. krmeni. 2 pl hemolymfy byly
smichany se 100 pl 0,1% TFA, zamrazeny pii -80 °C, lyofilizovany a opét zamrazeny.
Vzhledem Kk tomu, ze krmeni LPS po dobu 24 hod. a PQ po dobu 24 i 48 hod. nepiezil
dostate¢ny pocet délnic, byly zamrazeny celé vcely pouze po 48hod. krmeni LPS.
Z dalsich matek i délnic (kromé& krmeni PQ po dobu 48 hod.) byly po krmeni odebrany
i zaludky. V¢ely byly uspany pomoci oxidu uhli¢itého (CO2) po dobu 1 min. Nasledné
byl uchycenim posledniho ¢lanku zadeCku vytdhnut travici trakt pomoci pinzety.
Skalpelem byl oddé€len zaludek od ostatnich ¢asti traktu, nacez byl vlozen do 1 ml
fixaéniho roztoku 4% paraformaldehydu v mikrozkumavce a skladovan pii 4 °C do

dalsiho pouziti.

Tab. 1: Rozpis vzorki a jejich vyuziti pfi jednotlivych metodach.

10 Doba o1
\k]acs?[g (%tr?n) Krmeni krmeni 22131 Metoda
y (hod.)
, Bradf. met.
ot 22 RS (1_51;1‘;’.9)61 0 ouug HL* SDS-PAGE
He Western blot
Bradf. met.
Letni ) PQ (25a50 - SDS-PAGE
délnice 1-2 mmol-17) 20418 HL Western blot
MALDI*
Zimni ) LPS (30 pg-ml?) ” HL* Bradf. met.
d¢€lnice PQ (50 mmol-1?) VA SDS-PAGE
LPS (30 ml? HL* WE_Stern blot
Matky - PQ (éO m“rrglorﬁl'lg 24 7t Imunohisto-chem. det.
dzellrrrlllréle - LPS (30 pg-ml?) 48 Al Imunohisto-chem. det.
Letni 1-2 LPS (30 a 60 celé
délnice 2-3 pg-mlt) 48 véely aPCR
Zimni o celé
e - LPS (30 pg-ml?) 48 veely gPCR

*hemolymfa, "zaludek, *pouze vzorky z krmeni po dobu 8 hod.
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3.2.2 Stanoveni proteinu Bradfordovou metodou

3.2.2.1 Priprava roztoku Bradfordova ¢inidla
Zasobni roztok Coomassie Blue byl v poméru 1:4 nafedén ddH20 (2,4 ml zas. roztoku

a9,6 ml ddH20). Vysledny pracovni roztok ma hnédomodrou barvu a je stabilni cca tyden
pii 4 °C.

3.2.2.2 Priprava standardii proteinu BSA

Z4sobni roztok BSA 0 hmotnostni koncentraci 4 mg-ml? (4000 pg-ml™) byl pfipraven
tak, ze 200 mg BSA bylo rozpusténo v 50 ml ddH.O. Poté byla postupnym fedénim
pripravena kalibra¢ni fada BSA o koncentracich 0,001, 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,25; 1,50;
1,75; 2,00; 2,25; 2,50; 2,75; 3,00; 3,25; 3,50; 3,75; 4,00 mg-ml™.

3.2.2.3 Postup spektrofotometrického méreni standardi BSA

Koncentrace proteind byla métena podle protokolu Bradforda (1976). Do 54 jamek (blank
+ 17 vzorkt, 3 opakovani v iadku) 96jamkové mikrodesticky bylo napipetovano
postupné: 45 pl ddH20, 5 ul pfipraveného standardu BSA (pro blank 5 pl ddH:0),
200 pl pracovniho roztoku Bradfordova ¢inidla. Nasledné byla desti¢ka zakryta vikem,
jemnymi pohyby protiepana. PO 5 min., béhem kterych doslo k vyvinuti zbarveni, byla
zmeiena absorbance na mikrodestickovém spektrofotometru PowerWave XS pfi
vlnovych délkach 590 a 450 nm, pro zvySeni piesnosti a citlivosti metody (Zor
& Selinger, 1996). Data z tohoto méfeni byla vyhodnocena pomoci programu Genb
v podobé grafu kalibra¢ni kiivky zavislosti poméru absorbance pii vinovych délkach
590/450 nm na koncentraci standardt proteinu BSA (hodnoty absorbance pii
koncentracich 3,25-4,00 mg-ml? byly zgrafu vyjmuty kvili nepfesnostem pii

pipetovani).

3.2.2.4 Priprava vzorki proteinu Z hemolymfy véel

Vzorky lyofilizované hemolymfy byly rozmraZeny ponechanim v pokojové teploté po

dobu 20 min., nafedény ptidanim 50 pl ddH20 a promichany na vortexu po dobu 1 min.

3.2.2.5 Postup spektrofotometrického méreni proteinii
Do jamek (3 opakovani v fadku) mikrodesticky bylo postupné napipetovano 45 pl
ddH20, 5 pl vzorku hemolymfy a 200 pl pracovniho roztoku Bradfordova cinidla.
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Mikrodesticka byla zakryta vikem a protfepana. Po 5 min., béhem kterych doslo
k vyvinuti zbarveni, byla na mikrodesticCkovém spektrofotometru PowerWave XS
zméfena absorbance pfi vinovych délkach 590 a 450 nm. Data z tohoto méteni byla
vyhodnocena pomoci programu Gen5 (BioTek Instruments, USA). Koncentrace protein
ve vzorcich byla nasledné vypocitana pomoci kalibra¢ni Kiivky zavislosti poméru
absorbance pii vinovych délkach 590/450 nm na koncentraci standardia proteinu BSA,

které byly zméfeny predtim.
3.2.3 Metoda SDS-PAGE a Western blot

3.2.3.1 Priprava vzorki

Ke vzorkim lyofilizované hemolymfy bylo ptidano 50 ul (v experimentu s LPS u letnich
véel a experimentu s matkami a zimnimi délnicemi) nebo 166,67 ul (v experimentu s PQ
u letnich v¢el) fosfatového pufru. 10 ul takto nafedéné hemolymfy bylo smichano s 90 pl
ddH20 a 100 pl vzorkovaciho pufru. Takto pfipravené vzorky byly promichany na
vortexu po dobu 20 s. a zahfaty na 70 °C v inkubatoru po dobu 15 min. Nasledné byly

ochlazeny v ledové lazni a centrifugovany v centrifuze 5 min. pii 15000 g a 4 °C.

3.2.3.2 Metoda SDS-PAGE

Sklenéné desky pro nalévani gelu byly o¢istény pomoci ethanolu. Mezi né byly vlozeny
plastové hiebinky a na drzaky skel byla vyznacena vzdalenost 1 cm od konce zubu
hiebinku. Nasledné byly hiebinky vyjmuty.
Do dvou kadinek pro pfipravu zaostfovaciho a dé€liciho gelu byly napipetovany
jednotlivé roztoky (tedy slozky gelu):
e 7% délici gel: 2,3 ml AA/BIS (30%/0,8%); 2,5 ml pufru Tris-HCI (1,5 mol-1?; pH
8,8); 5,1 ml ddH-0; 0,1 ml SDS (10%); 0,01 ml TEMED
e 4% zaostfovaci gel: 1,3 ml AA/BIS (30%/0,8%); 2,5 ml pufru Tris-HCI
(0,5 mol-1'%; pH 6,8); 5,9 ml ddH20; 0,2 ml SDS (10%); 0,02 ml TEMED
Cerstvé piipraveny roztok APS o objemu 0,07 ml byl pfidan do kadinky pro dé&lici gel,
¢imz byla zahajena polymerace gelu. Takto ptipravena smés byla po promichani na
magnetické michacce Big Squid rychle nanesena pomoci Pasteurovy pipety do prostoru

mezi skly az po znac¢ku na drzaku.
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Na smés déliciho gelu byla nanesena tenka vrstva n-butanolu. Jakmile délici gel po
cca 30 min. ztuhnul, byl n-butanol odstranén a oblast nad povrchem d¢liciho gelu byla
oplachnuta destilovanou vodou pomoci stfi¢ky a vysusena filtraénim papirem.

Nasledné bylo do kadinky pro zaostfovaci gel ptidano 0,12 ml APS, smés byla rychle
promichana na magnetické michacce a pienesena Pasteurovou pipetou do prostoru mezi
skly na jiz ztuhly délici gel. Do smési pro zaostiovaci gel byly opatrné vlozeny hiebinky.
Zaosttovaci gel ztuhnul po 30 min.

Na vngjsi stran¢ silnych skel byly vyznaceny zuby hiebinkd, které byly poté opatrné
vyjmuty. Skla obsahujici ptipravené gely byla vlozena do elektroforetické komurky
MINI-PROTEAN Tetra (Bio-Rad, USA), do niz byl poté nalit dostate¢ny objem
elektrodového pufru, aby pietekl do jamek gelu a dosahoval po risku komiirky.

Do krajnich jamek (¢. 1 a 15) gela bylo automatickou pipetou aplikovano 4,5 ul
markeru molekulové hmotnosti proteinia (SigmaMarker wide range 6,5-200 Da)
(v ptipadé€ experimentu, kdy nasledovala metoda MALDI byl pouzit Triple Color Protein
Standard 11, 5-245 kDa pro lepsi viditelnost pasi po provedeni metody Western blot).
Do jamek mezi markery bylo postupné aplikovano 10 pl jednotlivych vzorka podle
skupin ¢i krmeni a pozitivniho kontrolniho vzorku hemolymfy (véely krmené 50%
sacharosovym roztokem s P. larvae kmen CCM 4483 (2.4 x 10* CFU), poskytnuto Mgr.
Silvii Dostalkovou, Ph.D.). Elektroforeticka komurka byla poté uzaviena vikem
a pripojena ke zdroji elektrického napéti, kde bylo nastaveno konstantni napéti 100 V.

Jakmile pas bromfenolové modii, obsazené ve vzorkovacim pufru, doputoval
na rozhrani zaostfovaciho a dé¢liciho gelu (po cca 1 hod.), byl zdroj napéti pienastaven
na 200 V.

Po doputovani pasu bromfenolové modii v gelu téméf na uroven dolniho okraje skel
(po dalsi cca 1 hod.) byl zdroj napéti vypnut, elektrické kabely vypojeny, viko odejmuto
a elektrodovy pufr vylit. Plastovou $pachtli byla oddélena skla a gely byly oznaeny
odkrojenim levého dolniho rohu (pro zorientovani pii vyhodnocovani pasi na gelu).

Gely byly $pachtli rozdéleny na poloviny a polovina z kazdého gelu ulozena do
plastovych krabi¢ek s 20 ml fixa¢niho roztoku pro barveni Coomassie Brilliant Blue
R-250 (CBB) a ponechana na tfepacce 3D 15 min. Ke gelim bylo po vyliti fixa¢niho
roztoku piidano 20 ml barviciho roztoku CBB a v plastovych krabickach byly ponechany
na tiepacce 30 min. Barvici roztok CBB byl poté odlit a gely byly pétkrat promyty 20 ml
odbarvovaciho roztoku. Po jeho vyliti byly gely pétkrat promyty 20 ml ddH-O.
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Pro nasledné provedeni matrici asistované laserové desorpce/ionizace (MALDI) byly
gely fixovany 15 min. ve fixacnim roztoku pro koloidni barveni CBB G-250, poté
barveny ve 20 ml barviva QC Colloidal Coomassie Stain pies noc (18 hod.) na tiepacce
a po odstranéni barviciho roztoku byly tiikrat promyty ve 20 ml ddH20 po dobu 3 hod.
Tyto gely byly predany panu prof. Mgr. Marku Sebelovi, Dr., ktery provedl jejich analyzu
pomoci MALDI.

Za pouziti dokumentaéniho pfiistroje Gel Doc EZ Imager a programu Image Lab
(Bio-Rad, USA) byly gely po barveni CBB naskenovany pro nasledné vyhodnoceni.

K semikvantitativnimu vyhodnoceni intenzity past celkovych proteind (pro
normalizaci pfi vyhodnocovani intenzity past vitellogeninu po provedeni metody
Western blot) byl pouzit program Imagel] (National Institutes of Health and the
Laboratory for Optical and Computational Instrumentation, USA).

3.2.3.3 Metoda Western blot
Druhé poloviny geli byly ponofeny po dobu 20 min. do 20 ml blotovaciho pufru spolu

s filtracnimi papiry a nitrocelulosovou membranou, ktera piedtim byla vystiizena podle
velikosti gelu (4,5 x 4 cm).

Na anodu (spodni elektrodu) blotovaci komurky Trans Blot SD Semi-Dry Transfer
Cell (Bio-Rad, USA) byly pokladany jednotlivé vrstvy v tomto pofadi: 1 ks filtra¢niho
papiru, nitrocelulosova membrana, gel, 1 ks filtra¢niho papiru. Sklenénou ty¢inkou byly
odstranény vzduchové bubliny mezi gelem a membranou. Poté byla na horni filtracni
papir pfilozena katodova elektroda. Komurka byla uzaviena vikem a ptipojena ke zdroji
napéti, kde byl nastaven konstantni proud 90 mA pro jeden gel. Po 1 hod. bylo blotovani
ukonceno, zdroj napéti odpojen, membrana pomoci pinzety opatrné vyjmuta a ponotfena
do 20 ml barviciho roztoku Ponceau S v plastové krabi¢ce po dobu 5 min. Nasledné byl
roztok odlit, membrana byla tfikrat promyta ve 20 ml ddH2O a pouzita pro
imunochemické detekovani proteind.

Imunochemické detekovani proteini bylo zapocato blokaci membrany v 10 ml
blokovaciho roztoku 1% BSA v TBS na tfepacce pies noc (18 hod.) pii 4 °C. Déle byla
dvakrat promyta v 10 ml roztoku Tweenu-20 v TBS (TBS-T) po dobu 10 min. Poté byla
membrana inkubovana v 10 ml roztoku primarni protilatky (fedéni 1:2500) v 1% BSA
v TBS po dobu 1,5 hod. Nasledné byla opét dvakrat promyta 10 ml roztoku TBS-T po

dobu 10 min. Poté¢ byla inkubovana v 10 ml roztoku sekundarni protilatky (fedéni
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1:15000) v 1% BSA v TBS. Opét byla dvakrat promyta 10 ml roztoku TBS-T po dobu
10 min. Nacez byla membrana inkubovana v 10 ml roztoku NBT-BCIP pro detekovani
alkalické fosfatasy po dobu 10 min. Poté byla membrana pétkrat promyta 10 ml ddH-0,
nacez byla poloZena na sklenénou podlozku a vyfocena mobilnim telefonem pro nasledné
vyhodnoceni.

Intenzita jednotlivych past vitellogeninu byla normalizovana k intenzité past
celkovych proteinti v SDS-PAGE gelu po barveni CBB. Ke zméfeni intenzity past byl
pouzit software Image] (National Institutes of Health, Laboratory for Optical and
Computational Instrumentation (LOCI, University of Wisconsin)). Normalizovana
intenzita byla poté vypocitana tak, ze intenzita pasi vitellogeninu byla dana do poméru
se souctem intenzit pasi celkovych proteinti na SDS-PAGE gelu a vyobrazena v podobé

grafii v programu Microsoft Excel 2016 (Microsoft, USA).

3.2.4 Metoda qPCR

Celé veely byly rozmrazeny ponechanim 30 min. pti pokojové teploté. Homogeniza¢ni
sacky byly rozdéleny na poloviny tak, ze byl svaieckou plastovych folii vytvotren v jejich
stiedu spoj. Do téchto polovin sacki byly vlozeny vzdy tii veely, odpovidajici jednomu
vzorku. Nasledné bylo ke véelam ptidano 1800 ul GITC pufru a sacek byl na svaieéce
zataven Vv horni ¢asti. Vcely byly homogenizovany v homogenizatoru BagMixer
(Interscience, Francie) po dobu 1 min., nasledné¢ pomoci tloucku 20 s. a opét
Vv homogenizatoru po dobu 1 min. Homogenizované vzorky v GITC pufru byly
v digestofi pieneseny ze sacka do sterilnich 2ml mikrozkumavek, které byly nasledné
centrifugovany (16 000 g, 5 min) na centrifuze 5424 R. lzolace RNA byly provedena
podle navodu vyrobce (Macherey-Nagel, Némecko) kitu pro izolaci RNA NucleoSpin
RNA plus. Izolovana RNA byla ziedéna v 60 ul vody bez RNAas, nacez byla provedena
analyza jeji koncentrace a integrity.

Na desticku Take3 byly nejprve napipetovany 2 ul PCR-vody (blank) a poté 2 pl
vzorkd v duplikatu. Desticka byla vlozena do multidetekéniho readeru Synergy, H1
a naméfené hodnoty koncentrace a Cistoty RNA byly vyexportovany v programu
Microsoft Excel 2016. Koncentrace by méla byt vy3si nez 100 ng-ul™. Pomér hodnot
absorbanci pfi vinovych délkach 260 a 280 nm by mél byt ~ 2, coz je povaZzovéano za

¢istou RNA.
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Integrita RNA byla zkontrolovana na agarosovém gelu. V Erlenmayerové baice bylo
rozpus$téno 0,55 g agarosy v 50 ml 1x TAE pufru a v mikrovinné troub¢ zahtato na teplotu
cca 95 °C. Nasledné byl roztok zchlazen na cca 60 °C, byly do né&j ptidany 2 pl barviva
Midori Green Advance a promichan. Roztok byl nalit do elektroforetické formy pro
ptipravu gelu, byl do né&j vlozen hiebinek a roztok byl ponechan ztuhnout min. 30 min.
Ze ztuhlého gelu byl vytahnut hiebinek a i s formou byl vlozen do elektroforetické vany
MULTISUB MIDI 10 CLEARSIGHT (Cleaver Scientific, UK) tak, aby jamky pro
vzorky byly blize katod¢. Vana byla naplnéna po rysku 1x TAE pufrem. 2 ul vzorka byly
na prouzku parafilmu smichany s 2 pl barviva Gel Loading Dye a 4 ul vody bez RNAas.
Do druhé jamky gelu byly naneseny 3 ul PCR markeru a do dalSich jamek byly
napipetovany pripravené vzorky. Elektroforeticka vana byla zakryta vikem a zapojena do
zdroje, kde bylo nastaveno napéti 80 V a ¢as 60 min a spusténa elektroforéza. Po jejim
dokonceni byl vypnut zdroj a gel byl vyjmut z elektroforetické vany. Gel byl vlozen do
ptistroje Gel Doc EZ Imager a pfitomnost a integrita RNA vyhodnocena v programu
Image Lab. Zkontrolovano bylo, zdali jsou v jednotlivych drahach gelu pfitomny pasy
odpovidajici podjednotkam 28S a 18S. 28S pas by mél mit 2x vétsi intenzitu nez ten
odpovidajici produktu 18S. Také se kontrolovala integrita RNA, tedy jasn¢ ohranicené
pasy RNA bez Smoubh.

V dalsim kroku byl proveden prepis RNA do ¢cDNA. Vzorky RNA byly nafedény
vodou bez RNAas na koncentraci 50 ng-pl?. Poté byl pfipraven reakéni mix obsahujici
na jednu reakci 2 ul 5x iScript Reaction Mix a 0,5 ul iScript Reverse Transcriptase. Do
200ul mikrozkumavek (stripy) bylo na jednu stranu napipetovano 2,5 pl reakéniho mixu
a nadruhou stranu 7,5 pl fedéné RNA. Mikrokumavky byly kratce (10 s.) centrifugovany
a vlozeny do Termocykleru T100, ve kterém byl spustén protokol iScript (Tab. 2). Po
ukonceni piepisu do cDNA bylo ke kazdému vzorku ptidano 70 pl vody bez RNAas
(findlni objem — 80 pl).
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Tab. 2: Reakéni protokol iScript.

Krok Cas (min.) Teplota (°C)
,Priming* 5 25
Reverzni
transkripce 20 46
Inaktivace
reverzni 1 95

transkripce

Po prepisu do cDNA byl provedena kontrola kvality pomoci endpoint PCR. Nejprve
byl pfipraven premix obsahujici na 1 reakei 0,5 pl primeru F (,,forward®), 0,5 ul primeru
R (,,reverse®), 4,75 ul PCR-vody a 6,25 ul GoTaq polymerase. Do stripti bylo pipetovano
12 pl namichaného premixu na jednu stranu a 0,5 ul ¢cDNA nebo PCR-vody jako
negativni kontroly na druhou stranu. Stripy byly vloZzeny do Termocykleru T100 a poté
byl spustén protokol GoTaq (Tab. 3).

Tab. 3: Reakéni protokol GoTag.

Krok Cas (s.) Teplota (°C)  Pocet cykl
gocatecnl 120 95 1
enaturace
Denaturace 40 95
Nasednuti 30 60 35
Prodluzovani 60 72
Findlni 300 72 1
prodluzovani
0 4 1

Produkty z endpoint PCR byly kontrolovany na 2,5% agarosovém gelu. Postup byl az
na nékolik vyjimek, které jsou nasledné uvedeny, shodny s postupem pii kontrole
integrity RNA. Bylo rozpusténo 1,25 g agarosy S 50 ml 1x TAE pufru a 2 ul barviva
Midori Green Advance. Vzorky nebyly michany s barvivem Gel Loading Dye, obsahuje
jej jiz reakéni premix z PCR reakce Do jamek gelu bylo pipetovano 10 pl vzorkd.

Pti vyhodnoceni gelu se kontrolovala pfitomnost jednoho pasu u vzorkiit DNA, ktery

odpovida produktu z PCR reakce. U vzorku RNA a negativni kontroly by nemél byt
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pfitomen zadny pas, jinak by byl vzorek kontaminovan gDNA. Porovnava se velikost
DNA vici PCR markeru. Pas DNA by mél byt jasné ohrani¢en bez Smouh, coz znamena,
ze DNA nebyla fragmentovana a poskozena.

V natedéné vzorcich cDNA byla metodou qPCR zméfena relativni genova exprese.
Nejprve byl pfipraven premix se Sesti riznymi primery (Tab. 4 a 5). Jednotlivé primery
byly nafedény vodou bez RNAas ze 100 umol-1" na 3,33 pmol-1". Master mix obsahoval
na jednu reakci 0,45 ul 3,33 uM primeru F, 0,45 ul 3,33 uM primeru R a 2,5 pl Syber
Select Master Mix. Poté byl nachystan kalibrator, kdy bylo smichano 5 pl ¢cDNA
z kazdého vzorku. Do kazdé jamky na PCR desti¢ce bylo napipetovano automatickou
pipetou 3,4 ul pfipraveného premixu na jednu stranu a 1,6 pl cDNA na druhou stranu.
Vzorky byly nanaSeny v duplikatech. Do posledniho fadku byl misto cDNA stfidavé
pipetovan kalibrator a negativni kontrola v podobé PCR-vody. Ptipravena PCR desti¢ka
byla ptelepena PCR f6lii a stocena po dobu 5 s. na centrifuze pro desticky a vloZena do
Termocykleru CFX96. V softwaru CFX Maestro (verze 1.0) (Bio-Rad, USA) byl

nastaven prisluSny protokol (Tab. 6) a spustén experiment.

Tab. 4: Sekvence a teplota tani “forward* primera.

Teplota
Nazev primeru Sekvence ,,forward* primeru (F) tani
¢C)
EF1 GGAGATGCTGCCATCGTTAT 57,3
RPS5 AATTATTTGGTCGCTGGAATTG 63,6
VgLG2+LG4 AATGGAAGATCTGGCCGATGAA 58,4
VgLG2 ATGATCACGTCCGTCAGTCG 55
VgLG4 AGTTCCGACCGACGACG 65,2
Vg-like-B ATTGCAACAATGCAGTTTGAATCAT 56,4
Tab. 5: Sekvence a teplota tani ,,reverse* primerd.
Teplota
Nazev primeru Sekvence ,,reverse* primeru (R) tani
0
EF1 CAGCAGCGTCCTTGAAAGTT 57,3
RPS5 TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA 64,3
VgLG2+LG4 CGGTCCCTCGTTCTTTGGA 59,4
VgLG2 ACTTGTACTCGGGAATCCGC 55
VgLG4 TTCCCTCCCACGGAGTCC 67,6
Vg-like-B GCAAATCAGCCACATCTTTAGGA 58,9
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Tab. 6: Reakéni protokol gPCR.

Krok Cas (s.) Teplota (°C) Pocet cykla
aktivace
LYAmpliTag®
DNA 600 95 1
polymerasy
Denaturace 15 95
35
Nasednuti/
ProdluZovani 60 60
" L, 60 o
Kfivka tani 10 0,5 °Clcyklus
95,5

Nésledné byla kontrolovana ucinnost primertt Z nachystaného kalibratoru byla
ptipravena kalibra¢ni fada o 11 krocich, kdy v kazdém byl kalibrator dvakrat fedén PCR-
vodou. Opét byl pfipraven stejny premix jako u qPCR metody V piedchozim odstavci.
Do jamek PCR desticky bylo pipetovano 3,4 ul premixu a 1,6 ul kalibratoru z kazdého
kroku fedéni. Do poslednich jamek byla misto kalibratoru pipetovana PCR-voda.
Pipetovano bylo vzdy v duplikéatech. Poté byla desticka pielepena PCR f6lii, stoena po
dobu 5 s. na centrifuze pro desticky a vlozena do Termocykleru CFX96 a po nastaveni
protokolu spustén experiment. Nasledné byly v softwaru CFX Maestro (verze 1.0)
zkontrolovany hodnoty cykli prahu (Ct).

Pti vypoctu relativni exprese byly pouzity hodnoty Ct pro jednotlivé vzorky. Relativni
exprese gent zajmu (GOI) byla vypocitana delta-delta Ct metodou v programu Microsoft
Excel 2016 porovnanim poméru mezi expresi provoznich (,,housekeeping*, HKG) gent
a genl zajmu k jejich ucinnosti podle Pfaffl (2001). Ziskané hodnoty relativni genové
exprese byly v programu Statistica 14.0.0 (TIBCO Software, USA) vyobrazeny v podobé
grafli @ mezi mediany hodnot byla vypocitana statisticka vyznamnost pomoci Kruskal-

Wallisova testu, jelikoz data neméla normalni rozdéleni.

3.2.5 Imunohistochemicka detekce vitellogeninu
Zaludky véelich matek a délnic zimni generace byly pomoci pinzety pieneseny
z mikrozkumavky obsahujici 4% roztok paraformaldehydu do mikrozkumavek s 1 mi

PBS pufru a 3x v ném byly promyty po dobu 10 min.
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Ztuhly 4% roztok agarosy byl v mikrovinné troub¢ rozehtat na teplotu cca 95 °C, kdy
zkapaln¢l, a nasledné byl nalit do Petriho misky. Do tohoto roztoku byly pomoci pinzety
preneseny zaludky z PBS pufru a Petriho misky se vzorky byly ponechany 15 min. na
vrstveé ledu, aby doslo ke ztuhnuti a vznikl agarosovy gel. Pomoci skalpelu byly z gelu
vyfezany kvadry o velikosti cca 2,5 x 1,5 x 1 cm obsahujici jednotlivé zaludky. Takovy
kvadr gelu byl vtetfinovym lepidlem nalepen na kovovou podlozku, ktera byla vlozena
a piiSroubovana do komory vibratomu VT1000 S (Leica, Némecko). Nasledné zde bylo
nalito cca 50 ml PBS pufru. Na ovladacim panelu vibratomu byla nastavena tloustka fezu
250 um a spustén pristroj. Jednotlivé podélné fezy zaludku byly pienaSeny Spachtli do
12jamkové desticky, obsahujici 1 ml PBS pufr v jednotlivych jamkach. Tyto desticky
byly uskladnény ptes noc (18 hod.) pti 4 °C.

PBS pufr by v jednotlivych jamkach nahrazen 1 ml blokovaciho roztoku 5% BSA
v PBS pufru s 0,1% Triton X-100, ve kterém byly fezy blokovany 10 min na
ttepacce. K tomuto roztoku byly pfidany primarni protilatky proti vitellogeninu (fedéni
1:1000) (kromé vzorki slouzicich jako negativni kontrola) a fezy byly inkubovany pies
noc (18 hod.) pti 4 °C. Nasledn¢ byly fezy 3x promyvany 1 ml PBS pufru po dobu
10 min na téepacce a poté 3 hod. inkubovan s 1 ml roztoku sekundarni protilatky (fedéni
1:500 s navazanym FITC v 5% BSA v PBS pufru s 0,1% Triton X-100 pti pokojové
teploté. Nasledné byly opét 3x promyvany v 1 ml PBS pufru po dobu 10 min na tiepacce.
Rezy byly poté 15 min. inkubovany s roztokem PBS pufru s 0,1% Triton X-100 a DAPI
(tfedéni 1:10000). Nakonec byly fezy 5x promyvany v PBS pufru po dobu 10 minut na
trepacce.

Jednotlivé fezy byly preneseny do nékolika kapek zalévaciho média na podloznim
sklicku a ptikryty krycim sklickem. Takto pfipravené vzorky byly pozorovany pomoci
konfokalniho skenovaciho laserového mikroskopu LSM710 (Carl Zeiss, Némecko) pii
10x zvétSeni objektivu. Laserovy paprsek, kterym byla excitovana fluorescence DAPI
a FITC, méla vinovou délku 405 nm, respektive 488 nm. Kazdy fez byl sniman pomoci
funkce z-stack sekven¢né pro jednotlivé fluorofory, aby nedochazelo Kk piekryvim
excitacnich a emisnich spekter. K ovladani mikroskopu a zdokumentovani signalu
fluorescence z jednotlivych fezi v podobé obrazki byl pouzit program ZEN (black
edition) (Carl Zeiss, Némecko).

Pro nésledné méfeni intenzity signalu fluorescence a Upravu obrazkii byl pouzit

program ZEN (blue edition) (Carl Zeiss, Némecko). V okné histogramu byla pro kanal
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DAPI u vSech vzorkl v€etné negativnich kontrol nastavena troven kontrastu (¢ernd) na
hodnotu 0 a jasu (bild) na 11. Pro kanal FITC byla nastavena troven kontrastu na hodnotu
1 a jasu na 85. Hodnota gamma byla vzdy 1,00. K obrazkim bylo pfiddno méftitko
a Vv zalozce Graphics byla zvolena funkce ,,Draw Spline Contour®, nacez byla na
obrazcich oznacena oblast tkané stfeva a pomoci této funkce byla v této oblasti
vypocitana primérna intenzita fluorescence. Od intenzity fluorescence vzorkl byla poté
odectena intenzita fluorescence u negativnich kontrol pro odstranéni nespecifického
signalu. Intenzita fluorescence jednotlivych vzorki byla vyobrazena v podobé

grafii v programu Microsoft Excel 2016 (Microsoft, USA).
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4 VYSLEDKY
4.1 Vyhodnoceni méreni celkové koncentrace proteinii

4.1.1 Kalibraéni kiivka a rovnice

Standardy BSA byly postupné pipetovany do jamek desticky v triplikatech.
Zmeéfené hodnoty absorbance byly aritmeticky zprimérovany a nasledné z nich byla
vypocitana smérodatna odchylka hodnot. Z naméfené absorbance standardd proteinu
BSA byla vytvorena kalibra¢ni kiivka zavislosti poméru absorbanci pfi vinovych délkach
590/450 nm na koncentracich standardii BSA (mg-ml™) (Obr. 6). Poté byla pro zmétenou
zavislost poméru absorbanci na koncentracich standardti pomoci metody linearni regrese
vytvorena rovnice kalibra¢ni kiivky (Tab. 7).

V jednotlivych vzorcich hemolymfy (viz kapitoly 4.1.2; 4.1.3; 4.1.4) byly zméfeny
hodnoty poméru absorbanci pfi 590/450 nm (meéfeno ttikrat), které byly dosazeny do
kalibra¢ni rovnice za nezndmou Y, nacez byly spocitany hodnoty hmotnostni koncentrace
proteind. Z jednotlivych méfeni byl poté spocitan aritmeticky primér a smérodatna

odchylka. Hodnoty koncentrace proteinti v hemolymf€ byly srovnavany vii¢i kontrolam.

8,00
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= 7,00 R?=10,9927

.

o

pomér absor

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,25 2,50 2,75 3,00
hmotnostni koncentrace (mg-ml™)

® Aritmeticky primér ~ ------ee Kalibrac¢ni kiivka

Obr. 6: Kalibra¢ni kiivka zavislosti priméru pomérti absorbanci pti 590/450 nm na koncentracich
standardu BSA (mg'ml'l). n = 3; chybové tsecky oznacuji smerodatné odchylky.

42



Tab. 7: Hodnoty parametrti rovnice kalibraéni kiivky.

Rovnice kalibrac¢ni

Keivky Parametr Hodnota
_ a 0,0022
y=ax+b b 0,5928

4.1.2 Zmény koncentrace proteinti po krmeni lipopolysacharidy
Koncentrace proteinii byla zméfena ve vzorcich hemolymfy letnich vcel starych 1-2
a 2-3 dny po krmeni 50% sacharosou (kontrola), 15 (LPS 15), 30 (LPS 30)
a 60 (LPS 60) pg-ml™? LPS v 50% sacharose po dobu 24 a 48 hod. Hodnoty koncentrace
proteind v hemolymf€ po krmeni LPS byly srovnavany vici kontrolam.

Ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych letnich délnic, krmenych 24 hod., byla
pozorovana podobna koncentrace proteinti u skupiny LPS 15 (Obr. 7) jako u kontroly.
Vyssi koncentrace proteinti byla zaznamenana u skupiny LPS 30, avsak s vyraznou
smérodatnou odchylkou, a naopak mirné nizsi u skupiny LPS 60.

Vzorky hemolymfy letnich dé€lnic, starych 2-3 dny a krmenych 24 hod., obsahovaly
ve skupiné LPS 15 skoro o polovinu méné proteinti nez u kontroly (Obr. 8), u obou skupin
vSak byly vypocitany vyrazné odchylky. Nartst byl nicméné pozorovan u skupiny LPS
30 a naopak k poklesu doslo u skupiny LPS 60.

Kontrola LPS 15 LPS 30 LPS 60

[
o - N

hmotnostni koncentrace (mg-ml+t)
O R N W b U1 O N 0 O

Obr. 7: Praimérna koncentrace proteint ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych letnich dé€lnic pfi
zkouméani vlivu rozdilnych koncentraci LPS ve stravé (15, 30 a 60 pug-ml™* v 50% sacharose)
podavané po dobu 24 hod. n = 3; chybova tsecka oznacuje smérodatnou odchylku.
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Obr. 8: Primérna koncentrace proteinti ve vzorcich hemolymfy 2-3 dny starych letnich délnic pti
zkoumani vlivu rozdilnych koncentraci LPS ve stravé (15, 30 a 60 pg-ml™* v 50% sacharose)
podavané po dobu 24 hod. n = 3; chybova usecka oznacuje smérodatnou odchylku.

V hemolymf¢€ 1-2 dny starych letnich v¢el, krmenych po dobu 48 hod., byla namétfena
niz$i koncentrace proteinti u skupiny LPS 15 oproti kontrole (Obr. 9). Hladina proteint

ve skupiné LPS 30 byla s kontrolou srovnatelna a u skupiny LPS 60 byl pozorovan

Kontrola LPS 15 LPS 30 LPS 60

vyrazny pokles.

N w B w [e)] ~ o]

hmotnostni koncentrace (mg-ml-1)
=

o

Obr. 9: Primérna koncentrace proteinti ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych letnich dé€lnic pfi
zkouméani vlivu rozdilnych koncentraci LPS ve stravé (15, 30 a 60 pg-ml™* v 50% sacharose)
podavané po dobu 48 hod. n = 3; chybova usecka oznacuje smérodatnou odchylku.

44



V hemolymfé 2-3 dny starych letnich dé€lnic, krmenych po dobu 48 hod., bylo
naméfeno mirné vys§i mnozstvi proteintt u skupiny LPS 15 oproti kontrole (Obr. 10),
avsak s velkou odchylkou. U skupiny LPS 30 byla hladina proteinti vyssi skoro o tietinu
a u skupiny LPS 60 byla také zvysena, ale ne tak zna¢n¢ a s velkou odchylkou.

Kontrola LPS 15 LPS 30 LPS 60
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Obr. 10: Pramé&rna proteinti ve vzorcich hemolymfy 2-3 dny starych letnich délnic pfi zkoumani
vlivu rozdilnych koncentraci LPS ve stravé (15, 30 a 60 pg-ml™ v 50% sacharose) podavané po
dobu 48 hod. n = 3; chybova usecka oznacuje smérodatnou odchylku.

4.1.3 Zmény koncentrace proteini po krmeni paraquatem

Koncentrace proteinli byla zméfena ve vzorcich hemolymfy letnich délnic po krmeni
25 (PQ 25) a 50 (PQ 50) mmol-1" PQ v 50% sacharose po dobu 2, 4 a 8 hod. Hodnoty
koncentrace proteinti v hemolymf€ po krmeni PQ byly srovnavany vi¢i kontrolam.

Obsah proteinii v hemolymf¢ 1-2 dny starych letnich véel, krmenych PQ po dobu
2 hod., poklesl u skupiny PQ 25 oproti kontrole (Obr. 11). U skupiny PQ 50 byla hladina
proteini jesté niZsi.

Pti krmeni po dobu 4 hod. doslo k naristu mnoZstvi proteini v hemolymf€ u skupiny
PQ 25 oproti kontrole, nicméné se znaénou smérodatnou odchylkou. U skupiny PQ 50

byla koncentrace proteinti mirné nizsi nez u kontrolnich v¢el (Obr. 12).
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Obr. 11: Primérna koncentrace proteinti ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych letnich délnic
pii zkoumani vlivu PQ ve stravé (25 a 50 mmol-1* v 50% sacharose) podavané po dobu 2 hod.
n = 3; chybova usecka oznacuje smérodatnou odchylku.

Kontrola PQ 25 PQ 50
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Obr. 12: Primérna koncentrace proteinti ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych letnich délnic
pii zkoumani vlivu PQ ve stravé (25 a 50 mmol-1* v 50% sacharose) podavané po dobu 4 hod.
n = 3; chybova usecka oznacuje smérodatnou odchylku.

Po nejdelsim, tedy 8 hod. dlouhém krmeni, byla hladina proteinti opét vyssi v ptipade
skupiny PQ 25 oproti kontrole, u obou skupin vSak s velkymi odchylkami, zatimco

u skupiny PQ 50 byla srovnatelna s kontrolni skupinou (Obr. 13).
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Obr. 13: Primérna koncentrace proteinti ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych letnich délnic
pii zkoumani vlivu PQ ve stravé (25 a 50 mmol-1* v 50% sacharose) podavané po dobu 8 hod.
n = 3; chybova usecka oznacuje smérodatnou odchylku.

4.1.4 Zmény Kkoncentrace proteini po krmeni lipopolysacharidy

a paraquatem u zimnich délnic a matek
Koncentrace proteinti byla zméfena ve vzorcich hemolymfy zimnich délnic a matek po
krmeni 50% sacharosou (kontrola), 30 pg-ml? LPS v 50% sacharose (LPS 30)
a 50 mmol-1* PQ (PQ 50) po dobu 24 hod. Hodnoty koncentrace proteinti v hemolymfé
po krmeni LPS nebo PQ byly srovnavany vici kontrolam.

Hladina proteint v hemolymf¢ délnic zimni generace krmenych po dobu 24 hod. byla
vy$§i u skupiny LPS 30 oproti kontrole, zatimco u skupiny PQ 50 doslo k vyraznému
poklesu (Obr. 14).

Koncentrace proteinit v hemolymfé matek krmenych ve stravé LPS a PQ po dobu
24 hod. byla srovnatelné zna¢n€ zvySena u skupin LPS 30 a PQ 50 oproti kontrole
(Obr. 15).
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Obr. 14: Primérna koncentrace proteintt ve vzorcich hemolymfy délnic zimni generace pii
zkouméani vlivu LPS a PQ ve stravé (30 pg-ml™ LPS a 50 mmol 1" PQ v 50% sacharose) podavané
po dobu 24 hod. n = 3; chybova usecka oznacuje smérodatnou odchylku.

Kontrola LPS 30 PQ 50

45

Hmotnostni koncentrace (mg-ml?)
= - N N w w N
o (6] o (6] o (¥, o

(€]

o

Obr. 15: Priméma koncentrace proteinti ve vzorcich hemolymfy véelich matek pti zkoumani
vlivu LPS a PQ ve stravé (30 pg-ml™ LPS a 50 mmol-1" PQ v 50% sacharose) podavané po dobu
24 hod. n = 3; chybova usecka oznacuje smérodatnou odchylku.

4.2 Vyhodnoceni imunochemické detekce vitellogeninu

Proteiny vzorkt hemolymfy (viz kapitoly 4.2.1; 4.2.2; 4.2.3) byly separovany metodou
SDS-PAGE a poté byly pomoci metody Western blot pienaseny na nitrocelulosovou
membranu S pory o velikosti 0,45 um. Membrana byla nasledné inkubovana v bloka¢nim

roztoku BSA a inkubovana v roztoku krali¢ich primarnich protilatek proti vitellogeninu.
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Nasledovala inkubace v roztoku kozich anti-krali¢ich sekundarnich protilatek
konjugovanych s alkalickou fosfatasou, kli¢ovych pro imunochemické detekovani, které
bylo provedeno ptfidanim roztoku NBT-BCIP. Vysledna intenzita pasu vitellogeninu byla

normalizovana k intenzité past celkovych proteini v SDS-PAGE gelu po barveni CBB.

4.2.1 Imunochemicka detekce vitellogeninu po krmeni
lipopolysacharidy

Vitellogenin byl detekovan ve vzorcich hemolymfy letnich délnic starych 1-2 a 2-3 dny
po krmeni 50% sacharosou (kontrola), 15 (LPS 15), 30 (LPS 30) a 60 (LPS 60) pg-ml™
LPS v 50% sacharose po dobu 24 a 48 hod.

Ve vzorku letnich 1-2 dny starych délnic, krmenych po dobu 24 hod., byla pozorovana
0 cca 30 % nizsi relativni intenzita pasu vitellogeninu u skupiny LPS 15 oproti kontrole
(Obr. 16). Ve skupiné LPS 30 byla intenzita pasu V( jesté nizsi, tedy skoro polovi¢ni
oproti kontrole. Podobné sniZeni intenzity bylo zaznamenano i u skupiny LPS 60.
Ve vzorku letnich 2-3 dny starych, krmenych po dobu 24 hod., byla zjisténa o vice nez
80 % sniZena relativni intenzita pasu Vg u skupiny LPS 15 oproti kontrolni skupiné (Obr.
17). Naopak u skupiny LPS 30 byl pozorovan nartst o cca 10 %, avSak u skupiny LPS 60

op¢t doslo k vyraznému poklesu intenzity o vice nez 70 %.
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Obr. 16: Relativni kvantifikace Vg metodou Western blot ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych
letnich délnic pfi zkoumani vlivu rozdilnych koncentraci LPS ve stravé (15, 30 a 60 pg-ml™
v 50% sacharose) podavané po dobu 24 hod. Normalizovano na intenzitu past celkovych proteint
v SDS-PAGE gelu po barveni CBB. Snimky gelu pofizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimek
membrany pofizen mobilnim telefonem.
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Obr. 17: Relativni kvantifikace Vg metodou Western blot ve vzorcich hemolymfy 2-3 dny starych
letnich délnic pfi zkoumani vlivu rozdilnych koncentraci LPS ve stravé (15, 30 a 60 pg-ml™
v 50% sacharose) podavané po dobu 24 hod. Normalizovano na intenzitu past celkovych proteint

v SDS-PAGE gelu po barveni CBB. Snimky gelu pofizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimek
membrany pofizen mobilnim telefonem.

Relativni intenzita pasu Vg (AU)
o
(o))

V piipad¢ letnich vcel starych 1-2 dny a krmenych 48 hod. byla zaznamenana o vice
nez 30 % vy$§i relativni intenzita pasu Vg u skupiny LPS 15 ve srovnani s kontrolou
(Obr. 18). U skupiny LPS 30 byl narist vyssi dokonce o 110 %. Zatimco u skupiny LPS
60 doslo k velmi vyraznému poklesu.

Ve vzorku letnich délnic starych 2-3 dny, krmenych po dobu 48 hod., byl zjistén
vyrazny pokles relativni intenzity pasu Vg o vice nez 60 % u skupiny LPS 15 oproti
kontrole (Obr. 19). V piipadé skupiny LPS 30 doslo k jesté vétsimu snizeni o necelych

cvwr
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Obr. 18: Relativni kvantifikace Vg metodou Western blot ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych
letnich délnic pfi zkoumani vlivu rozdilnych koncentraci LPS ve stravé (15, 30 a 60 pg-ml™
v 50% sacharose) podavané po dobu 48 hod. Normalizovano na intenzitu past celkovych proteint
v SDS-PAGE gelu po barveni CBB. Snimky gelu pofizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimky
membrany pofizeny mobilnim telefonem.
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Obr. 19: Relativni kvantifikace Vg metodou Western blot ve vzorcich hemolymfy 2-3 dny starych
letnich délnic pfi zkoumani vlivu rozdilnych koncentraci LPS ve stravé (15, 30 a 60 pg-ml™
v 50% sacharose) podavané po dobu 48 hod. Normalizovano na intenzitu past celkovych proteint
v SDS-PAGE gelu po barveni CBB. Snimky gelu pofizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimek
membrany pofizen mobilnim telefonem.
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4.2.2 Imunochemicka detekce vitellogeninu po krmeni paraquatem
Vitellogenin byl detekovan ve vzorcich hemolymfy letnich délnic po krmeni 50%
sacharosou (kontrola), 25 (PQ 25) a 50 (PQ 50) mmol-1* PQ v 50% sacharose po dobu 2,
4 a 8 hod.

V ptipad¢ 1-2 dny starych letnich délnic, krmenych roztokem PQ po dobu 2 hod., byl
zaznamenan razantni pokles relativni intenzity pasu Vg o vice 80 % ve skupiné PQ 25 pfi

srovnani s kontrolou. U skupiny PQ 50 byla intenzita nizsi o vice nez 40 % (Obr. 20).
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Obr. 20: Relativni kvantifikace Vg metodou Western blot ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych
letnich délnic p¥i zkoumani vlivu PQ ve stravé (25 a 50 mmol-1* v 50% sacharose) podavané po
dobu 2 hod. Normalizovano na intenzitu pasi celkovych proteini v SDS-PAGE gelu po barveni
CBB. Snimky gelu pofizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimky membrany potizeny mobilnim
telefonem.

U stejné starych vcel, krmenych po dobu 4 hod., byl pozorovan vyrazny narast
relativni intenzity pasu Vg o vice nez 100 % u skupiny PQ 25 ve srovnani s kontrolni
skupinou. Jesté vyssi byla intenzita u skupiny PQ 50, a to o vice nez 300 % (Obr. 21).

V piipadé stejn€ starych vcel, krmenych po dobu 8 hod., byl pozorovan nepatrny
naruUst relativni intenzity pasu Vg u skupiny PQ 25 a u skupiny PQ 50 byla intenzita vyssi
o vice nez 10 % (Obr. 22).
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Obr. 21: Relativni kvantifikace Vg metodou Western blot ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych
letnich dé&lnic p¥i zkoumani vlivu PQ ve stravé (25 a 50 mmol I v 50% sacharose) podavané po
dobu 4 hod. Normalizovano na intenzitu past celkovych proteint v SDS-PAGE gelu po barveni
CBB. Snimky gelu pofizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimky membrany potizeny mobilnim
telefonem.
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Obr. 22: Relativni kvantifikace Vg metodou Western blot ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych
letnich dé&lnic p¥i zkoumani vlivu PQ ve stravé (25 a 50 mmol I v 50% sacharose) podavané po
dobu 8 hod. Normalizovano na intenzitu pasi celkovych proteini v SDS-PAGE gelu po barveni
CBB. Snimky gelu pofizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimky membrany potizeny mobilnim
telefonem.

4.2.3 Imunochemicka detekce vitellogeninu po krmeni

lipopolysacharidy a paraquatem u zimnich délnic a matek

Vitellogenin byl detekovan ve vzorcich hemolymfy zimnich délnic a matek po krmeni
50% sacharosou (kontrola), 30 pg-ml™ LPS v 50% sacharose (LPS 30) a 50 mmol-1* PQ
v 50% sacharose (PQ 50) po dobu 24 hod.

Ve vzorcich hemolymfy zimni generace délnic krmenych roztoky LPS a PQ po dobu
24 hod., byla zjisténa o 10 % vyssi relativni intenzita pasu Vg v pfipadé€ skupiny LPS 30
oproti kontrole, zatimco u skupiny PQ 50 doslo k nepatrnému poklesu (Obr. 23).

Ve vzorcich véelich matek, krmenych stejnymi roztoky po stejné dlouhou dobu, byl
pozorovan pokles relativni intenzity pasu Vg u skupiny LPS 30 o necelych 10 % oproti
kontrole a ve skupiné PQ 50 byla naméfena hodnota intenzity niz$i o vice nez 5 %
(Obr. 24).
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Obr. 23: Relativni kvantifikace Vg metodou Western blot ve vzorcich hemolymfy zimni generace
délnic pti zkoumani vlivu LPS a PQ ve stravé (30 pg-ml™ LPS a 50 mmol-I"* PQ v 50% sacharose)
podavané po dobu 24 hod. Normalizovano na intenzitu past celkovych proteinii v SDS-PAGE
gelu po barveni CBB. Snimky gelu potizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimky membrany
pofizeny mobilnim telefonem.
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Obr. 24: Relativni kvantifikace Vg metodou Western blot ve vzorcich hemolymfy v¢elich matek
pfi zkoumani vlivu LPS a PQ ve stravé (30 pg-ml™ LPS a 50 mmol-1* PQ v 50% sacharose)
podavané po dobu 24 hod. Normalizovano na intenzitu past celkovych proteinii v SDS-PAGE
gelu po barveni CBB. Snimky gelu pofizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimky membrany
pofizeny mobilnim telefonem.

4.2.4 MALDI analyza proteini

Sedm past proteind, které byly detekovany na nitrocelulosové membrané¢ metodou
Western Blot, bylo analyzovano pomoci metody MALDI z SDS-PAGE gelu (Obr. 25A
a B). Do n¢&j byly ptfedtim naneseny vzorky hemolymfy letnich délnic, krmenych
25 a 50 mmol-1* PQ ve stravé po dobu 8 h.

Prvni pas o velikosti vice nez 245 kDa obsahoval apolipoforiny. Dale bylo zjisténo, ze
vitellogenin je spolu s apolipoforiny soucasti druhého nebo tfetiho zkoumaného pasu
0 velikosti mezi 135 a 245 kDa. Jelikoz se nepodatilo nafezat pii ptipravé gelu tyto dva
pasy oddélené, neni mozné rozliSit, kterému z nich vitellogenin odpovidad, nicméné
vitellogenin ma velikost 180 kDa, tudiz by se pravdépodobné mélo jednat o tieti pas,
ktery je této hodnot¢ blize. Ve ¢tvrtém pasu 0 velikosti cca 75 kDa byly identifikovany
opét apolipoforiny, také hexamerin a transferin. Pas ¢. 5 o velikosti mezi 63 a 75 kDa
obsahoval opét hexamerin a pas o velikosti mezi 48 a 63 kDa odpovidal proteinu

podobnému chitinase 1dfg4. Pas o velikosti mezi 35 a 48 kDa byl identifikovan jako aktin.
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Obr. 25: Pasy proteinti hemolymfy letnich délnic po krmeni 25 (P25) a 50 (P50) mmol.1* PQ
v 50% sacharose po dobu 8 hod. A: Pasy (P) proteinii na nitrocelulosové membrané po provedeni
metody Western blot. B: Pasy proteini na SDS-PAGE gelu po barveni CBB analyzovaného
metodou MALDI. K — hemolymfa kontrolni skupiny (krmené 50% sacharosou), M — marker
molekulovych hmotnosti. Snimek membrany potfizen mobilnim telefonem. Snimek gelu potizen
pomoci Gel Doc EZ Imager.
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4.3 Stanoveni relativni genové exprese vg a vg-like-B metodou qPCR

Metodou gPCR byla méfena relativni genova exprese vitellogeninu a vg-like-B ve
vzorcich celych tél 1-2 a 2-3 dny starych letnich délnic rozdélenych do skupin, které byly
krmeny 50% sacharosou (kontrolni skupina), 30 (LPS 30) a 60 (LPS 60) pg-ml! LPS
v 50% sacharose po dobu 48 hod., a zimnich délnic, krmenych 50% sacharosou (kontrola)
a 30 pg-ml™? LPS v 50% sacharose po stejnou dobu. Pro méfeni exprese byly pouzity dva
sety primerti pro provozni (,,housekeeping®) geny EF1 a RPS5 a tfi sety primert pro vg,
jeden pro vg umistény na chromosomu LG2, druhy pro vg na chromosomu LG4 a tieti
nasedajici na vg na obou zminénych chromosomech pro zjisténi celkové exprese vg. Jeden
set primert byl ur€en pro méfeni relativni exprese vg-like-B. Ziskana data o cyklech prahu
(Ct) byla pouzita pro vypocet relativni exprese genti zajmu podle Pfaffl (2001) a tyto
hodnoty byly nasledné zaneseny do grafti v programu Statistica, pficemz byly pro
mediany hodnot jednotlivych vzorky zjistovany statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05)
pomoci Kruskal-Wallisova testu, protoze hodnoty nemély normalni rozdéleni. V' grafech
byly pouzity konfiden¢ni intervaly s kvantily o koeficientu 5, odpovidajici hladiné

spolehlivosti 5 %.
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V piipadé relativni exprese genu vg na chromosomu LG2 byly u 1-2 dny starych délnic
naméten podobny median hodnot u skupiny LPS 30 ve srovnani s kontrolou (p = 1,000)
a vyssi median hodnot u skupiny LPS 60, ktery vsak nebyl statisticky vyznamny
(p =0,118) (Obr. 26).
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Obr. 26: Relativni exprese vg na chromosomu LG2 ve vzorcich 1-2 dny starych letnich délnic
(n = 4; 3 v¢ely na vzorek) rozdélenych do skupin, které byly krmeny 50% sacharosou (kontrola),
30 (LPS 30) a 60 (LPS 60) pg-ml™ LPS v 50% sacharose po dobu 48 hod. Konfidenéni intervaly
s kvantily o koeficientu 5. Ctverec — median, trojuhelnik — naméfend hodnota. Rozdilnymi
pismeny vyznacen piipadny statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) uréeny Kruskal-Wallisovym
testem.
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Pti stejném staii délnic byl zaznamenan pro gen vg na chromosomu LG4 niz§i median
hodnot relativni exprese u skupiny LPS 30 oproti kontrole, v piipadé skupiny LPS 60 byl
jesté nizsi, ale ani u prvni (p = 1,000) ani u druhé (p = 0,076) skupiny nebyly tyto rozdily
vyznamné (Obr. 27).
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Obr. 27: Relativni exprese vg na chromosomu LG4 ve vzorcich 1-2 dny starych letnich délnic
(n = 3; 3 veely na vzorek) rozdélenych do skupin, které byly krmeny 50% sacharosou (kontrola),
30 (LPS 30) a 60 (LPS 60) pg-ml™ LPS v 50% sacharose po dobu 48 hod. Konfidenéni intervaly
s kvantily o koeficientu 5. Ctverec — median, trojithelnik — naméfena hodnota. Rozdilnymi
pismeny vyznacen piipadny statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) uréeny Kruskal-Wallisovym
testem.
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U stejné starych délnic byl median hodnot celkové relativni exprese genu vg na obou
chromosomech LG2 a LG4 opét nizsi u skupiny LPS 30 a jeste vice se snizil u skupiny
LPS 60, ale ani v prvnim (p = 0,539) ani v druhém (p = 0,076) piipadé se nejednalo
o statisticky vyznamny rozdil (Obr. 28).

0.07
a a a
0.06
0.05
——

0,04

0,03

alp

Relativni exprese vg [HKG/GOI]

e
o
)

0,01 . 1

0,00

Kontrola LPS 30 LPS 60

Obr. 28: Relativni exprese vg na chromosomech LG2 a LG4 ve vzorcich 1-2 dny starych letnich
délnic (n = 3; 3 vcely na vzorek) rozdélenych do skupin, které byly krmeny 50% sacharosou
(kontrola), 30 (LPS 30) a 60 (LPS 60) pg-ml™* LPS v 50% sacharose po dobu 48 hod. Konfidenéni
intervaly s kvantily o koeficientu 5. Ctverec — median, trojihelnik — naméfena hodnota.
Rozdilnymi pismeny vyznacen ptipadny statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) ur¢eny Kruskal-
Wallisovym testem.
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Stejné staré délnice mély v ptipade exprese genu vg-like-B u skupiny LPS 30 velmi
podobny median hodnot exprese v porovnani s kontrolou (p = 1,000) a u skupiny LPS 60

doslo mirnému ale nevyznamnému naristu (p = 0,158) (Obr. 29).
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Obr. 29: Relativni exprese vVg-like-B ve vzorcich 1-2 dny letnich starych délnic (n = 3; 3 véely na
vzorek) rozdélenych do skupin, které byly krmeny 50% sacharosou (kontrola), 30 (LPS 30)
a 60 (LPS 60) pg-ml™ LPS v 50% sacharose po dobu 48 hod. Konfiden¢ni intervaly s kvantily
o koeficientu 5. Ctverec — median, trojuhelnik — naméfena hodnota. Rozdilnymi pismeny
vyznacen piipadny statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) uréeny Kruskal-Wallisovym testem.
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U d¢€lnic starych 2-3 dny byla namétfena vyznamné vyssi (p = 0,003) exprese vg na
chromosomu LG2 u skupiny LPS 30 oproti kontrole i ve srovnani (p = 0,033) se
skupinou LPS 60, u niz nebyly naméfeny vyznamné rozdily (p = 1,000) oproti kontrolni
skupin¢ (Obr. 30).

0,022

a b a
0,020 | a
ad o,

0.018 |
— 0,016 | ol
S
S
% 0,014 }
20 0,012 | a—r—
o
$
= 0010 . |
£ o008}
% » q
® 0,006 | 1 La®

a

0,004 | ]

0,002 } T

0.000

Kontrola LPS 30 LPS 60

Obr. 30: Relativni exprese vg na chromosomu LG2 ve vzorcich 2-3 dny letnich starych délnic
(n = 6; 3 v¢ely na vzorek) rozdélenych do skupin, které byly krmeny 50% sacharosou (kontrola),
30 (LPS 30) a 60 (LPS 60) pg-ml™ LPS v 50% sacharose po dobu 48 hod. Konfidenéni intervaly
s kvantily o koeficientu 5. Ctverec — median, trojithelnik — naméfena hodnota. Rozdilnymi
pismeny vyznacen piipadny statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) uréeny Kruskal-Wallisovym
testem.
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Stejn¢ staré delnice méely podobnou (p = 0,759) troven genové exprese Vg na
chromosomu LG4 u skupiny LPS 30 oproti kontrole (Obr. 31). Zatimco u skupiny LPS

60 byl zjistén vyznamné vyssi (p = 0,029) median hodnot exprese ve srovnani s kontrolou.

0,012

a ab b
0,010
o
O 0,008
.
ST.O a
;.é 0,006 b a
a
&
£
% 0,004 —
[ s A
s &
A A 4 —a
0,002 ¢ N N
§e _P,
Al b
0,000
Kontrola LPS 30 LPS 60

Obr. 31: Relativni exprese vg na chromosomu LG4 ve vzorcich 2-3 dny starych letnich délnic
(n=5-6; 3 v¢ely na vzorek) rozdélenych do skupin, které byly krmeny 50% sacharosou (kontrola),
30 (LPS 30) a 60 (LPS 60) pg-ml™ LPS v 50% sacharose po dobu 48 hod. Konfidenéni intervaly
s kvantily o koeficientu 5. Ctverec — median, trojithelnik — naméfena hodnota. Rozdilnymi
pismeny vyznacen piipadny statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) uréeny Kruskal-Wallisovym
testem.
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U stejné starych délnic nebyla zjisténa vyznamné rozdilna celkova exprese vg na obou
chromosomech LG2 a LG4 u skupiny LPS 30 (p = 1,000) a ani u skupiny LPS 60
(p = 1,000) v porovnani s kontrolni skupinou (Obr. 32).
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Obr. 32: Relativni exprese vg na chromosomech LG2 a LG4 ve vzorcich 2-3 dny starych letnich
délnic (n = 5; 3 veely na vzorek) rozdé€lenych do skupin, které byly krmeny 50% sacharosou
(kontrola), 30 (LPS 30) a 60 (LPS 60) pg-ml™* LPS v 50% sacharose po dobu 48 hod. Konfidenéni
intervaly s kvantily o koeficientu 5. Ctverec — median, trojihelnik — naméfena hodnota.
Rozdilnymi pismeny vyznacen ptipadny statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) ur¢eny Kruskal-
Wallisovym testem.
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Relativni exprese vg-like-B byla u stejné starych délnic vyznamné vyssi (p = 0,009)
v ptipad¢ skupiny LPS 30 oproti kontrole (Obr. 33). U skupiny LPS 60 sice byl naméten

vyssi median hodnot oproti kontrole, ale nikoliv statisticky vyznamny (p = 0,618).
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Obr. 33: Relativni exprese vg-like-B ve vzorcich 2-3 dny starych letnich délnic (n = 4-5; 3 véely
na vzorek) rozdélenych do skupin, které byly krmeny 50% sacharosou (kontrola), 30 (LPS 30)
a 60 (LPS 60) pg-ml™ LPS v 50% sacharose po dobu 48 hod. Konfiden¢ni intervaly s kvantily
o koeficientu 5. Ctverec — median, trojuhelnik — naméfena hodnota. Rozdilnymi pismeny
vyznacen piipadny statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) uréeny Kruskal-Wallisovym testem.
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U zimni generace délnic byla zaznamendna statisticky nevyznamné zvySena
(p = 0,221) relativni exprese vg na chromosomu LG2 u skupiny LPS 30 v porovnani
s kontrolou (Obr. 34).
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Obr. 34: Relativni exprese vg na chromosomu LG2 ve vzorcich zimnich délnic (n = 4-5; 3 véely
na vzorek) rozdélenych do skupin, které byly krmeny 50% sacharosou (kontrola) a 30 pg-ml™
LPS v 50% sacharose (LPS 30) po dobu 48 hod. Konfidenéni intervaly s kvantily o koeficientu
5. Ctverec — medién, trojuhelnik — naméfena hodnota. Rozdilnymi pismeny vyznaéen piipadny
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) ureny Kruskal-Wallisovym testem.
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V ptipadé chromosomu LG4 byla exprese vg u skupiny LPS 30 opét nevyznamné vyssi
(p = 0,327) nez u kontroly (Obr. 35).
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Obr. 35: Relativni exprese vg na chromosomu LG4 ve vzorcich zimnich délnic (n = 4-5; 3 véely
na vzorek) rozdélenych do skupin, které byly krmeny 50% sacharosou (kontrola) a 30 pg-ml™
LPS v 50% sacharose (LPS 30) po dobu 48 hod. Konfiden¢ni intervaly s kvantily o koeficientu
5. Ctverec — medién, trojihelnik — naméfena hodnota. Rozdilnymi pismeny vyznaéen piipadny
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) ureny Kruskal-Wallisovym testem.
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Celkové exprese Vg na chromosomech LG2 a LG4 byla stejné jako u jednotlivych
chromosomil vyssi u skupiny LPS 30 ve srovnani s kontrolou, ale opét bez statistické

vyznamnosti (p = 0,071) (Obr. 36).
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Obr. 36: Relativni exprese vg na chromosomech LG2 a LG4 ve vzorcich zimnich délnic
(n = 3-6; 3 v¢ely na vzorek) rozdélenych do skupin, které byly krmeny 50% sacharosou (kontrola)
a 30 ug'ml™* LPS v 50% sacharose (LPS 30) po dobu 48 hod. Konfidenéni intervaly s kvantily
o koeficientu 5. Ctverec — median, trojihelnik — naméfena hodnota. Rozdilnymi pismeny
vyznacen piipadny statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) uréeny Kruskal-Wallisovym testem.
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V piipad¢ vg-like-B vsak doslo u skupiny LPS 30 k vyznamnému nardstu (p = 0,014)

relativni exprese oproti kontrolni skupiné (Obr. 37).
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Obr. 37: Relativni exprese vg-like-B ve vzorcich zimnich délnic (n = 4-5; 3 véely na vzorek)
rozdélenych do skupin, které byly krmeny 50% sacharosou (kontrola) a 30 pg-ml™ LPS v 50%
sacharose (LPS 30) po dobu 48 hod. Konfidenéni intervaly s kvantily o koeficientu 5. Ctverec —
median, trojuhelnik — naméfena hodnota. Rozdilnymi pismeny vyznaen piipadny statisticky
vyznamny rozdil (p < 0,05) ureny Kruskal-Wallisovym testem.

4.4 Imunohistochemicka detekce vitellogeninu v zaludku vcel

Metodou imunohistochemické detekce za pouziti primarnich protilatek proti
vitellogeninu a sekundérnich protilatek s navazanym FITC byla zkoumana pfitomnost
vitellogeninu v fezech zaludki véelich matek a zimni generace délnic. VEely byly krmeny
50% sacharosou (kontrola), 30 pgml! LPS v50% sacharose (LPS 30)
a 50 mmol-1"! PQ v 50% sacharose (PQ 50), pfi¢emz u matek trvalo krmeni 24 hod,
v piipadé délnic trvalo 24 a 48 hod. pro skupinu LPS 30 a 24 hod. pro skupinu PQ 50.
Pro zvyseni specifity signalu byly u kazdého vzorku pfipraveny tzv. negativni kontroly
znaceni, Které nebyly inkubovany s primarni protilatkou proti vitellogeninu. Hodnoty
signalu vitellogeninu u téchto negativnich kontrol byly odecteny od hodnot u jednotlivych

vzorku.
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Bylo zjisténo, Ze po 24hod. krmeni délnic zimni generace doslo u skupiny LPS 30
K vyraznému nardstu signalu znaceni vitellogeninu v zaludku o vice nez 100 % oproti
kontrolni skupiné (Obr. 38-39). Naopak u skupiny PQ 50 byl pozorovan pokles signalu

0 Vvice nez 30 %.

Obr. 38: Mikroskopické snimky imunohistochemické detekce vitellogeninu (zelené) v Zaludcich
zimni generace délnic pfi zkoumani vlivu roztokt 30 pg-ml™* LPS v 50% sacharose (LPS 30)
a 50 mmol-1" PQ v 50% sacharose (PQ 50) podavanych po dobu 24 hod. A: Kontrolni skupina.
B: Negativni kontrola znaceni pro kontrolni skupinu. C: Skupina LPS 30. D: Negativni kontrola
znaceni pro skupinu LPS 30. E: Skupina PQ 50. F: Negativni kontrola znaceni pro skupinu PQ
50. Bil4 kiivka vyznacuje oblast zaludku, ve které byla méfena primérna intenzita fluorescence
FITC. Méftitko = 50 pm. Dutina Zaludku je orientovana smérem k horni hran€ obrazkt (kromé B,
kde se nachazi v prostfedni €asti). Snimky pofizeny konfokalnim laserovym skenovacim
mikroskopem. Pfi snimani pouzito zalévaci médium.
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Obr. 39: Pramérna intenzita fluorescence FITC pii imunohistochemické detekci vitellogeninu
v zaludcich zimni generace délnic pfi zkoumani vlivu roztoki 30 pg-ml™ LPS v 50% sacharose
(LPS 30) a 50 mmol-1* PQ v 50% sacharose (PQ 50) podavanych po dobu 24 hod.

Pfti 48 hod. trvajicim krmeni zimnich délnic byl v ptipad¢ skupiny LPS 30 pozorovan

0 90 % nizsi signal znaceni vitellogeninu nez u kontrolni skupiny (Obr. 40-41).

Obr. 40: Mikroskopické snimky imunohistochemické detekce vitellogeninu (zelené) v Zaludcich
zimni generace délnic pfi zkoumani vlivu roztoku 30 pg-ml™* LPS v 50% sacharose (LPS 30)
podavaného po dobu 48 hod. A: Kontrolni skupina. B: Negativni kontrola znaceni pro kontrolni
skupinu. C: Skupina LPS 30. D: Negativni kontrola pro skupinu LPS 30. Bila kfivka vyznacuje
oblast zaludku, ve které byla méfena priméma intenzita fluorescence FITC. Méfitko = 50 um.

Dutina zaludku je orientovdna smérem k horni hrané obrazkl. Snimky potizeny konfokalnim
laserovym skenovacim mikroskopem. Pfi snimani pouzito zalévaci médium.
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Obr. 41: Pramérna intenzita fluorescence FITC pii imunohistochemické detekci vitellogeninu
v zaludcich zimni generace délnic pfi zkoumani vlivu roztoku 30 pg-ml™ LPS v 50% sacharose
(LPS 30) podavaného po dobu 48 hod.

V ptipad¢€ 24 hod. trvajiciho krmeni véelich matek byl zaznamenan o necelych 30 %
nizsi signal znaCeni vitellogeninu u skupiny LPS 30 pii porovnani s kontrolni skupinou

(Obr. 42-43). Kdezto u skupiny PQ 50 byl zjistén zanedbatelny narist signalu o cca 6 %.
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Obr. 42: Mikroskopické snimky imunohistochemické detekce vitellogeninu (zelené) v Zaludcich
véelich matek pfi zkouméni vlivu roztok@i 30 pgml' LPS v50% sacharose (LPS 30)
a 50 mmol-1" PQ v 50% sacharose (PQ 50) podavanych po dobu 24 hod. A: Kontrolni skupina.
B: Negativni kontrola znaceni pro kontrolni skupinu. C: Skupina LPS 30. D: Negativni kontrola
znaceni pro skupinu LPS 30. E: Skupina PQ 50. F: Negativni kontrola znaceni pro skupinu PQ
50. Bil4 kfivka vyznacuje oblast zaludku, ve které byla méfena primérnd intenzita fluorescence
FITC. Méfitko = 50 um. Dutina zaludku je orientovana smérem k horni hrané obrazkd. Snimky
pofizeny konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem. Pfi snimani pouZito zalévaci
médium.
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Obr. 43: Pramérna intenzita fluorescence FITC pii imunohistochemické detekci vitellogeninu
v zaludcich véelich matek pti zkoumani vlivu roztokt 30 pg-ml™* LPS v 50% sacharose (LPS 30)
a 50 mmol-1?* PQ v 50% sacharose (PQ 50) podavanych po dobu 24 hod.
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5 DISKUZE

Pfi méfeni hmotnostni koncentrace proteind vV hemolymf€ letnich délnic byly pozorovany
u kontrolnich skupin v ramci experimentu s lipopolysacharidy z E. coli snizujici se
hladiny proteinti S rostoucim vékem vcel, coz odpovida zjisténi studie Cremonz et al.
(1998), ze behem prvnich Sesti dnti dosp€lého Zivota délnic dochazi pii krmeni 50%
sacharosou k poklesu koncentrace proteini v hemolymfg.

Z vysledku je patrné, ze K nardstu koncentrace proteini dochazi u skoro vSech skupin
LPS 30 oproti kontrole. U ostatnich skupin letnich délnic nebyl pozorovan jednotny trend
ristu ¢i poklesu koncentrace proteinti ve srovnani s kontrolou. V hemolymf¢ vcelich
matek byly také zjistény vyrazné vyssi hladiny proteind u skupiny LPS 30 ve srovnani
s kontrolou. U zimni generace d€lnic byly naméfeny vyrazné vyssi hladiny proteind
oproti letni generaci, coz je potvrzenim, ze se opravdu jednalo o zimni véely, u kterych
je typicka vyssi koncentrace proteinu (Kunc et al., 2019). Kromé toho byl zaznamenan
mirny narast hladiny proteinti ve skupiné LPS 30 oproti kontrole. Ve srovnani s tim
Dostalkova et al. (2021) sice naméfili v hemolymf€ zimni generace délnic zvysSené
mnozstvi proteint oproti letnim délnicim, nicméné ani u jedné skupiny nemél na hladinu
proteinu vliv injekéniho podani smési E. coli a P. larvae. Toto srovnani vSak neni tplné
piesné vzhledem k tomu, Ze se jednalo o smés zivych patogent, navic podanych jinym
zpusobem, coz muzou byt faktory ovliviiujici koncentraci proteint odli$né oproti podani
ve strave.

Pii imunochemické detekci vitellogeninu v hemolymfé po krmeni LPS byla
piekvapivé pozorovana korelace s riustem koncentraci proteint pouze u skupin LPS 30
v piipadé 2-3 dny starych letnich délnic (krmenych 24 hod.), u skupin LPS 15 a 30
u 1-2 dny starych letnich dé€lnic (krmenych 48 hod.) a u skupiny LPS 30 v piipadé zimnich
délnic, prestoze se jedna o jeden z hlavnich proteini hemolymfy (Engels et al., 1990;
krmeni. Salmela et al., (2015) zjistili, ze se vitellogenin vaze na LPS, na zakladé ¢ehoz
by se dalo ptedpokladat, Ze bude v pfipadé veel, které témto molekulam byly vystaveny,
detekovan nizs$i signal vitellogeninu v hemolymf€. Divodem by teoreticky mohlo byt, ze
interakci tohoto proteinu s LPS by mohlo dojit k pfekryti epitopt, na které se poté pri
imunochemické detekci nemohou v plném rozsahu navazat primarni protilatky. Pfestoze
by vazba mezi vitellogeninem a LPS méla byt rozrusena denaturaci proteind pii SDS-
PAGE metodé¢, tomuto teoretickému predpokladu odpovidaji vysledky z experimentu,
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kdy byly délnice krmeny po dobu 24 hod. Dochazelo k poklesu signalu detekovaného
vitellogeninu u skoro vsech skupin, které byly krmeny LPS, az na vyjimku VvV podobé
skupiny LPS 30 u 2-3 dny starych v¢el. Zatimco v piipadé krmeni po dobu 48 hod. bylo
pozorovano vyrazné zvysSeni 1 snizeni V intenzité past vitellogeninu ve skupinach
krmenych LPS v porovnani s kontrolou, avSak bez moznosti zobecnéni V podobé
jednotného trendu. Nicméné u matek byla detekovana nepatrné snizend uroven intenzity
znaceni vitellogeninu. Zminény pfedpoklad vSak nebyl naplnén U zimni generace dé€lnic,
kdy doslo naopak k detekci mirné zvySené intenzity signalu po podani LPS. Hypoteticky
by divodem mohlo byt, Ze by v ptipadé delsiho krmeni délnic probihalo mirn¢ odlisné
zpracovani potravy obsahujici LPS, coz by nasledné ovliviiovalo interakci téchto molekul
s vitellogeninem.

V piipadé¢ koncentrace proteinit v hemolymf€ letnich d€lnic po krmeni paraquatem,
pusobicim na véely toxicky (Moffett et al., 1972; Morton et al., 1972), byly naméfeny
mirn¢ rozdilné hodnoty oproti kontrolnim skupinam, nebyl vSak u nich pozorovan
jednotny trend rustu ¢i poklesu, ktery by bylo mozné vztahnout na vSechny tfi
experimenty o rozdilnych délkach krmeni (2, 4 a 8 hod.). Takovy vysledek byl o¢ekavan
vzhledem k tomu, ze Salmela et al. (2016) nepozorovali zvySenou expresi vitellogeninu
po podani paraquatu. Vzhledem Kk tomu, Ze vitellogenin mize tvorit az 40 % vsech
proteini hemolymfy délnic (Barchuk et al., 2002), bylo ptedpokladano, ze na trovni
proteini nebude dochéazet K vyraznéj§im zménam koncentrace. Nicméné V piipadé
hladiny vitellogeninu v hemolymf¢ letnich d€lnic po podani paraquatu zna¢né vykyvy
pozorovany byly. V pfipad¢ 2hod. krmeni, by pokles signalu vitellogeninu mohl byt
teoreticky vysvétlen tim, Ze by prokazana karbonylace tohoto proteinu (Seehuus et al.,
2006) mohla zpisobovat zmény ve struktufe polypeptidového fetézce, coz je
prozkoumany jev u ¢loveéka (Gonos et al., 2018), a nasledné zhorSeni afinity primarnich
protilatek pii detekci tohoto proteinu. Nasledny narust znaceni vitellogeninu pii del$im
krmeni by mohl byt dan zvySenou syntézou tohoto proteinu v reakci na déle ptisobici
oxidacni stres, coz uplné neodpovida zminovanému zjisténi autoru Salmela et al. (2016),
ktefi nepozorovali zvySenou expresi vitellogeninu. Nicméné nezkoumali G¢inek, jak tento
herbicid ovlivni imunochemickou detekci vitellogeninu v hemolymfg, jejiz vysledky by
se od urovni exprese mohly lisit vlivem posttransla¢nich modifikaci (Havukainen et al.,
2011). V pripadé matek a zimni generace délnic byl vSak pfi 24hod. krmeni zaznamenan

mirny pokles vitellogeninu. Tento jev bude potfeba tedy dale zkoumat.
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Pfi analyze pésu proteintl, které byly znaCeny pfi imunochemické detekci, pomoci
metody MALDI bylo zjisténo, Ze tyto pasy odpovidaji kromé vitellogeninu i dal$im
proteiniim, napf. apolipoforinim, hexamerinu, transferinu, aktinu, coz jsou bézné se
vyskytujici proteiny ve véeli hemolymfé (Randolt et al., 2008; Bogaerts et al., 2009).
Takovy vysledek je pravdépodobné zplsoben nizsi specifitou primarni protilatky proti
vitellogeninu. Ta byla pfipravena Vv Biologickém centru AV CR imunizaci kralikd
domacich (Oryctolagus cuniculus f. domesticus) vzorky proteint v¢eli hemolymfy, které
byly separovany pomoci SDS elektroforézy. Nicméné se tedy zda, Ze by pro zlepSeni
specifity protilatek mél byt k imunizaci pouzit pouze vitellogenin Ve vice piecisténé
podobé. Jeho purifikaci bude tedy jesté nutné optimalizovat.

Pii méfeni relativni genové exprese vg po krmeni LPS nebyly zjistény statisticky
vyznamné rozdily v pfipadé 1-2 dny starych letnich dé€lnic a také u zimnich dé€lnic. To
odpovida praci (Byhre et al., 2019), ktefi také nezaznamenali vyrazné odlisné hodnoty
exprese. Nicméné v piipadé jejich vyzkumu byla exprese méfena po podani LPS z E. coli
ve formé injekce, a tedy ji nelze brat za plné€ srovnatelnou. U vcel starych 2-3 dny vSak
byly pozorovany vyznamné vys§i hodnoty exprese vg v piipadé skupiny LPS 30 pro
expresi vg na chromosomu LG2 a u skupiny LPS 60, kdy se jednalo o expresi na LG4
chromosomu. Nicméné tomu uplné neodpovidal fakt, Ze celkova exprese vg na obou
chromosomech vyznamné vyssi po podani LPS nebyla. Teoreticky by to mohlo byt
zpusobeno rozdilnou efektivitou pouzitych sett primerd. Gen vg-like-B je strukturnim
homologem vg, a jeho vyznamné zvySena exprese U 2-3 dny starych a zimnich délnic,
ktera by mohla naznacovat roli vg-like-B proteinu v imunitnich reakcich, je pfekvapivym
zjisténim. Uplné totiz neodpovida praci Salmela et al. (2016), ktefi pozorovali vyssi
expresi vg-like-B v reakci na oxida¢ni stres, ale nikoliv na zanét vyvolany injekci.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o méné prozkoumany protein, bude k definitivnimu ur¢eni
jeho funkci potieba dalsi vyzkum.

Pfi imunohistochemické detekci vitellogeninu v Zaludcich zimnich délnic byly
pozorovany vyrazné rozdily zejména po krmeni LPS. V ptipadé v¢el krmenych 24 hod.
byl detekovan znacné silngjsi signal vitellogeninu v porovnani s kontrolou, nicméné po
48hod. doslo naopak k vyraznému poklesu. Vyrazné¢ vice vitellogeninu bylo
zaznamenano u kontrolnich matek ve srovnani s kontrolnimi délnicemi. V ptipad¢ vcel,
krmenych paraquatem nebyly detekovany pfilisSné zmeény, kdezto po jejich krmeni LPS

bylo pozorovano snizeni signalu vitellogeninu. Sledované rozdily mohou byt teoreticky
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dany lisicimi se funkcemi vitellogeninu v zaludku u matek a délnic. U dé€lnic se
predpoklada, ze ze zaludku prendsi fragmenty bakterii do hypofaryngealnich zlaz, kdezto
u matek, podobn¢ jako u jinych hmyzich druhi, by je mohl pfenaset do vajicek ve
vajeCnicich, oboji v ramci imunitni ptipravy (Freitak et al., 2009; Salmela et al., 2015;
Harwood et al., 2019). Druhou moznosti je, Ze mirna exprese vg v zaludku, kterou
pozorovali Harwood & Amdam (2021b), se teoreticky miize mezi délnicemi a matkami
lisit a zptisobovat mezi kastami zmény v detekci vitellogeninu, pficemz imunitni elicitory
v podobé¢ LPS by mohly tyto rozdily zvétSovat. Dalsi vyzkum by se tak na tuto
problematiku mohl podrobnéji zaméfit, kdy by mohla byt méfena exprese vg v buiikach

zaludku po podani LPS.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo vypracovat literarni resersi tykajici se aktualnich znalosti o funkci

proteinu vitellogeninu vcely medonosné v reprodukci, imunitnich reakcich a pfi

oxida¢nim stresu. Také byla popsana jeho tkanova lokalizace a produkce béhem vyvoje,

ovlivnéni jeho produkce pomoci metody RNAi ¢i exprese v zavislosti na potravé

a prostiedi. Pfedstaveny byly také vg-like proteiny a jejich funkce. V experimentalni ¢asti

bylo cilem optimalizovat metody kvantifikace genové exprese, hladiny proteinu

a imunohistochemické lokalizace vitellogeninu ve sttevech (Zaludku) veel. Tretim cilem

bylo sledovani zmén vitellogeninu pii reakcich na lipopolysacharidy (LPS) a herbicid
paraquat (PQ).

V této praci bylo dosazeno nasledujicich vysledki:

1.

Pomoci Bradfordovy metody byla uréena celkova koncentrace proteint
vV hemolymf€ letnich a zimnich délnic a matek. Vyssi hladiny proteini byly
naméfeny zejména u délnic po krmeni 30 pg-ml™* LPS v 50% sacharose.
Vyuzitim metody SDS-PAGE byly separovany proteiny ve vzorcich hemolymfy.
Pomoci protilatek byl detekovan vitellogenin na nitrocelulosové membrané
metodou Western blot. Porovnanim intenzity past vitellogeninu byl zjistén
u letnich délnic, krmenych paraquatem po dobu 2 hod., pokles signalu, a naopak
jeho narist pfi krmeni trvajicim 4 hod. Po krmeni lipopolysacharidy byl
pozorovan u letnich dé€lnic pokles signalu vitellogeninu po krmeni po dobu
24 hod.

Metodou gPCR byla zméfena relativni exprese genu vitellogeninu na
chromosomech LG2 a LG4 a jeho homologu vg-like-B ve vzorcich vcel
krmenych lipopolysacharidy, u kterych byla detekovana zvySena exprese
Vv pfipad€ 2-3 dny starych vcel. U vzorkl zimni generace délnic byla po krmeni
LPS zaznamenana vyssi exprese vg-like-B.

Byla provedena imunohistochemicka detekce vitellogeninu v Zzaludcich véel,
pfi¢emz byl pozorovan silnéjsi signal v ptipad¢ matek oproti zimnim délnicim,
u zimnich délnic byl zaznamenan nartst signalu v pfipad€ krmeni LPS po dobu

24 hod, a naopak pokles po krmeni trvajicim 48 hod.

Dalsi prace by se mohla zamé&fit na detekci exprese genu vitellogeninu a vg-like gent

in situ hybridiza¢nimi metodami a také by mohla byt zmétena exprese vg Vv buikach

zaludku po krmeni v¢el lipopolysacharidy a paraquatem.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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RNA ribonukleova kyselina

RNAI RNA interference

SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE celektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
TAE Tris-Acetat-EDTA

TBS solny roztok pufrovany Tris

TBS-T roztok Tweenu v TBS

TEMED N,N,N’,N'-tetramethylethan-1,2-diamin

usp ,ultraspiracle®, ptedpokladany receptor juvenilniho hormonu
Vg vitellogenin

VgR receptor vitellogeninu
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9 PRILOHY
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Obr. 44: Pasy proteint po provedeni metody Western blot ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych
letnich délnic krmenych 50 % sacharosou (1) a 15 (2), 30 (3) a 60 (4) ug'ml* LPS v 50%
sacharose podavané po dobu 24 hod, dale 50% sacharosou (5) a 15 (6) pg'ml™ LPS v 50%
sacharose podavané po dobu 48 hod. PK: Pozitivni kontrola - véely krmeny 50% sacharosovym
roztokem s P. larvae kmen CCM 4483 (2.4 x 104 CFU). M: Marker molekulovych hmotnosti v
SDS-PAGE gelu po barveni CBB. Snimky gelu potizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimky
membrany pofizeny mobilnim telefonem.
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Obr. 45: Pasy proteinti po provedeni metody Western blot ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych
letnich délnic krmenych 30 (1) a 60 (2) ug-ml™* LPS v 50% sacharose podavané po dobu 48 hod,
dale 2-3 dny starych letnich délnic krmenych 50% sacharosou (3), 15 (4), 30 (5) a 60 (6) pg-ml™
LPS v 50% sacharose podavané po dobu 24 hod. PK: Pozitivni kontrola - véely krmeny 50%
sacharosovym roztokem s P. larvae kmen CCM 4483 (2.4 x 104 CFU). M: Marker molekulovych
hmotnosti v SDS-PAGE gelu po barveni CBB. Snimky gelu potizeny pomoci Gel Doc EZ Imager.
Snimky membrany pofizeny mobilnim telefonem.
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Obr. 46: Pasy proteint po provedeni metody Western blot ve vzorcich hemolymfy 2-3 dny starych
letnich délnic krmenych 50% sacharosou (1), 15 (2), 30 (3) a 60 (4) pg-ml™ LPS v 50% sacharose
podavané po dobu 48 hod, dale 4-5 dnu starych letnich délnic krmenych 50% sacharosou (5)
(vysledky nepouzity), 30 (6) pg-ml* LPS v 50% sacharose podavané po dobu 24 hod. PK:
Pozitivni kontrola - v€ely krmeny 50% sacharosovym roztokem s P. larvae kmen CCM 4483 (2.4
x 104 CFU). M: Marker molekulovych hmotnosti v SDS-PAGE gelu po barveni CBB. Snimky
gelu potizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimky membrany pofizeny mobilnim telefonem.
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Obr. 47: Pasy proteinti po provedeni metody Western blot ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych
letnich dé&lnic krmenych 50% sacharosou (1), 25 (2), 50 (3) mmol-1* PQ v 50% sacharose
podavané po dobu 2 hod, dale krmenych 50% sacharosou (4), 25 (5) a 50 (6) mmol-1" PQ v 50%
sacharose podavané po dobu 4 hod. PK: Pozitivni kontrola - véely krmeny 50% sacharosovym
roztokem s P. larvae kmen CCM 4483 (2.4 x 104 CFU). M: Marker molekulovych hmotnosti v
SDS-PAGE gelu po barveni CBB. Snimky gelu pofizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimky
membrany pofizeny mobilnim telefonem.

200

116
97

66

55
45

97



kba M 1 2 3

200
116
97
66
55

Obr. 48: Pasy proteint po provedeni metody Western blot ve vzorcich hemolymfy 1-2 dny starych
letnich délnic krmenych 50% sacharosou (1), 25 (2), 50 (3) mmol-1* PQ v 50% sacharose
podavané po dobu 8 hod. PK: Pozitivni kontrola - véely krmeny 50% sacharosovym roztokem s
P. larvae kmen CCM 4483 (2.4 x 104 CFU). M: Marker molekulovych hmotnosti v SDS-PAGE
gelu po barveni CBB. Snimky gelu potizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimky membrany
pofizeny mobilnim telefonem.
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Obr. 49: Pasy proteini po provedeni metody Western blot ve vzorcich hemolymfy matek
krmenych 50% sacharosou (1), 30 pg-ml™ LPS v 50% sacharose (2) a 50 mmol-1* PQ v 50%
sacharose (3) podavané po dobu 24 hod. a ve vzorcich hemolymfy zimnich délnic krmenych 50%
sacharosou (4), 30 pg-ml™ LPS v 50% sacharose (5) a 50 mmol-1* PQ v 50% sacharose (6)
podavané po dobu 24 hod. PK: Pozitivni kontrola - véely krmeny 50% sacharosovym roztokem s
P. larvae kmen CCM 4483 (2.4 x 104 CFU). M: Marker molekulovych hmotnosti v SDS-PAGE
gelu po barveni CBB. Snimky gelu pofizeny pomoci Gel Doc EZ Imager. Snimky membrany
potizeny mobilnim telefonem.
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