UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Studium proteinového profilu hemolymfy vcely

medonosné (Apis mellifera)

BAKALARSKA PRACE

Autor: Anna Marie Tvaruzkova

Studijni program: B0512A130008 Biochemie

Studijni obor: Biochemie
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: Mgr. Silvie Dostalkova, Ph.D.

Rok: 2024



Prohlasuji, ze jsem bakalarskou praci vypracovala samostatné s vyznaCenim vsech
pouzitych pramenu a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim bakalaiské prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozdéjsich piedpisi. Byl/a jsem
seznamen/a s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona
¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, ve znéni pozdéjsich predpisu.

V Olomouci dne 6. 5. 2024



Na tomto misté bych chtéla velmi podekovat moji vedouci bakalarské prace
Mgr. Silvii Dostalkové, Ph.D., za ochotu, trpélivost, cenné pripominky a odborné vedeni
pfi vypracovani mé bakalarské prace. Dale bych chtéla velmi pode€kovat panu
profesorovi Mgr. Markovi Sebelovi, Dr., za ochotu a provedeni analyzy MALDI-TOF.
Zaroven bych chtéla podékovat veskerym zaméstnancim Katedry biochemie za ochotu

pii vypracovavani experimentalni ¢asti prace.



Bibliograficka identifikace
Jméno a pfijmeni autora

Nazev prace

Typ prace

Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace

Abstrakt

Anna Marie Tvarazkova

Proteinovy profil véely medonosné Apis mellifera
Bakalarska

Katedra biochemie

Mgr. Silvie Dostalkova, Ph.D.

2024
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zaméfenim na Ctyfi hlavni vcCeli proteiny hemolymfy,
kterymi jsou: Hexamerin, Vitellogenin,
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CiLE PRACE

Cile prace jsou v teoretické Casti zaméfeny na vypracovani literarni reSerSe o hemolymf¢
hmyzu, jejim slozeni se zaméfenim na proteiny. Dale také na proteiny vyskytujici se
u vCely medonosné a jejich zastoupeni v hemolymfé€ a jinych tkanich. V experimentalni
Casti prace bylo cilem provést analyzu proteinového profilu hemolymfy vcely medonosné

u délnic razného stari pomoci metody SDS-PAGE.



1. UVOD

Vcela medonosna (Apis mellifera) se fadi mezi eusocialni hmyz, coz je spoleCenské
usporadani, kde pozorujeme tzv. kasty. U vCely medonosné jsou to de€lnice (sterilni
samice), trubci (samci) a matka (plodné samice). Kazda kasta ma ve vcelstvu jiné funkce,
tim padem ma i rozdilné energetické a metabolické naroky a li§i se v nachylnosti
k patogentim (Chan et al., 2006). V mirném pasmu na Zemi se mohou vyvinout délnice
jako kratkoveéké letni vCely s délkou zivota 4-6 tydni nebo dlouhovéké zimni vcely
s délkou zivota 22-24 tydnt. U letnich délnic dochazi k rychlému starnuti na rozdil od
zimnich vcel, kde je starnuti témér zanedbatelné (Miinch et al., 2008).

Hemolymfa je tekutina cirkuluyjici vtéle hmyzu. Sklada se ztekuté plazmy
a suspendovanych bunék — hemocyti (Chapman et al., 2013). Funkci hemolymfy, je
predev§im: transport, zasoba, mechanickd opora a obrana (Nation, 2016). Hemolymfa
obsahuje anorganické i organické latky vCetné proteind. Pravé koncentrace proteinu se
v hemolymfe€ vcel 1isi na zakladé stafi, kasté, rocnim obdobi, stresovych a dalSich faktord.

Mezi nejvice zastoupené proteiny v hemolymfe v¢ely medonosné patii: Hexameriny,
Vitellogenin, Apolipophoriny a Transferin.

Pouze né€kolik chorob veelstva lze diagnostikovat pfimo, z toho davodu se vySetfeni
a hodnoceni vcelstev bézné spojuje s laboratorni analyzou. V soucasné dob¢ ale chybi
metody pro pfesné hodnoceni zdravotniho stavu zdravotniho stavu a vyzivy pomoci
biomarkert. Pravé v humanni mediciné jsou sérové proteiny povazovany za uZzite¢né
biomarkery pro hodnoceni zdravotniho a nutricniho stavu organismu. Proteom
hemolymfy vCely medonosné by mohl slouzit jako zdroj biomarkert. Jejich zastoupeni
a hladiny mohou dale odrazet zdravotni stav organismu v¢ely medonosné.

Nejprve je tfeba ale popsat stav hemolymfy normalni vCely medonosné, ¢imz se
zabyva prave tato studie. Teoreticka Cast bakalarské prace predstavuje uceleny prehled
aktualnich informaci o jednotlivych proteinech v hemolymfé vcely medonosné se
zaméfenim na jejich strukturu, funkci a zastoupeni. Hlavnim cilem praktické casti je
analyzovat druhy proteind, vyskytujici se v hemolymf€ a jejich kvantitativni zastoupeni

menici se v urCitém stari vcely.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Hemolymfa hmyzu
S hemolymfou se setkdvame u veskerého hmyzu. Je to cirkulujici télni tekutina, ktera je
analogem lidské krve. Hemolymfa u hmyzu koluje v oteviené cévni soustavé. Cirkuluje
v dutiné zvané hemocél a omyva vSechny hmyzi organy. Sklada se z tekuté plazmy, ve
které jsou suspendovany bunky — hemocyty (Chapman et al., 2013). Od krve obratlovct
se hemolymfa hmyzu li§i dvéma hlavnimi znaky: absenci erytrocytd a vysokou
koncentraci volnych aminokyselin (20 az 30krat vyssi nez u obratlovctl) (Kodrik, 2000;

Resh & Cardé, 2009).

2.1.1. Funkce hemolymfy
Cirkulace hemolymfy télem hmyzu zaji§tuje mnoho funkci. Je jich celad fada a mezi
nejvyznamnéj§i patfi: transportni funkce (pfenos zivin do bunék a tkani a odvadéni
odpadnich produkti do exkreCnich organti); zasobni funkce (rezervoar tekutin a zivin);
mechanickd funkce (zachovavani tvaru téla a zajiSténi tlaku pfi lihnuti a svlékani);
obranna funkce (ochrana pfed napadenim bakteriemi, vajicky parazit a cizorodymi
latkami, zaroven zajistuje vznik melaninové zatky, kterd ucpava vzniklou ranu) (Nation,
2016).

Velké mnozstvi funkci zajiS§tuje hemolymfa diky rozliénym skupindm chemickych
komponent. Udrzeni fyziologické hodnoty pH zprostfedkovavaji slouceniny jako
hydrogenuhli¢itany, anorganické fosfore¢nany, karboxylové a aminoskupiny
na aminokyselinach. Osmoticky tlak hemolymfy reguluji naopak anorganickeé ionty (Na*,

K*, Mg** Ca?*, CI') a malé organické molekuly (Chapman et al., 2013).

2.1.2. Hemocyty
Hemocyty jsou imunitni buiiky hemolymfy, které zprostfedkovéavaji bunécnou c&ast
imunitni odpovédi hmyzu, zejména fagocytozu, enkapsulaci a nodulaci. Dosud nebyly
popsany vSechny typy hemocytl, které se v fisi hmyzu vyskytuji, vCetn€ jejich poctu
u jednotlivych druhti. Je to dano hlavné malou velikosti hmyzu a velkym poctem druht
hmyzu (Castillo et al., 2006). Klasifikace hmyzich hemocyti byla pavodné zalozena
vyhradné na morfologii bunék, pozorovanych pod svételnym a elektronovym
mikroskopem. Bylo rozpoznano sedm zakladnich typt hemocytl, které jsou nejbéznéjsi:

prohemocyty, plazmocyty, granulocyty, koagulocyty, sferulocyty, adipohemocyty



a oenocyty (Gupta, 2010). VétsSina hmyzu vSak vSech sedm typu nema. Naptiklad
u mouchy a komara byly popsany pouze tii typy hemocyti. Navic i u hmyzu s mnoha
typy hemocytu se predpoklada, ze pouze né€které typy hraji hlavni roli v bunécné imunité
(Cho & Cho, 2019).

Dle (Rosales & Uribe-Querol, 2017) je fagocytoza zakladni imunitni proces, pricemz
u jednobunéCnych organismi je dulezitym procesem pro vyzivu, zatimco
u mnohobunécnych organismu spociva v rozpoznani a pohlceni ¢astic vétSich néz 0,5 pm
pomoci fagocytd. Castice jsou pohlcovany do vezikulu odvozeného od plazmatické
membrany, znamého jako fagosom. Fagocyty pohlcuji mikrobidlni patogeny, ale také
apoptické buriky. Fagocytoza je tedy zasadni nejen pro likvidaci mikroba, ale také pro
homeostazu tkani.

Enkapsulace je charakterizovana jako tvorba buné¢nych obalt, které svym uzavienim
oddéli cizorodé Castice od vnitiniho prostfedi. Uplatiiuje se pfevazné u vétsich Castic
a parazitu, které nemohou byt pohlceny fagocytozou. Enkapsulaci rozliSujeme na prostou
a melatonickou. U prosté neni tvorba kapsule doprovazena naslednou melanizaci, coz je
rozdilem oproti melatonické enkapsulaci, kdy je Castice uvnitt kapsule nejen uzaviena,
ale zaroveri vystavena pusobenim dalSich slozek (napf. reaktivnim metabolitim kysliku
nebo dusiku), zaroven nema ptistup k zivinam (Hyrsl, 2018).

Nodulace predstavuje zachyceni invazivnich mikroorganismu shlukovanim hemocyta
kolem nich. To vede k jejich uvéznéni v bunécném prostiedi a naslednému odstranéni.
Tento proces spoCiva v rozpoznani patogenu, ¢imz se aktivuji granulocyty a ty patogen
obklopi. Na vrstvu pfiléha dalsi vrstva nyni plazmatocyt a dochazi k formovani nodule.
V takto uzavieném materialu dojde k vyhladovéni patogenu nebo k produkci reaktivnich

forem kysliku (Satyavathi et al., 2014).

2.1.2.1. Prohemocyty

Prohemocyty jsou charakterizovany jako malé, kulaté nebo ovalné hemocyty, u kterych
je velké jadro, které vypliuje téméf celou butiku a je zde tedy vysoky pomér
jadro/cytoplazma. V cytoplazmé prohemocyti jsou roztrouSeny castice drsného
endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu (Khosravi et al., 2016).

Bylo objasnéno, Ze vice nez 60 % prohemocytd se diferencuje v dalsi hemocyty,
nekteré se rozdéluji na nové prohemocyty. Prohemocyty jsou tedy povazovany za
kmenové bunky, které davaji vznik dalsim specifickym hemocytiim (napf. plasmatocyty,

granulocyty) (Nation, 2016).



2.1.2.2. Plazmocyty
Tyto hemocyty jsou Utvary rizného tvaru a velikosti s velkym mnozstvim cytoplazmy
kolem jadra. Plazmocyty a prohemocyty jsou si velice podobné a lze je rozlisit prave diky
pomeéru jadro/cytoplazma. V cytoplazmé byly pozorovany mitochondrie, velké mnozstvi
drsného endoplazmatického retikula, nékolik vezikul a vakuol (Khosravi et al., 2016).

Plazmocyty jsou pohyblivé buriky schopné fagocytozy. Nachazi se tedy v prvni linii
obrany proti patogenim, a jsou velmi dalezitou celulami slozkou imunitniho systému.
Vypoustéji substance, které zpusobuji degranulaci granulocytd pii koneCné fazi
enkapsulace, a také mohou pomoci svych specifickych granul ptivést granulocyty do

apoptézy (Gupta, 2010).

2.1.2.3. Granulocyty

Granulocyty jsou popsany jako stiedné velké, protahlé hemocyty sjadrem ve stiedu
bunky. Cytoplazma granulocytd obsahuje lysozomy, pouze par mitochondrii a bohatou
sit drsného endoplazmatického retikula (Berger & Slavickova, 2008).

Granulocyty jsou silné adhezivni, ulpivaji tedy na cizorodych molekulach a

patogenech, podileji se na fagocytdze a enkapsulaci (Lundgren & Jurat-Fuentes, 2012).

2.1.2.4. Koagulocyty
Dal$im typem hemocyti jsou koagulocyty (také nazvany jako hyalinni hemocyty),
drobné, hyalinni a nestalé buriky, které obsahuji jedno malé, excentricky ulozené jadro
(Gupta, 2010).

Koagulocyty pii poranéni nebo po odebrani vzorku hemolymfy ihned praskaji a tim
iniciuji proces srazeni. Ne vSechny druhy hmyzu ale obsahuji hemolymfu, ktera se srazi

(naptiklad hemolymfa larev v€ely medonosné) (Nation, 2016).

2.1.2.5. Sferulocyty
Sferulocyty byly popsany jako ovoidni buriky, obvykle vétsi nez prohemocyty. Jejich

cytoplazma obsahuje Cetné inkluze, coz zpusobuje, Ze bunka nabyva nepravidelného
tvaru. Sferulocyty se mohou diferenciovat z prohemocytl, zcela se ale 1isi od granulocytt
a jsou to velmi malo zastoupené hemocyty ve srovnani s ostatnimi typy. Jejich funkce je

zcela neznama (Yamashita & Iwabuchi, 2001; Ribeiro & Brehélin, 2006).



2.1.2.6. Adipohemocyty

Adipohemocyty jsou hemocyty o rizné velikosti s vejCitym tvarem a pozorovatelnymi
vybézky na obou koncich. Obsahuji lipidové a granularni slozky v cytoplazmé

s pfitomnosti drsného endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu (Gupta, 2010).

2.1.2.7. Oenocyty
Oenocyty jsou popisovany jako velké buriky s drobnym jadrem a hustou cytoplazmou
s nékolika inkluzemi. V cytoplazmé se kromé& inkluzi nachdzi mitochondrie a hladké
endoplazmatické retikulum (Khosravi et al., 2016).

Oenocyty byly puvodné popsany jako buriky produkujici vosk, jelikoz histologicka
barveni a organické extrakce naznaCovaly, ze obsahuji voskové ¢astice nebo jiné lipidy.
Tyto buiiky ale obsahuji hladké endoplazmatické retikulum, které se podili na syntéze
lipida, fosfolipidt, steroidii a metabolismu sacharidi. Kromé toho obsahuji oenocyty
peroxisomy, které se podileji mimo jiné na metabolismu reaktivnich volnych radikalt.
Jak hladké endoplazmatické retikulum, tak peroxisomy jsou pfitomny v sav¢ich
hepatocytech, coz naznacuje funkéni podobnost mezi jaternimi burikami a oenocyty

(Huang et al., 2022).

2.1.3. Sacharidy v hemolymf¢ hmyzu
Mezi nejvice zastoupené sacharidy v hemolymfé patii: glukosa, sacharosa, fruktosa,
galaktosa a ribosa (Resh & Card¢, 2009). NejvyznamnéjSim sacharidem je ale trehalosa,
coz je neredukujici disacharid, tvoreny dvéma glukosovymi jednotkami spojenymi
a,0—1,1-glyskosidickou vazbou (Obr. 1). Trehalosa je u hmyzu pfitomna jak

v hemolymf€, tak v larvach ¢i kuklach. U dospelého hmyzu hladina trehalosy rychle klesa

behem energeticky naro¢nych Cinnosti, jako je let. To potvrzuje roli tohoto disacharidu
jako zdroje glukosy (Elbein, 2003).
OH

H
H
OH

- 0 "
“ N OH ’ 1
H

Obr. 1: Chemicka struktura trehalosy. Dvé molekuly glukosy spojené a, a—1,1-glyskosidickou
vazbou (Tarpan et al., 2011).



2.1.4. Proteiny hemolymfy hmyzu
Volné aminokyseliny v hemolymf¢ slouzi kromé& udrzovani stalé hodnoty pH jako
substrat pro syntézu proteint, pfiCemz zastoupeni a mnozstvi vS§ech 20 proteinogennich
aminokyselin se u riznych skupin hmyzu a v zavislosti na vyvojovém stadiu znacné lisi.
Zvlasté zajimavou aminokyselinou je tyrosin, ktery je Spatn€ rozpustny a v hemolymfé
se vyskytuje ve formeé rozpustnéjsiho glykosidu. Tésné pied lihnutim hmyzu se volny ve
velkém mnozstvi uvoliuje a podili se na hnédnuti a melanizaci. Nasledné jeho mnozstvi
prudce klesa (Chapman et al., 2013).

V hemolymfé hmyzu je zastoupeno velké mnozstvi proteint s rozlicnou funkci, které
se méni s vékem, stresem, pohlavim ro¢nim obdobi a na zakladé¢ dalSich faktorti (Nation,
2016).

Dle (Hyrsl, 2000) lze proteiny v hemolymfé€ rozdélit do nékolika skupin — zasobni
(hexameriny), lipophoriny, vitellogeniny. Dalsi skupinu pak tvofi enzymy a proteiny
s imunitni funkci napf. antimikrobidlni peptidy. Tyto proteiny a jejich funkce jsou

podrobné rozepsany v nasledujicich kapitolach.

2.1.4.1. Zasobni proteiny
Zasobni proteiny jsou u hmyzu syntetizovany hlavné v tukovém télisku (tkan, ktera ma
analogii s jatry obratlovci), vylu¢ovany do hemolymfy béhem larvalniho vyvoje a
CasteCné zpétné absorbovany kratce pred zakuklenim. V tukovém télisku kukly jsou tyto
proteiny nejprve ulozeny v proteinovych zrnech, které jsou pozdéi proteolyticky
roz§tépeny tak, aby poskytly aminokyseliny nezbytné pro dokonceni vyvoje dospélce
(Haunerland, 1996; Takeda & Tufail, 2012).

Zasobni proteiny jsou velkou skupinou riznych proteini o molekulové hmotnosti
zpravidla okolo 500 kDa (Kodrik, 2000). Nejhojnéjsi skupinou jsou hexameriny, které
patii do skupiny hexamerd, jelikoz se skladaji ze Sesti podjednotek. Kromé hexamerint
nalezneme naptiklad u kovoleskce cizokrajného (7richoplusiani) proteiny vazajici
biliverdin, které se od hexamerini li§i zejména strukturou. Jedna se o tetramery
s vysokym obsahem lipida — az 10 % (Takeda & Tufail, 2012).

Zasobni proteiny plni v organismu fadu funkci. Za prvé, jak uz z nazvu vyplyva, slouzi
jako zéasobarna volnych aminokyselin, na které se rozkladaji. Ty jsou dale vyuzivany
k syntéze dalSich proteint, potfebnych v dospélosti (Resh & Cardé, 2009). Dale se
zasobni proteiny podileji na transportu ligandi a také jsou zdrojem komponentd pro

syntézu nové kutikuly hmyzu (Kodrik, 2000).



2.1.4.2. Lipophoriny
Terminem lipophorin oznaCujeme hmyzi lipoprotein. Dfive byl doslova nazvan
,lipoprotein pifenasejici diacylglyceroly”. Studie o funkci lipophorinu ukazuji, Zze
skutecné hraje roli jako transportér Sirokého spektra latek (zejména lipidl) mezi organy
a funguje jako takzvany kyvadlovy prenasec diacylglycerolt, cholesterolu a uhlovodika
(Chino & Downer, 1982).

Funkce kyvadlového prenaseCe je hlavnim rozdilem mezi fungovanim hmyzich
lipophorini a analogickych savc¢ich lipoproteint. Lipophoriny totiz na rozdil od savéich
lipoproteini  nevstupuji pfimo do buné€k a diacylglyceroly si predavaji pouze
v hemolymf¢ (Kodrik, 2000). I pfesto ale lipophoriny museji v dob€, kdy molekulu
diacylglyceroly prebiraji z tukového télesa nebo ji pfedavaji do svalu, interagovat
s bunéénym povrchem, coz je zajisténo pomoci lipophorinového receptoru jak v tukovém
télese, tak ve svalech. Diky témto receptorim je zajisténo obousmémé (Clunkové)
predavani diacylglycerolu (Kodrik, 2000).

Lipophorin se strukturné sklada z jednoho apoproteinu o molekulové hmotnosti ~ 240
kDa (ApoLp-I) a druhého o molekulové hmotnosti ~ 80 kDa (ApoLp-II). U nékterych
druha se vyskytuje jesté tfeti apoprotein o molekulové hmotnosti ~ 18 kDa (ApoLp-III)
(Takeda & Tufail, 2012).

2.1.4.3. Vitellogeniny

U dospélych samic hmyzu se nékteré proteiny syntetizované tukovym téliskem a
vylucované do hemolymfy dostavaji do vajecniku, kde jsou pfijimany vyvijejicim se
oocytem a slouzi jako ziviny pro embrya. Nejrozsifené]si z nich se nazyva vitellogenin.
Jakmile se vitellogenin stane soucasti vaje€ného zloutku, nazyva se Vitellin (Resh &
Cardé, 2009; Chapman et al., 2013). Vitellogeniny jsou obvykle velké fosforylované
glykolipoproteiny o molekulové hmotnosti ~ 400-600 kDa, které jsou typicky pfitomny
u dospélych samic (Chapman et al., 2013).



2.2. Proteiny hemolymfy véely medonosné
Koncentrace proteinti v hemolymfé vcel se lisi na zakladé€ stari, kasté, rocnim obdobi,
stresovych a dalsich faktort.

Chan et al. (2006) ve své studii srovnavaji rozdily v hemolymf€ u raznych kast vcely
medonosné (Apis mellifera). VEela medonosna se totiz fadi mezi eusocialni hmyz, coz je
spoleCenské uspotradani, kde pozorujeme tzv. kasty. U vCely medonosné jsou to délnice
(sterilni samice), trubci (samci) a matka (plodna samice). Kazda kasta mé ve vcelstvu jiné
funkce, tim padem ma i rozdilné energetické a metabolické naroky a lii se v nachylnosti
k patogenim. Jelikoz véela patii mezi holometabolni hmyz, muzeme rozdily ve slozeni
hemolymfy pozorovat u kazdé kasty jest€ mezi stadii vyvoje dospélce (larva, kukla,
dospélec) (Chan et al., 2006).

V mirném pasmu na Zemi se mohou vyvinout délnice jako kratkoveké letni vcely
s délkou zivota 4-6 tydni nebo dlouhoveéké zimni véely s délkou Zivota 22-24 tydnd.
Generace letnich vcel se lihne zacCatkem jara (bfezen) pfiCemz na konci léta (srpen)
dochazi k jejich ubytku a zacina se lihnout zimni generace vcel. Ta je vyvinuta tak, aby
veely preCkaly zimu. U letnich délnic dochazi k rychlému starnuti na rozdil od zimnich
vcel, kde je starnuti témet zanedbatelné. Je to zpusobeno tim, ze se letni vCely oproti
zimnim vcéeldm ucastni letovych aktivit, béhem kterych hledaji potravu, aby mély
dostatek zasob na pieziti neptiznivého obdobi, kdy nejsou k dispozici zdroje potravy. To
zahrnuje také zvyseny tlak parazitd (Miinch et al., 2008; Aurori et al., 2014). Zimni vCely
jsou odchovany koncem léta a na podzim a jsou zpusobilé piezit chladné obdobi. Misto
toho, aby se mladé zimni v¢ely staly krmickami, vstupuji do stadia, kde je jejich ukolem
vytapéni a termoregulace Ulu. U zimnich vCel byla prokazana vys$si odolnost vici
oxidativnimu stresu a také vyssi hladiny celkovych proteina (Fluri et al., 1982; Aurori et
al., 2014; Kunc et al., 2019).

Jedinym piirozenym zdrojem proteinti vCely medonosné je pyl, kdy vcelstva sbiraji
10-26 kg pylu rocné. Pyl vSak neni pouze zdrojem proteind, ale i lipidd, sterolt a vitamint
(Stanley & Linskens, 1974). Vcely michaji pyl s nektarem, medem a zlazovym sekretem,
¢imz vyrabéji veeli chléb (pergu) a v této podobé jej pak ukladaji do zasob vcelstva. Vieli
chléb ma na rozdil od Cerstvé nasbiraného pylu nizs§i pH a nizsi obsah skrobu (Wille et
al., 1985; Ellis & Hayes, 2015). Obsah proteind a volnych aminokyselin v pylu se lisi
v zavislosti na druhu a oblasti vyskytu rostlin. Véela medonosna potiebuje piijimat

esencialni aminokyseliny, coz jsou: methionin, lysin, threonin, histidin, leucin,



isouleucin, valin, fenylalanin a tryptofan (de Groot, 1952; Komosinska-Vassev et al.,
2015). Dle Isani et al. (2023) bylo stanoveno pomoci hmotnostni spektrometrie 12
riznych proteind v hemolymfé délnice vCely medonosné s rozlicnou funkci. Nejvice
zastoupené skupiny proteinii popsané v hemolymfé¢ vCely medonosné jsou detailngji

popsany nize.

2.2.1. Hexameriny
Hexameriny — zasobni proteiny hmyzu jsou evolucné odvozené od hemocyaninu —
krevniho barviva mekkysu a klepitkatci. Poukazuje na to (Beintema et al., 1994), ktefi
navrhli, Ze hexameriny ztratily na rozdil od ancestralni molekuly hemocyaninu schopnost
vazat méd'naté ionty pro prenos kysliku.

Funkci hexamerint je slouzit jako zdroj aminokyselin predevsim béhem stadia kukly,
ale také béhem zivota dospélé vcéely naptiklad pii pfechodu od délnice kojicky ke
krmicce. Dle (Martins et al., 2010) hladiny a vzorce transkripti v tukovém télese a
gonadach naznacuji, ze kromé& své primarni ulohy v dodavani aminokyselin pro
metamorfozu slouzi hexameriny jako zasobni proteiny pro vyvoj gonad, produkci vajicek
a podporu potravni aktivity. Jeho koncentrace ale v téle dospélce v zavislosti na véku
klesa (Isani et al., 2023).

Martins et al. (2010) popsali u véely medonosné Ctyfi geny hexamerini: sex 70 a, hex
70 b, hex 70c a hex 110. Jednotlivé hexameriny se zna¢né strukturné odlisuji, celkova
aminokyselinova identita mezi jejich odvozenymi proteinovymi podjednotkami se
pohybuje od 30 do 42 %. Tyto Ctyfi geny jsou vysoce transkribovany tukovym téliskem
larvy, ale pouze geny hex 70 a a hex 110 byly detekovany v téle dospélct. Transkripty
pro hex 70 a, hex 110 a hex 70 b byly zji§tény ve vyvijejicich se vajecnicich a varlatech.
Hex 110 byl zaroveni vysoce transkribovan ve vajeCnicich matek kladoucich vajicka
(Martins et al., 2010).

Hexamerin 70 a (80 kDa) lze snadno identifikovat, jelikoz je v hemolymfe vcely
medonosné hojné zastoupen. Hex 70 a obsahuje tfi hemocyaninové domény, které jsou
pro vSechny hexameriny typické. Predikovana struktura Hexamerinu 70a je znazornéna
nize (Obr. 2). Dale obsahuje vysoky podil aromatickych aminokyselin (18,2 %) (Martins
etal., 2011).



Obr. 2: Predikovana struktura vcéeliho Hexamerinu 70a. Struktura vytvofena pomoci AlphaFold
https://alphafold.ebi.ac.uk/enhjtry/ASY VK7 (1.4.2024).

Hexamerin 110 (110 kDa, Obr. 3) byl identifikovan ve vSech vyvojovych fazich vcely
medonosné. Nejvétsi mnozstvi bylo identifikovano ve fazi larvy b&hem krmeni.
V larvalni fazi odpovida mnozstvi Hex 110 v hemolymf€ vysoké hladiné ptislusného
transkriptu. Jakmile krmeni larev ustava, mnozstvi Hex 110 se vyrazné snizuje a nizka
hladina pretrvava béhem celého stadia kukly a dospélce. U dospélych délnic doslo
k zvySeni transkriptu (hladina srovnatelna s hladinou u larev), ale mnozstvi pfislusného
Hex 110 v hemolymf€ zistalo nizké. Toto naznacuje, ze dospé€lé véely medonosné sice
mohou obnovit biosyntézu podjednotek Hex 110 v tukovych téliskach bun¢k, ale bez

nasledného uvolfiovani a hromadéni v hemolymf€ (Bitondi et al., 2006).

Obr. 3: Predikovana struktura v¢eliho hexamerinu 110. Struktura vytvofena pomoci

AlphaFold. https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/A7XZB1 (8. 4. 2024).
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2.2.2. Vitellogenin

Vitellogenin (Vg) je charakterizovan jako komplexni monomerni fosfolipoglykoprotein
o velikosti 180 kDa s klicovou funkci lipidového transportéru a predpokladanym
proteinovym zdrojem pro tvorbu matefi kasicky. Do hemolymfy se uvoliuje z tukového
téliska (misto produkce a skladovani). Z hemolymfy piechazi vitellogenin do
hypofaryngealnich zlaz, které jsou zodpovédné za sekreci mateti kasicky (Amdam et al.,
2003; Takeda & Tufail, 2012).

Gen pro vitellogenin v¢ely medonosné ma délku 5 440 bp a koduje polypeptid o 1770
aminokyselinach. Gen Vg prodélal v minulosti evoluéni vyvoj zejména v oblasti
aminokyselinového slozeni. Z pavodniho proteinu se dale v ramci evolu¢niho vyvoje a
adaptace diferenciovaly vitellogeninu podobné proteiny (vg-like): vg-like-a, vg-like-b a
vg-like-c (Obr. 4). Vg-like proteiny jsou kodovany Vg-like geny, ty se lisi od Vg genu
lokalizaci na chromozomu. Vg se nachazi na chromozomu LG4, Vg-like-A na
chromozomu LG13 a Vg-like-B spolecné s Vg-like-C na chromozomu LG2. Piestoze se
Vg-like-B a Vg-like-C nachéazeji na stejném chromozomu, nejbliz§imi homology jsou
prave Vg-like-A a Vg-like-b. Vg-like-a je strukturou a funkci nejptibuznéjsi Vg (Salmela
etal., 2016).

U struktury vitellogeninu véely medonosné se jsou predikovany 3 zakladni Casti:
N-terminalni domény (ND), domény neznamé funkce (DUF1943) a von Willebrandova
faktoru typu D (VWF) (Obr. 5). U vcely medonosné se dale ND déli na subdomény:
B-barel a a-helix, které jsou propojeny polyserinovou spojkou (Leipart et al., 2022).

Vg-like-A Vg-like-B Vg-like-C

Obr. 4: Porovnani struktury Vg a Vg-like proteini. Zobrazeny jsou struktury B-barel, a-helix,
vWEFD a polyserinové spojka. Upraveno dle (Salmela et al., 2016).
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Obr. 5: Predikovana struktura véeliho vitellogeninu (1770 bp): N-konec se subdoménami B-barel
a a-helix, které¢ jsou spojeny St€pitelnou polyserinovou spojkou; domény neznamé funkce
(DUF1943); von Willebranduav faktor typu D. Upraveno dle (Leipart et al., 2022).

U vitellogeninu dochéazi béhem posttranslacnich modifikacich k rozdéleni na dva ¢i
vice fragmentt (Takeda & Tufail, 2012). Stépeni na dva fragmenty se vétsinou odehrava
v okoli polyserinové spojky, kde se nachazi Sté€pici misto RXXR (R = arginin,
X =jakakoliv jina kyseliny). Nerozstépeny vitellogenin mé velikost 180 kDa, jeho
fragmenty maji 40 kDa (N-list) a 150 kDa (zbytek molekuly s obsahem a-helixu). Bylo
zjisténo Ze celkovy protein i jeho fragmenty jsou fosforylovany (Havukainen et al., 2011).
(Havukainen et al., 2011) dale naznacuje, ze se vitellogenin u v¢eliho tukového téliska na
rozdil od vitellogeninu v hemolymfé S§t€pi, coz muze naznaCovat jeho tkanove
specifickou roli.

(Nelson et al., 2007) navrhuji pleiotropni efekt vitellogeninu véely medonosné, ktery
naznacuje, ze gen pro vitellogenin je ustfednim prvkem v regulaci zivotni drahy tohoto
socialniho hmyzu. Pro pochopeni funkce vitellogeninu ve vyvoji délnic je tfeba znat
jejich ptirozeny vyvoj. Délnice zastavaji v ule nejdiive roli CistiCek a nasledné krmicek
(stafi 4 dny — v tomto obdobi maji vysoky podil vitellogeninu v hemolymf¢). Kolem 15.
dne zacinaji u krmicek zmény jak v chovani, tak z hlediska fyziologie. Dochazi k ristu
hladiny juvenilniho hormonu, funkce slinnych a hypofaryngeélnich zlaz ustava. V tomto
obdobi se z krmicCek stavaji 1étavky, které zacinaji sbirat pyl, nektar a vodu (Piulachs et
al., 2003). U krmicek je hladina Vg vysoka a u l1étavek nizsi. Pfi uméle navozené snizené
expresi genu vitellogeninu dochazi také k snizeni hladiny vg a prechod z krmicek na
létavky nastava diive. Vys$i hladiny vg tento prechod zpomaluji, ¢imz se potvrzuje
funkce tohoto proteinu jako ustfednim faktorem v regulaci zivotni drahy (Nelson et al.,
2007).

(Seehuus et al., 2000) prokazali, ze aktivita vitellogeninu chrani vceli d€lnice pred
oxidaénim stresem a zarover je preferovanym cilem oxidacni karbonylace ve srovnani

s hexameriny a Apolipophorinem I. Ulohu vitellogeninu srovnavali s funkcemi sérovych
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albumind. Albumin je charakterizovan jako protein vazajici kovy, ktery muze pusobit
jako zachytavac volnych radikalt a snizovat hladiny oxida¢nich markera.

(Harwood et al., 2019) popisuji, ze vitellogenin mize usnadiovat transgeneracni
imunitni priming. To je proces, se kterym se setkavame u bezobratlych Zivocichu, kdy
rodiCe pfipravuji své potomky na obranu proti patogend, se kterymi se setkali (Freitak et
al., 2014). Vitellogenin v tomto procesu figuruje tak, ze prenasi ziviny a imunitni elicitory
do vyvijejicich se vajicek. Imunitni elicitory pouzivané k zahajeni transgeneracniho
imunitniho primingu mohou pochazet z enviromentalnich patogent se kterymi se samice
setkala a které pozrela. Je ale znamo, ze vCeli matky jsou patogeniim vystaveny jen
omezené, protoze pobyvaji vyhradné vule svyjimkou snubniho letu. Aby byl
transgeneracni imunitni priming u v€ely medonosné uc¢inny, musi matka své potomstvo
pfipravit proti patogenim, se kterymi se setkavaji jeji délnice. To je zajistovano
prostfednictvim konzumace kontaminované potravy délnicemi, jelikoz matky se zivi
vyhradné matefi kasSickou produkovanou délnicemi (Harwood et al., 2019; Salmela et al .,
2015).

Dle (Cabbri et al., 2018) tvoii vitellogenin cenny nastroj pro hodnoceni nutri¢niho
stavu vCely medonosné vzhledem k jeho vztahu ke kvalit€ a mnozstvi proteint v potraveé.

Dlouhou dobu bylo predpokladano, ze je vitellogenin proteinem vyhradné samic.
(Trenczek et al., 1989) stanovovali Casové zmeény obsahu proteini v hemolymfé
trubet, které ukazali maximalni koncentraci béhem prvniho tydne po vylihnuti. Béhem
tohoto tydne bylo zjisténo, ze vitellogenin pifedstavuje piiblizné 5 % z celkového
mnozstvi rozpustnych proteini hemolymfy. Stopovaci experimenty poukazaly na
fakt, ze maximalni produkce vitellogeninu tvoii priblizné 10 % celkové syntézy sérovych
protein do 8. dne a poté rychle klesa. U trubcu starSich dvou tydnt bylo v hemolymfe
mozné detekovat pouze stopy vitellogeninu a syntéza vitellogeninu ustala.

Béhem prvnich 7 dnt Zivota dospélé délnice, kdy se stava osSetfovatelkou a plni tkoly
spojené s chovem vcelstva se koncentrace vitellogeninu zvySuje a muaze tvorit az 40 %
celkovych proteini hemolymfy (Piulachs et al., 2003). Dle (Amdam et al., 2009)
vyuzivaji délnice vitellogenin pfevazné pii produkci matefi kasicky (vCely staré zhruba
3-10 dni). Nasledné koncentrace vitellogeninu klesa, coz souvisi s fyziologickymi 1
socialnimi vlastnosti délnic.

Velky rozdil ale vidime u v¢elich matek, které syntetizuji vitellogenin po celou dobu
dospélosti. U vcelich matek je vitellogenin exprimovan zhruba 20x vice nez u délnic.

Kdyz je matka v obdobi bez produkce vajiCek (pfed rojenim nebo béhem zimy)
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koncentrace vitellogeninu kles4, ale ani béhem tohoto obdobi neni koncentrace
vitellogeninu nizsi nez 40 % (Chan et al., 2006; Trenczek et al., 1989).

Kunc et al. (2019) prokazali, Ze hladina vSech proteinti v hemolymf€ vcel byla vyrazné
zvySena v obdobi od fijna do bfezna — tedy u zimnich vcel, pficemz hodnoty pfesahovaly
50 mg-ml'. Je to rozdil oproti letnim v&elam, kdy se hodnota pohybovala okolo
30 mg ml!. Oproti letnim véelam dochazi u zimnich vé&el k tomu, Ze se hladina proteint
s vékem zvySuje, a tedy 1 hladina vitellogeninu, ktery plni funkci zasobni a antioxidacni.

Zimni vcely si museji zasobni ziviny nejdiive vytvorit a nadale je udrzovat.

2.2.3. Lipophorinovy systém a Apolipophoriny vcel
Lipophoriny lze popsat jako nekovalentni sestavu lipidi a proteint, z velké casti
usporadanou jako sférickou ¢astici. Jadro obsahuje hydrofobni molekuly lipidd, jako jsou
diacylglyceroly, uhlovodiky a karotenoidy (Van der Horst & Ryan, 2017).
Diacylglyceroly slouzi jako zdroj energie pro rizné tkané. Uhlovodiky se ukladaji na
kutikule, kde tvofi ochranu proti vysychani. Karotenoidy jsou pigmenty rostlinného
ptvodu, které jsou dulezité jako prekurzory dalSich pigmentt. Dalsi dalezitou lipidovou
slozkou lipophorinu jsou fosfolipidy (fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin) (Van der
Horst & Ryan, 2017). Lipophorin se v hemolymf¢ vcel vyskytuje povétsinou ve dvou
formach, a to jako lipophorin s vysokou hustou (HDLp) a lipophorin s nizkou hustotou
(LDLp). LDLp se od HDLp lisi hlavné tim, ze obsahuje vice lipidi (Kanost et al., 1990).

Lipophoriny v¢ely medonosné obsahuji dva integrované apolipophoriny (ApoLp-I
a ApoLpll) a mohou obsahovat vyménny protein (ApoLp-III) (Van der Horst &
Rodenburg, 2010). Apolipophorin I a Apolipophorin II je mozné jasné detekovat
a kvantifikovat pomoci SDS-PAGE na zaklad€ rozdilné hmotnosti: ApoLp-I (240 kDa)
a ApoLp-II (80 kDa) (Van der Horst & Rodenburg, 2010).

Je znamo, ze ApoLp-I a ApoLp-II jsou produktem stejného genu a ze oba proteiny
vznikaji posttranslacnim §tépenim jejich prekurzorového proteinu. Na spoleCném
prekurzorovém proteinu jsou usporadany tak, ze sekvence ApoLp-II je na N-konci a
ApoLp-I na C-konci (Van der Horst & Ryan, 2017).

Apolipophorin III (ApoLp-III) je nizkomolekularni vyménitelny apolipoprotein, ktery
existuje jak vazany, tak volny. Vazany na lipidy je v aktivni formé a dochazi k nému,
kdyz se ApoLp-III spoji s lipophoriny obohacenymi o lipidy. Nizka vnitini stabilita

ApoLp-III ve stavu bez lipidd pravdépodobné usnadiiuje jeho interakci s lipidovymi
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povrchy. Interakci slipidy podporuje také nizké pH prostredi, jelikoz je zvysena
ptitomnost hydrofobnich povrchti na ApoLp-III (Weers & Ryan, 2003).

ApoLp-III hraje ustfedni roli v prenosu neutralnich lipidd béhem letu hmyzu.
Uvolnovani adipokinetického hormonu (AKH) neurosekreCnimi butikami srde¢niho
téliska spousti v tukové tkani fadu intracelularnich signalnich d&ja, jejichz vysledkem je
pfeména uloZeného triacylglycerolu na diacylglycerol (DAG). DAG je pienasen
lipidovou prenosovou castici na HDLp. Obohaceni HDLp o DAG vyvolava spojeni s
ApoLp-III, ¢imz vznikd LDLp, vEétsi, méné husta Castice, ktera je obohacena o DAG
a ApoLp-III. LDLp putuje hemolymfou do letovych svald, kde je DAG hydrolyzovan na
volnou mastnou kyselinu a glycerol. HDLp a ApoLp-III se obnovuji v hemolymfé€, kde
mohou byt znovu pouzity pro dalsi cykly vychytavani DAG v tukovém télese a dodavani
do letového svalu (Obr. 6). Tento jedinecny lipoproteinovy kyvadlovy systém je
zodpovédny za ucinny transport lipidi z mista ulozeni do mista pouziti pfes hemolymfu,
¢imz poskytuje tkani letového svalu dostatek energie pro trvalou letovou aktivitu (Weers

& Ryan, 2003).

fat body

flight muscle

Obr. 6: Schéma lipoproteinového kyvadlového prenasece. Zasobni TAG jsou pfeménény na
DAG puisobenim AKH se ukladaji na jiz existujici ¢astice HDLp v hemolymf€. ZvySeny obsah
DAG v &asticich lipophorinu vyvolava vazbu ApoLp-IIL, ¢imz vznika LDLp. Castice LDLp
uvoliuji sviij naklad DAG v letovych svalech a vzniklé HDLp a ApoLp-III bez lipidi mohou byt
znovu pouzity pro dalsi cykly vychytavani a dodavani DAG. DAG je hydrolyzovan na volné
mastné¢ kyseliny (FFA) a intracelulami transport do mitochondrii usnadiiuje protein vazajici
mastné kyseliny (FABP) (Weers & Ryan, 2003).
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Na rozdil od sav¢iho lipoproteinu o nizké hustoté (LDL), ktery je do bunék pfijiman
endocytozou a je intracelularné hydrolyzovan, funguje ApoLp-III jako opakovatelné
pouzitelny transportér, ktery pfijima a odevzdava lipidy, aniz by se apolipophoriny
dostaly do buiiky nebo by byly zni¢eny (Kanost et al., 1990).

Kromé¢ ulohy v transportu lipida byla popsana také funkce ApoLp-IIl v imunitnich
reakcich hmyzu. ApoLp-III se vaze na PAMPs, coz jsou s patogeny asociované
molekularni vzory (napft. liposacharidy, kyselina lipoteichoova, houbovy B-1,3-glukan)
(Kim & Jin, 2015).

2.2 4. Transferin

Isani et al. (2023) pomoci SDS-PAGE vzorku hemolymfy vcely medonosné separovali
transferin (80 kDa), coz je hlavni transportni protein zeleza u vSech zivoCichu a jeden
z nejdulezitéjsich proteind podilejicich se na udrzovani homeostazy tohoto nezbytného
prvku. Primarni misto exprese transferinu u vcely medonosné je tukové télisko, kdy se
transferin podili na transportu Zeleza ze stfeva pravé do tukového téliska (Rodriguez-
Garcia et al., 2021).

Zelezo hraje nepostradatelnou roli v metabolickych procesech jako je dychani, tvorba
energie, regulace gent a biosyntéza DNA. U hmyzu se navic zelezo podili na tvorbé
kutikuly, hnédnuti, melanizaci a hojeni ran. Je ale také silnym toxinem, jelikoz ma
schopnost produkovat volné radikaly v pfitomnosti kysliku, a proto je jeho nadbytek
nezadouci. Nadbytek zeleza muze také napomoci §ifit onemocnéni zprostiedkované viry,
jelikoz usnadtiuje jejich replikaci. Praveé toxicky potencidl Zeleza podnitil organismy
k vyvoji strategie, ktera umoziuje zelezo transportovat, ale zabraiuje jeho hromadéni
v citlivych tkéanich (Geiser & Winzerling, 2012; Crichton et al., 2002).

Zelezo se také Giastni Fentonovy reakce, pii které vznika velmi reaktivni hydroxylovy
radikal: Fe** + H,0, — Fe’* + HO + OH . Regulace Zeleza je tedy nezbytna, aby se
tomuto a dalsim Skodlivym G¢inkim Zeleza zabranilo (Kim et al., 2008; Park et al., 2021).

VétSina hmyzu obsahuje transferiny se schopnosti vazat pouze jeden ion zeleza —
stejné tak u v€ely medonosné. Vyraznou vyjimkou je Blaberus discoidalis, coz je Svab
pochézejici ze Stiedni Ameriky, u kterého byly zjistény dvé funkéni mista pro vazbu
zeleza (Kucharski & Maleszka, 2003).

U savcu jsou transferiny produkovany v jatrech a nejhojnéji zastoupeny v krvi. Tvofi

stézejni roli v homeostaze zeleza a pii bunéném transportu. Ke vstiebavani zeleza
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dochazi prevazné ve strevnich epitelidlnich burikach dvanactniku a tenkého stfeva
(Rodriguez-Garcia et al., 2021).

Bylo pozorovano, ze ztrata funkce transferinu vede ke zvysené dostupnosti volného
zeleza, coz muze podporovat oxidacni stres (Martins et al., 2011) a vést k indukci béhem
bunécné smrti (Kim et al., 2008). Transferin je schopen vazat zelezo s vysokou afinitou
coz umoziuje udrzovat nizkou koncentraci volného zeleza v hemolymf€ a tim je omezena

dostupnost Zeleza pro invazivni patogeny (Rodriguez-Garcia et al., 2021).

2.2.5. Ostatni proteiny
Hemolymfa vc¢ely medonosné obsahuje kromé hlavnich vysSe zminénych proteint
mnohem vice proteind, jejichz poCet nebyl pfesné stanoven. Byly v ni identifikovany
nejriznéjsi enzymy, zejména ty, co se podileji na metabolismu sacharidi napf.
a-D-glukosidasa glukohydrolasa (a-glukosidasa, EC 3.2.1.20), (65 kDa). Dle
predpokladu se a-glukosidasa vztahuje k metabolismu hlavniho hemolymfatického
sacharidu — trehalose (Erban et al., 2013). Vyznamnymi enzymy hemolymfy jsou také
enzymy spadajici do tfidy fenoloxidas (PO, EC 1.14.18.1). V hemolymf¢ vcely
medonosné byla identifikovana podjednotka fenoloxidasy A3 (80 kDa) (Erban et al.,
2013). Fenoloxidasy jsou charakterizovany jako enzymy obsahujici méd’, s klicovou
aktivitou v reakénim fetézci vedoucim k syntéze melaninu. Mimo to bylo prokéazano, ze
se PO podileji pfedevsim na obrannych reakcich a hojeni ran. PO je syntetizovana volné
cirkulyjicimi hemocyty. Je syntetizovana jako neaktivni prekurzor profenoloxidasy
(ProPO), ktera jsou aktivovana v disledku poranéni nebo mikrobialni ¢i parazitarni
invaze endogennim systémem zahrnujici serinovou proteasu. Enzym se kromeé
hemolymfy nachazi také v kutikule, ktera obsahuje kaskadu pro aktivaci ProPO (Zufelato
et al., 2004). Glutathion-S-transferasa (GST, EC 2.5.1.18), (17 kDa) identifikovana
v hemolymfé vcely medonosné vykazuje aktivitu detoxifikacniho c¢inidla a jako
antioxidacni ochrana proti oxidacnimu stresu. (Erban et al., 2013).

Mezi ostatni proteiny muzeme zafadit také antimikrobialni peptidy (AMP), coz jsou
latky produkovany nejen vcelou medonosnou, ale také prakticky vSemi druhy pocinaje
rostlinami a konce ¢lovékem. AMP jsou produkovany jako obranny mechanismus proti
napadeni patogeny (bakterie, viry, houby a paraziti). Pfispivaji tedy k vrozené obrané
hostitele tim, ze likviduji cizorodé patogeny a zarovenl modifikuji imunitni funkce
hostitele. Ackoliv se AMP lisi svoji sekvenci a strukturou, vyznacuji se spole¢nymi rysy,

jako jsou: délka aminokyselinového fetézce 12-100 AMK, jsou amfifilni, maji nejméné
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dva kladné naboje (argininové nebo lysinové zbytky) a obsahuji dvé nebo vice
disulfidickych vazeb (Keitel et al., 2013). Kationtové AMP jsou pfitahovany zapornym
nabojem mikrobialni membrany a po samotném spojeni mohou membranu narusit nebo
po pruchodu membranou inhibovat intracelularni cile (Keitel et al., 2013). U vcely
medonosné jsou nejvyznamnéj§i AMP v hemolymfé¢ Apidaeciny (~ 25 kDa), Defensiny
(~ 5-10 kDa), Hymenoptacein (~ 10 kDa) a Abaecin (~ 4 kDa) (Danihlik et al., 2016).
Apidaeciny, které jsou 18-20 AMK dlouhé a bohaté na prolin se strukturné skladaji ze
dvou oblasti. Prvni je konzervovana (konstantni) oblast C-konce, ktera je zodpovédna za
obecnou antimikrobialni funkci a druha je N-koncova variabilni oblast, ktera nese
odpové&dnost za antibakterialni spektrum (L1 et al., 2006). Defensiny jsou na rozdil od
apidaecini bohaté na cystein a vyskytuji se ve dvou peptidovych formach — Defensin 1
je syntetizovan ve slinnych zlazach a Defensin 2, ktery je syntetizovan buiikami tukového
télesa a hemocyty. Defensiny disponuji Sirokym spektrem antimikrobidlni aktivity
(Ilyasov et al., 2012). Hymenoptaecin byl identifikovan jako 93 AMK dlouhy linearni
peptid a zafazen mezi peptidy bohaté na glycin. Hladina tohoto antimikrobialniho peptidu
se rychle zvySuje v reakci na infekci u dospélct i u nejmladsich jedinc. Mezi jeho Géinek
patii inhibice ristu G+ i G- bakterii (Casteels et al., 1993; Chan et al., 2006). Abaecin je
stejné jako Apideacin antimikrobialni peptid s vysokym obsahem prolinu, ktery vznika
ze svého prekurzoru Stépenim, jez byl identifikovan jak u dospélct, tak v hemolymfe
vCeliho plodu. Exprese a mnozstvi Abeacinu se rychle zvySuje v reakci na bakterialni
infekci a peptid je ucinny vuci G+ bakteriim (Casteels et al., 1990).

Dale byly také identifikovany hlavni proteiny matefi kaSicky (MRIJP) (~ 47-68 kDa),
které jsou povazovany za hlavni faktor pii vyvoji v¢elich matek. MRJP obsahuji velké
mnozstvi (82-90 %) aminokyselin nezbytnych pro vyzivu. Celkové bylo identifikovano
9 MRJP (Ramanathan et al., 2018). Proteiny matefi kaSicky jsou v této fazi kliCové pro
podporu vyvoje a imunitnich schopnosti. Pokles regulace MRJP po 3. dni pravdépodobné
souvisi s posuny v jejich potravnim systému, kdy prechazeji od mateti kasSicky k smési

v podobé roztoku medu, pylu a vody (Woltedji et al., 2013).

18



2.3. Proteinové zastoupeni napri¢ vyvojovymi stadii vcely
medonosné

Vela medonosna prochazi pred prechodem do stadia dospélce kompletni metamorfozou.
Stadium kukly zacina prevtélenim z posledniho larvalniho stadia, nékolik dni po uzavieni
plodové bunky. Délka vyvoje kazdé kasty (d€lnice, trubec, matka) se rizni a je
znazornéna na Obr. 7. Protoze se slozeni proteini hemolymfy vcely medonosné
v jednotlivych vyvojovych stadiich lisi, Ize je vyuzit ke zkoumani vyvojovych zmeén
a kastovnich rozdilti (Erban et al., 2016).

VYVOJOVA STADIA VCELIHO PLODU
DEN s.06.07.(8.[9.[10.]11.]12.{13.]14.]15.{16.]17
MATKA
ZEF S A 2 0
DELNICE
2.13.{4.|5.]6.] 1. [ 2
TRUBEC
2.3 4. [5.06.] 7. [ 1.

OTEVRENEHO sto¢ena larva - larvalni vyvoj ZAVICKOVANEHO predkukla - zacatek metamorfozy

FAZE q vajitko - embryonalni vyvoj FAZE vzpiimena larva - larva se zaprada do kokonu
RLODS ERODY kukla - pribeh a konec metamorfozy
bez znaku faze ristu a vyvoje | X ‘ faze svlékani | 7 ‘ zakukleni L ‘ lihnuti

Obr. 7: Diagramové znazornéni vyvojovych stadii véeliho plodu napfi¢ kastami. Pfevzato od
(Véely:  Vyvojova stadia vceltho plodu) https://cit.vfu.cz/nz/NHZ/anatomie%20vcel html
(28.11.2023).

Woltedji et al. (2013) méli jako hlavni cil své studie analyzovat zmény v proteomu
hemolymfy dé€lnic vC€ely medonosné, a to pii jejim piechodu ze stadia larvy do kukly.
Zjistili, ze v porovnani s kuklami systému je v hemolymf€ larvy siln€jsi exprese proteind,
které slouzi primarmé pro podporu rustu larvy a pro posileni nezralého imunitniho
systému (napf. zasobni proteiny, proteiny vazajici mastné kyseliny). Popsané
exprimované proteiny jsou pak zapojeny predev§im do metabolismu sacharidd, skladani
proteind, vyvoje a ukladani energie ve formé hexamerinti. V hemolymfé kukly je vétSina
téchto proteint snizena, ale nékteré nové rodiny proteinii se pfidavaji (napf. proteiny
souvisejici s metabolismem aminokyselin, nukleotidi a mastnych kyselin), jelikoz se
vCela pfipravuje na nekrmivou fazi kukly.

V nékolika stadiich vcely medonosné byla v hemolymf€ potvrzena piitomnost
proteini matefi kasicky (MRJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4, MRIJPS5) piicemzZ jejich
specificky vysoky vyskyt byl prokazan v hemolymf¢ mladych larev (mladsi nez 3 dny).

Mateti kasicka je husta, mlécné bila tekutina, kterou produkuji a vyucuji vceli délnice
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krmicky z hypofaryngealnich (hltanovych) zlaz. Mateti kaSicka je podavana po cely zivot
vCeli matce, ktera zije plodny zivot Ctyfi az pét let. Je tedy zfejmé, ze ma matefi kasicka
a potazmo jeji proteiny silny vliv na vyvoj, zrani a dlouhovékost (Ramanathan et al.,
2018; Kunc et al., 2019)

Erban et al. (2016) analyzovali proteiny v hemolymfe¢ kukly (vyvojové stadium kukly
s Cervenyma oc¢ima) a Cerstvé vylihlé delnice. Analyza byla provedena pomoci
dvojrozmérné elektroforézy a hmotnostni spektrometrie (MALDI TOF/TOF). Vysledky
ukdézaly kvalitativni zmény 1 kvantitativni zmény pii vylihnuti véely — v tento okamzik
obsahuje hemolymfa nizky pocet proteint, které byly pravdépodobné vyuzity béhem
obdobi lihnuti. Az prvni krmeni Cerstvé vylihlého jedince indukuje syntézu novych
proteini napiiklad zasobnich hexamerind, které nebyly v Cerstvé vylihnutém jedinci
identifikovany. V Cerstvé vylihnutém jedinci byla ale pfitomna vysoka hladina nékterych
proteinl jako je napfiklad glutathion-S-transferasa, coz svédci o piiprave jedince na nové
podnéty (stres z nového prostiedi nebo patogenu) po opusténi zavickovaného plastu,
ktery tvoii uzaviené prostredi.

Kunc et al. (2019) ve své studii méfili pomoci Bradfordovy metody celkovou
koncentraci proteini v hemolymfé vcCely medonosné napii¢ meésici v jednom roce
(konkrétné biezen 2017-zafi 2018). Na zacatku kazdého mesice bylo ze vcelstva
odebrano nahodné pfiblizné 150 vcel a byla jim odebrana hemolymfa. Dale se ve své
studii zabyvali konkrétné hladinou vitellogeninu, a to pomoci SDS PAGE a Western
blotu. Vysledky ukazaly, ze koncentrace veskerych proteini v hemolymfé se v letnich
obdobich (kratkovéka generace véel) pohybovala kolem 30 mg-ml™!. V zimnim obdobi
(dlouhoveéka generace vcel) se hladina proteinli vyrazné zvysila, a to na hodnotu
50 mg'ml!. S témito vysledky korelovala i hladina vitellogeninu, jehoz hladina byla
v zimnich mésicich zvy$ena (okolo 20 mg ml!), zatimco béhem letnich mésica byla
snizena (okolo 10 mg-ml™).

Isani et al. (2023) ve své studii tykajici se kvantitativni analyzy proteinti hemolymfy
vCely medonosné odebirali vzorky v prabéhu roku ze ¢tyt veelstev Italii. Méfili hladinu
celkovych proteini Bradfordovou metodou, kdy vysledky ukazaly, nejvyssi koncentraci
proteini ve vSech vcelstvech v listopadu (tedy u zimni generace vc€el, hladina nad
50 mg-ml™). Zajimavé bylo, Ze se u jednoho v¢elstva v kvétnu objevovala vyssi hladina

celkovych proteini (40 mg-ml™!, zbytek okolo 20 mg'ml!). Tento fakt byl nejspise

2

zpusoben tim, ze bylo okolni prosttedi velmi  bohaté na pyl.

Dale ve své studii separovali a identifikovali proteiny pomoci SDS-PAGE a pomoci
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hmotnostni spektrometrie (ESI-Q-TOF). Vysledky pomoci téchto metod ukazali dva
nejhojnéjsi proteiny — Apolipophorin (>200 kDa, 80 kDa a 21 kDa) a Vitellogenin
(180 kDa a 150 kDa). Dale byli schopni identifikovat Transferin (70 kDa) Hexamerin
70 a (67 kDa), prekurzor Fenoloxidasy (58 kDa) a hlavni protein matefi kaSicky
(MRIJP 1) (54 kDa).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.

3.1.1.

Material

Chemikalie

Akrylamid (AA) (Sigma-Aldrich, Némecko)

Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, Némecko)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad, USA)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad, USA)

Dithiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, Némecko)

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

Ethanol (Lach-Ner, Ceska republika)

1-fenyl-2-thiomocovina (PTU) (Sigma-Aldrich, Némecko)

Glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Glycin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Komer¢ni gel Mini-PROTEAN TGX s gradientem 4-20% (Bio-Rad, USA)
Kyselina fosfore¢na (Lach-ner, Ceska republika)

Kyselina octova (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina trifluoroctova (TFA) (odkud)

Marker molekulové hmotnosti (SigmaMarker™ wide range 6500-200 000 Da)
(Sigma-Aldrich, Némecko)

Methanol (Lach-Ner, Ceska republika)

n-butanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

N,N‘-methylen-bisakrylamid (BIS) (Sigma-Aldrich, Némecko)
N,N*-tetramethylendiamin (TEMED) (Carl Roth, Némecko)
Persiran amonny (APS) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (MP Biomedicals, Francie)

. Roztoky

Roztok kyseliny trifluoroctové (w/v) = 0,1 %
Zasobni roztok Coomassie Blue: 100 mg Coomassie Blue G-250 v 50 ml

methanolu a 100 ml 85% kyseliny fosfore¢né, doplnéno ddH>O na 200 ml
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e Akrylamid-N,N‘-methylbisakrylamid: 30% (w/v) akrylamid, 0,8% (w/v)
bisakrylamid ve vodé

e Pufr do déliciho gelu: 1,5 M Tris/HCI; pH 8,8

e Pufr do zaostfovaciho gelu: 0,5 M Tris/HCI; pH 6,8

e 10% (w/v) SDS

o 10% (w/v) APS

e Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris; 0,192 M glycin; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3

e 2 x vzorkovaci pufr dle Laemmliho: 0,125 M Tris/HCI; 4% (w/v) SDS; 20%
(w/v) glycerol; 0,2 M DTT; 0,02% (w/v) bromfenolova modf; pH 6,8

e Fixacni roztok: 10% (v/v) kyselina octova, 50% (v/v) methanol

e Barvici roztok Coomassie Brilliant Blue (CBB): 0,1 % (w/v) CBB R-250 v
15 % (v/v) kyselin€ octové a 45% (v/v) methanolu

e (QOdbarvovaci roztok pro barveni gelu CBB R-250: 10% (v/v) methanol, 2%

kyselina fosfore¢na

3.1.3. Biologicky material
Jako vstupni material pro experiment byla vyuzita hemolymfa v¢ely medonosné (Apis
mallifera), ktera byla odebirana ze zimnich vcel v fijnu roku 2023. V¢ely byly chovany
v laboratornich podminkach tak, ze byl do laboratofe pfinesen ramek se zavickovanym
plodem, ktery byl vlozen do inkubatoru (34,5 °C, vlhkost 60-70 %). Cerstvé vylihnuté
vCely byly odebrany do chovnych klicek a poté ponechany v inkubatoru po dobu jednoho,
dvou, tii, Sesti, osmi, dvanacti dni a krmeny pylovou ndhrazkou UltraBee a roztokem 50%
sacharosy. Po dosazeni daného véku byly vCely uspany pomoci CO; a byla jim odebrana
hemolymfa.

Hemolymfa byla odebrana uchycenim pomoci pinzety za hrudnik a malymi niizkami
byl ustfizen vcele zadeCek. Opatrnym stlaCenim hrudniku byla vytlacena hemolymfa
a odebrany 2 ul pomoci automatické pipety. Hemolymfa byla odebrana do zkumavky,
ktera obsahovala zrnko fenylthiomocoviny (PTU) pro inhibici fenoloxidasové reakce
hemolyfy. Do oznacenych 0,5 ml mikrozkumavek bylo pfidano co nejmensi mnozstvi
(zrnko) PTU v pevném stavu a nasledné 2 pl odebrané hemolymfy. Vzorky byly umistény
ihned na led a potom uchovavany v mrazaku pii -80 °C.

Seznam odebranych vzorkl pro analyzu je popsan v Tab. 1.
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Tab. 1: Seznam odebranych vzorki pro analyzu véetné data odbéru a staii véel.

Oznaceni vzorku Stari vCely v den odbéru Datum odbéru
Vzorek 1 0 den 02/10/23
Vzorek 2 1 dni 03/10/23
Vzorek 3 2 dny 05/10/23
Vzorek 4 3 dny 06/10/23
Vzorek 5 6 dni 09/10/23
Vzorek 6 8 dni 12/10/23
Vzorek 7 12 dni 16/10/23

3.1.4. Pristroje a pomiicky
e Analytické vahy Denver Summit (Denver Instrument, USA)
e Aparatura pro SDS-PAGE (Bio-Rad, USA)
e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
e Centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)
e Dokumentaéni systém pro gely Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)
e Magnetickd michacka Big Squid (IKA, Némecko)
e Mikrodesticka TPP (96 jamek) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Mikrodestickovy spektrofotometr PowerWave XS (BioTek Instruments, USA)
e Mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)
e Podlozka pro zobrazeni gelt White Tray (Bio-Rad, USA)
e Piedvazky (Ranwag, Ceska republika)
e Trepacka (BioSan, LotySsko)
e Vortex V-1 plus (BioSan, Loty§sko)
e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)
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3.2. Metody

3.2.1. Stanoveni koncentrace proteinii v hemolymfé¢ Bradfordovou

metodou

Koncentrace celkovych proteint ve vzorcich hemolymfy vcely medonosné byla
stanovena Bradfordovou metodou. Principem metody je urCeni nezndmé koncentrace
proteinll ve vzorku na zaklade€ rovnice linearni regrese, ktera vypliva z kalibra¢ni pfimky.
Kalibracni pfimka je dana pomérem absorbanci Asoo/A4so a znamych koncentraci
proteinovych standardi (BSA). V této metodé se vyuziva vazba barviva Coomassie
briliant blue G-250 na protein. Po pfidani CBB G-250 je koncentrace standardu pifimo
umeérna intenzit¢ modrého zbarveni roztoku. Absorpéni maximum tohoto roztoku
(komplex CBB G-250 a protein) je pii 595 nm. Pii méfeni pomeéru absorbanci Asoo/A4so
jde o linearizaci metody, diky které je stanoveni koncentrace presnéjsi (Bradford, 1976;
Zor & Selinger, 1996).

Nejprve byl pfipraven pracovni roztok Bradfordova Cinidla a zasobni roztok BSA. Pro
roztok Bradfordova ¢inidla byl nafedén zasobni roztok Coomassie Blue pomoci ddH20
v poméru 1:4. Zasobni roztok BSA o koncentraci 1000 ug ml! byl pfipraven rozpusténim
1 mg BSA v 1 ml ddH20. Z tohoto roztoku byly piipravené standardy kalibra¢ni fady
BSA o koncentracich 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 a 800 pg-ml!. Do jamek v 96
jamkové mikrotitra¢ni desticce bylo postupné napipetovano 45 pl ddH,O, 5 ul standardu
kalibra¢ni kfivky nebo 20x naredéného vzorku hemolymfy a 200 ul pracovniho roztoku
Bradfordova ¢inidla. VSe bylo pipetovano po fadcich v triplikatu. Jako blank bylo pouzito
50 wl ddH20 a 200 pl pracovniho roztoku Bradfordova cinidla.

Pred vlastnim méfenim byla desti¢ka piikryta vickem a nechala se 5 minut inkubovat
kvuli vyvinuti zbarveni. Absorbance byla zméfena na spektrofotometrickém readeru
Synergy H1 pfi vinové délce 450 a 590 nm. Data byla zobrazena v programu Gene5 3.06
(Biotek, USA).

Jelikoz méfeni kazdého vzorku probihalo v triplikatu, z hodnot absorbance byla
vypocitana primérna hodnota. Ta byla dosazena do grafu kalibra¢ni zavislosti a pouzita
pro vypocet celkovych proteini ve vzorku hemolymfy. Absorbance byla stanovena jako

pomeér vinovych délek Asoo/A4so.
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3.2.2. Zastoupeni proteini v hemolymfé v¢ely medonosné
Pro ziskani wucelenych informaci tykajicich se proteini v hemolymfé vcely
medonosné, byly nejprve zji§tény a nazvy konkrétnich proteina (Isani et al., 2023; Erban
et al., 2013; Takeda & Tufail, 2012). Nazvy byly zadany do vyhledavace UniProt
databaze dostupné na odkaze: https://www.uniprot.org (6. 4. 2024). Vysledky byly

filtrovany pro organismus vCely medonosné (Apis mellifera). Z databaze bylo zji§téno
tzv. UniProt Ccislo, které bylo zadano do webového zdroje Expasy, konkrétné
do tfadku pro urceni teoretické molekulové hmotnosti a izoelektrického bodu, dostupné

na odkaze: https://web.expasy.org/compute pi/ (6. 4. 2024).

3.2.3. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti

dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti detergentu dodecylsiranu
sodného je metoda, ktera slouzi k separaci, identifikaci polypeptidovych fetézcu a zjisténi
zdanlivé molekulové hmotnosti (MW) proteint a jejich podjednotek. MW Ize takto urcit
z migracni vzdalenosti proteinu, ktery se v polyakrylamidovém gelu separuje (Shapiro et

al., 1967).

3.2.3.1. Ptiprava vzorku

Nejprve byly vzorky hemolymfy fedény ve vodé tak, aby po aplikaci 10 pl vzorku do
jamky v polyakrylamidovém gelu bylo v jamce celkové mnozstvi 3 pg nebo 15 pg
proteind. Pro fedéni 3 pg/jamka byl celkovy objem fedéné hemolymfy 100 ul. Pro fedéni
15 pg/jamka byl celkovy objem fedéné hemolymfy 20 ul. Ke vzorku fedéné hemolymfy
byl pfidan stejny objem 2x vzorkovaciho pufru dle Laemmliho (100 pl fedéné hemolymfy
+ 100 pl vzorkovaciho pufru / 20 pul fedéné hemolymfy + 20 ul vzorkovaciho pufru).
Takto pfipraveny vzorek byl promichan na vortexu a zahiivan v inkubatoru pti 95 °C po
dobu 5 minut. Nasledné byl vzorek ochlazen v ledové lazni a centrifugovan na stolni

centrifuze po dobu 1 minuty.

3.2.3.2. Postup piipravy gelu a priubé¢h elektroforézy

Skla pro pripravu gelti byla diikladné odmasténa pomoci ethanolu. Skla byla umisténa do
drzaku pro ptipravu geld, mezi skla byly vlozeny plastové hiebinky a pomoci popisovace

byla vyznacena vzdalenost 1 cm od konce zubu hiebinku. Poté byly hiebinky odstranény.
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Do dvou oznacenych kadinek byly pfipraveny roztoky na délici a zaostfovaci gel

napipetovanim jednotlivych komponenti kromé APS dle nasledujici tabulky (Tab. 2).

Tab. 2: SloZeni déliciho a zaostfovaciho gelu. Objemy jsou uvedené v ml.

Typ gelu dd HO AA/Bis I,5’M 0,5M 10% TEMED APS
Tris/HCI Tris/HC1 SDS
10% délici 4.1 3,3 2.5 - 0,1 ml 0,01 0,1
4%
3,05 0,65 - 1,25 0,05 ml 0,01 0,1
zaostifovaci

Pridanim Cerstve piipraveného roztoku APS v objemu 0,1 ml do kadinky pro délici gel
byla zahajena polymerizacni reakce. Pripraveny gel byl po promichani na magnetické
michacce Big Squid (IKA, Némecko) rychle pfenesen pomoci Pasteurovy pipety do
prostoru mezi skla. Na povrch gelu byla nanesena tenka vrstva n-butanolu. Po zatuhnuti
déliciho gelu (cca 30 min) byla vrstva n-butanolu odstranéna, povrch gelu byl oplachnut
destilovanou vodou ze stiicky a vysusen filtracnim papirem. Stejnym zptsobem byl
pfipraven zaostfovaci gel, kterym byl pfevrstven ztuhly délici gel. Do zaostfovaciho gelu
byl ihned vlozeny 10 jamkovy hiebinek a gel opét piiblizn€ 30 min tuhnul.

Skla s pripravenymi gely byla vlozena do elektroforetické komurky a mezi skla byl
nalit elektrodovy pufr tak, aby pretekl do jamek gelu. Jamky byly proplachnuty a byly do
nich naneseny vzorky. Do jamek ¢. 1 a €. 10 byly automatickou pipetou aplikovany 3 pl
proteinového markeru (SigmaMarker™ wide range 6500-200 000 Da, Merck, USA). Do
vSech ostatnich jamek bylo pipetovano 10 ul vzorku (vzorky s obsahem 3 ug/jamka i
15 ug/jamka).

Do prostoru elektroforetické vany byl nalit elektrodovy pufr a cela komora byla
uzaviena vikem. Aparatura byla umisténa do lednicky a pfes viko napojena na zdroj
konstantniho napéti o hodnoté¢ 100 V. Jakmile doputovala zona bromfenolové modii,
ktera byla obsazena ve vzorkovacim pufru, na rozhrani zaostfovaciho a déliciho gelu,
bylo na zdroji zvySeno konstantni napéti na hodnotu 200 V. Po zhruba hodin€ doputovala
zona bromfenolové modii az témer na konec dolniho okraje skel. V tento okamzik byl
zdroj napéti vypnut a aparatura od n¢j byla odpojena. Elektrodovy pufr byl vylit a od skel
byly pomoci plastové Spachtle odstranény gely. Zaostfovaci gel byl odstranén do odpadu.

Délici gel byl pfemistén do plastové krabicky, kde byl promyt destilovanou vodou.

Dale byl k nému pfidan fixacni roztok na 30 min. Po dobu fixace byl gel umistén na
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ttepacku. Po fixaci byl fixa¢ni roztok odstranén a gel byl promyt destilovanou vodou.
Nasledovalo barveni pomoci koloidniho roztoku CBB G-250. Gel byl barven 1,5 hodiny
v krabi¢ce umisténé na tiepacce (12 rpm). Barvici roztok byl odstranén a gely byly
umistény do odbarvovaciho roztoku na 30 minut. Dokumentace gelti prob&hla pomoci
pristroje Gel Doc EZ Imager a nasledné zpracovana ve forme fotografii v programu Image
Lab. Dale byl pro zpracovani vysledkt vyuzit program Image J.

Stejny postup popsany vyse byl proveden 1 na komercnim gelu s gradientem (4-20%,
Bio-Rad, USA), kdy byly analyzovany vSechny vzorky (vzorky s obsahem 3 ug/jamka i
15 ug/jamka). Bylo vzdy aplikovano 10 ul vzorku, po zapojeni elektroforetické aparatury
na zdroj elektrického napéti probihala elektroforéza pti napéti 200 v 40 minut. Dale byl

postup stejny jako u piipravovanych gela.

3.2.4. Software Image J
Pro analyzu obrazki gelti byl pouzit program Image J, ktery umoziiuje méfit hustotu a
intenzitu banda.

Nejprve byl do programu nahran obrazek v souboru tif. Dale bylo provedeno
prevedeni obrazku do 8-bit formatu a do formatu s Cernym pozadim. Nasledovala korekce
pozadi, ktera umoznila zviditelnéni a presnéjsi urCovani bandid. Pomoci funkce
,rectangle” byla vybrana horizontalni linka jednotlivého proteinu (Obr. 8), ktera byla
analyzovana pomoci funkce ,,plot lanes“. Tato funkce vygenerovala profily jednotlivych
bandu.

Dale byla pouzita funkce ,,straight”, diky které byly oznaceny jednotlivé piky. Plocha
pikd byla zmétena pomoci funkce ,,wand“. Pouzitim funkce ,label peaks” bylo ziskano
oznaceni daného piku, jeho velikost a jeho velikost v procentech.

Ziskana data byla pfevedena do MS Excel, kde byl proveden vypocet relativni
hodnoty. Relativni hodnota byla vypocitana vzdy v ramci jedné horizontalni linie. Prvni
ziskana hodnota (v %) byla pouzita jako ,ukazatel, kterym byly vydéleny vsechny
ostatni hodnoty (v %) dané linie. Tim bylo vypocitano relativni mnozstvi stejného

proteinu pro kazdy vzorek.
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Obr. 8: Ukazka vybéru horizontalni linie daného proteinu (vyznaéeno zlut¢) v programu Image
J pomoci funkce ,rectangle®.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Stanoveni koncentrace proteini Bradfordovou metodou
Dle rovnice linearni regrese, ktera vyplyva z grafu kalibracni pfimky standardt
(koncentrace 100-800 pg-ml™!) (Obr. 9) byla stanovena koncentrace celkovych proteint

ve vzorcich hemolymfy v€ely medonosné.
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Obr. 9: Kalibracni pfimka standardu zavislosti poméru primémé hodnoty absorbance a
koncentrace.

Z rovnice linearni regrese byl stanoven obsah proteint ve vzorcich v¢eli hemolymfy
(Tab. 3). Mnozstvi proteinti (mg-ml!) detekované ve v&elach rizného stafi je znazornéno

graficky na Obr. 10.
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Tab. 3: Priméma absorbance a obsah proteint ve vzorku hemolymfy stanoveny na zaklad¢
rovnice lineami regrese standardi BSA. Obsah proteinii je uveden v pg-ml™.

Oznaceni Primérna Smérodatna  Obsah proteint
vzorku absorbance odchylka (nefedéno)
1 2,12 0,04 994931
2 228 0,18 11511,33
3 1,58 0,07 484717
4 1,53 0,09 433291
5 1,61 0,12 5144.,62
6 2,09 0,06 969374
7 1,69 0,03 5864,38
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Obr. 10: Celkova koncentrace proteint (mg-ml™) ve vzorcich hemolymfy véely medonosné pro
razné staré¢ vcely 0-12 dni (n=3). Priimérna koncentrace ve vSech vzorcich hemolymfy vcely
medonosné (7,33 mg-ml™) je znazornéna oranZovou piimkou.

Primérna naméfena koncentrace veskerych proteint ve vSech vzorcich hemolymfy
véely medonosné Cinila 7,33 mg ml!. Nejnizsi koncentrace 4,33 mg-ml! byla naméfena
u vzorku ¢&. 4 (staii 3 dny). Nejvyssi koncentrace 11,51 mg-ml™! byla naméfena u vzorku

C. 2 (stafi 1 den). Na Obr. 10 mizeme pozorovat nejprve vyssi hladiny koncentrace
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proteint (stafi 0 a 1 den), dale doslo ke snizeni hladiny koncentrace (2 dny, 3 dny a 6 dni),
nakonec doslo opét k ristu koncentrace proteint (8 dni).

Kunc et al. (2019) ve své studii uvadéji, ze se hladina proteint u generace zimnich vcel
pohybovala okolo 50 mg-ml!. U letni generace v¢el to bylo okolo 30 mg-ml!. Tento fakt
potvrzuje i Isani et al. (2023), kde se hladina celkovych proteini u zimnich vcel
pohybovala taktéZz okolo 50 mg-ml-!.

Laboratorni vCely pouzité v ramci této studie byly chovany v podzimnim obdobi,
koncentrace proteina by tedy méla odpovidat primérmné koncentraci proteini uvadéné pro
zimni v&ely (50 mg ml!). Primérna koncentrace protein stanovena v této studii vSak
byla témeéf 5x niz§i nez ve vySe zminénych studiich. Celkové mnozstvi proteini ve
vzorcich mohlo byt nizsi proto, ze vcely, ze kterych byla odebrana hemolymfa, byly
chované v laboratornich podminkach a krmeny pylovou ndhrazkou. Tim, ze se vcely
neucastnily pfirozenych potravnich letd, béhem kterych sbiraji pyl s rozlicnym
aminokyselinovym slozenim nemusely mit vhodnou stravu pro biosyntézu proteint. To,
ze umisténi vcel v pfirodé ovliviiuje koncentraci proteinli v hemolymf€ popisuji i
Isani et al. (2023), kde byla koncentrace proteinti v hemolymf€ vyrazné zvysena v mésici

kvétnu prave na v€elnicich umisténych v oblasti s vys§im poctem rostlin v okoli.
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4.2. Zastoupeni proteinii v hemolymfé véely medonosné
Zjisténé informace (nazev proteinu, UniProt ¢islo, teoretické hodnoty pro izoelektricky
bod a molekulova hmotnost) pomoci UniProt databaze a Expasy zdroje konkrétnich
proteint diive popsanych jako vyskytujicich se v hemolymfé¢ vcely medonosné (Isani et
al., 2023; Erban et al., 2013 Takeda & Tufail, 2012) jsou uvedeny v Tab. 4. Celkem bylo

teoreticky zpracovano 19 protein.

Tab. 4: Teoretické informace o proteinech, které byly dosud detekovany v hemolymf€ vcely
medonosné.

Nézev proteinu Uniprot ¢islo pl MW (kDa)
Abaecin P15450 10.45 3,879
Apidaecin Q8WSY8 10.95 23,176
Apolipophoriny AOATM7SQ18 8.64 374,247
Apolipophorin-IIT AOA8U1C068 5.45 19,447
Defensin 1 Q5J8R1 8.64 5,535
Defensin 2 Q5MQL3 8.27 9,782
Fenoloxidasa
Q86MV4 6.21 80,094
(podjednotka A3)
a-glukosidasa Q17058 5.05 63,759
Chitinase-like
protein Idgf4 AOATMT7M4R3 7,25 48,741
isoform X2
Hexamerin 70a AOASUOWQF3 6.45 79,192
Hexamerin 110 A7XZBI1 6.37 110,21
Hymenoptaecin Q10416 9.85 10,286
MRJP1 018330 5.03 46,860
MRJP2 077061 6.65 49,191
MRIJP3 Q17060 6.50 59,486
MRIJP4 Q17061 5.82 51,238
MRJP5 097432 5.95 68,432
Odorant binding Q9BMB3
‘ 6.36 14,112
protein
Transferin Q86PHO6 6.59 75,688
Vitellogenin Q868N5 6.29 199,405
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4.3. Separace proteini v hemolymfé vcely medonosné metodou

SDS-PAGE
Vysledky popisujici proteinovy profil hemolymfy vcely medonosné pii aplikaci 15 pg
proteint na jamku a 3 ug proteind na jamku pro vcely staré 0-3 dny jsou zobrazeny na

Obr. 11 a na Obr. 12 pro veely staré 6-12 dni.

DA 1b. .25 . 9b 3a..3b 4a 4b

783 kBa

135kDa
100 kDa

75 kDa
63 kDa

48kDa
35kDa
25kDa  —————"

20 kDa
17 kDa

Obr. 11: Proteinovy profil ve vzorcich fedéné hemolymfy detekovany metodou SDS-PAGE
s pouzitim 10% d¢liciho gelu a 4% zaostfovaciho gelu. Barveno koloidnim CBB G-250.
M - marker. la — vcela stafi 0 dni (3 pg proteint/jamka); 1b — vcela stafi 0 dni
(15 pg proteint/jamka); 2a — vcela stafi 1 den (3 pg proteini/jamka); 2b — véela stafi 1 den
(15 pg proteinu /jamka); 3a — véela stafi 2 dny (3 ug proteini/jamka); 3b — véela stafi 2 dny
(15 pg proteinu/jamka); 4a — véela stari 3 dny (3 ug proteini/jamka); 4b — vcela stafi 3 dny (15
ug proteint/jamka).

Dle Obr. 11 doslo k rozdéleni vzorki na jednotlivé proteiny. Ve vertikalnich liniich
s aplikovanymi 3 pg doslo k lepS§imu rozdéleni nez v liniich s aplikovanymi 15 pg, kde
byly jednotlivé bandy rozostiené a hiife identifikovatelné.

Ve vsech vzorcich doslo k rozdéleni na podobné bandy, u vzorki ¢. 3 (stafi 2 dny)
a C. 4 (stari 3 dny) lze pozorovat intenzivnéjsi a silnéjsi bandy v oblasti okolo 245 kDa.
Vevzorcich €. 1 a €. 2 1ze pozorovat naopak silnéjsi bandy v oblasti okolo 70 kDa. Obecné

1ze lepsi rozdéleni pozorovat u vzorki €. 3. a 4.

34



245 kDa
180 kDa
135kDa

100 kDa
75 kDa

63 kDa

48 kDa

35kDa

25 kDa
20 kDa
17 kDa

Obr. 12: Proteinovy profil ve vzorcich fedéné hemolymfy detekovany metodou SDS-PAGE
s pouzitim 10% d¢liciho gelu a 4% zaostfovaciho gelu. Barveno koloidnim CBB G-250.
M - marker. 5a — vcela stafi 6 dni (3 pg proteint/jamka); Sb — vcela stafi 6 dni
(15 pg proteint/jamka); 6a — vcela starfi 8 dni (3 ug proteintii/jamka); 6b — véela stari 8 dni
(15 pg proteinu /jamka); 7a — véela stafi 12 dni (3 pg proteint/jamka); 7b — véela stari 12 dni
(15 pg proteint/jamka).

Na Obr. 12 doslo k rozdéleni proteind na jednotlivé bandy ve vSech vzorcich podobné.
Jednozna¢né nejintenzivnéjsi bandy byly viditelné u vzorku €. 5, Ize tedy usoudit, zZe
vzorek €. 5 obsahoval nejvétsi mnozstvi proteind. U vzorku €. 6 lze ale ve srovnani se
vzorkem €. 5 vySSi obsah proteinu o MW 180 kDa, ktery pravdépodobné odpovida
proteinu vitellogeninu. U vzorku ¢. 7 lze pozorovat vyrazny pokles celkovych proteint,
protein o MW 180 kDa se ale stale vyskytoval ve vyssi koncentraci u vzorku ¢. 7 nez
uvzorku €. 5. Pro dalsi analyzy bylo na gely nanaseno 3 pg proteint na jamku, a to

z divodu lepsiho rozdéleni vzorka.
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4.4. Separace proteini v hemolymfé vcely medonosné na

komerc¢nim gradientovém gelu
Dale byl pro elektroforetickou separaci vyuzit komeréni gel Mini-PROTEAN TGX
s gradientem 4-20% (Bio-Rad, USA) (Obr. 13). Na gel byly nanaSeny vzorky (1-7, viz
Tab. 1) vzdy v koncentraci 3 ug proteint/jamka, jelikoz dochazelo dle pfedchozi analyzy
na pfipravovaném gelu k lepsi a rozliSitelngjsi separaci prav€ pii niz§Sim mnozstvi
proteini. Komeréni gel byl, byl dale podroben analyze pomoci programu Imagel

a MALDI-TOF analyze pro potvrzeni predikovaného zastoupeni (viz kap 4.2.).

— — —

—— 245 kDa

— 180 kDa
- 135 kDa
100 kDa

_ 75kDa

Obr. 13: Rozd¢leni proteinii ve vzorcich fedéné hemolymfy metodou SDS-PAGE s pouzitim
komeréniho gradientového gelu (4-20%). Barveno koloidnim CBB G-250. M - marker.
1 — v¢ela stari 0 dni (3 pg proteini/jamka); 2 — vcela stari 1 den (3 ug proteinu/jamka); 3 — véela
stafi 2 dny (3 pg proteinti/jamka); 4 — véela stafi 3 dny (3 ug proteint/jamka); 5 — véela stari 6
dni (3 pg proteini/jamka); 6 — véela stafi 8 dni (3 pg proteini/jamka); 7 — vcela stafi 12 dni (3 ug
proteinti/jamka).

Ve vétsine jamek doslo k rozdé€leni na priblizn€ 15 bandd. Diky pouziti komercniho
gelu bylo mozné jednotlivé bandy 1épe rozlisit ve srovnani s pfipravovanymi gely, kde
rozdéleni tak presné nebylo. Mezi jamkami lze pozorovat rizné intenzity a zmény
v zastoupeni danych proteini. Dle vypracované Tab. 4 s teoretickymi molekulovymi
hmotnostmi a literarni reSerSe na téma proteiny hemolymfy vcely medonosné byly
predikovany konkrétni proteiny na zaklade porovnani s markerem molekulové hmotnosti.

Ve vSech jamkach byl identifikovan band s piibliznou MW 245 kDa. Dle toho, ze se

jeto protein s nejvetsi MW lze usuzovat, ze se jedna o Apolipophoriny, které maji nejveétsi
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MW ze vSech dosud v hemolymf€ popsanych proteinti. Hodnota odectena z markeru, ale
nesouhlasi s teoretickou MW (okolo 300 kDa). Lze predpokladat, ze doslo k rozstépeni
Apolipophorinu na jeho fragment ApoLp-I s odhadovanou MW 240 kDa. Vsechny
vzorky vykazovaly velké identifikovatelné bandy, kromé vzorku €. 6 (8 dni steré vcely),
kde byl band Apolipophorinu uz§i v porovnani s ostatnimi vzorky.

Druhy identifikovatelny band pfitomny ve vSech jamkach meél pfibliznou MW
180 kDa. Pravdépodobné se jedna o fragment vitellogeninu, jehoz mnozstvi byla nejvyssi
u vcel starych 3, 8 a 12 dni (vzorky €. 4, €. 6 a ¢. 7). U vcel Cerstvé vylihlych a starych
1,2 a6 dni (vzorky €. 1, €. 2, €. 3 a . 5) byl pritomen ale bandy byly mnohem uzsi a tim
padem vzorky obsahovaly tohoto fragmentu vitellogeninu méné. Jelikoz se vitellogenin
vyskytuje v typickém dvojitém bandu jako fragment 180 kDa popsany viSe spolecné
s fragmentem o MW 150 kDa, byl v té€sné blizkosti 180 kDa fragmentu viditelny dalsi
band. Ten se podafilo identifkovat ve vSech vzorcich, ale s vyssi intenzitou ve vzorcich,
kde byla vyssi koncentrace fragmentu o MW 180 kDa (tedy vzorky ¢. 4, €. 6 a C. 7).

V jamkach €. 1 a €. 2 se oproti ostatnim jamkach jednoznacné nevyskytoval protein
s pribliznou MW 85 kDa. Jeho vyskyt byl prokazatelny az od vzorku €. 3 (vCely staré
2 dny). Dle uvedenych MW v Tab. 4 lze predpokladat, ze muze byt pfitomna
Fenoloxidasa (podjednotka A3), dle MW ale nelze jednoznacné¢ identifikovat.

V pasu molekulové hmotnosti kolem 80 kDa doslo ve vSech vzorcich k rozdéleni
proteint na dva bandy, vyjma u vcel starych 6 dnt (vzorek ¢. 5), kde doslo k rozdéleni
proteini na bandy tfi. V této oblasti by mohl byt pfitomen Hexamerin 70a a zaroverfi
1 Transferin, proto doslo nejspise k rozdéleni na dva odli§né bandy.

Dalsi viditelna horizontalni linka proteinti se pohybovala v oblasti okolo 55 kDa.
Tento protein byl identifikovan ve vSech jamkach, ale u vcel starych 4, 8 a 12 dni (vzorky
€. 4, ¢. 6ac. 7) byl doprovazen malo intenzivnim bandem proteinu nad, ktery u ostatnich
vzorkd nebyl pozorovan. Teoreticky by se mohlo jednat o proteiny patfici do skupiny
MRIJPs.

U vcel starych 3, 6,8 a 12 dni (vzorky €. 4, €. 5, €. 6 a €. 7) byly identifikovany proteiny
o piiblizné MW 30 kDa, které nebyly pfitomny v ostatnich vzorcich. Tento protein by
mohl nejblize odpovidat fragmentu III Apolipophorinu.

V oblasti MW 25 kDa - 11 kDa byly ve v§ech vzorcich identifikovany proteiny, které
lze na zakladé znalosti pfifadit k antimikrobialnim peptidim nebo odorant binding

proteintim.
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(Isani et al., 2023) ve své studii provadéli proteinovou separaci pomoci SDS-PAGE na
komer¢nim gradientovém gelu (4-12 %). Na gelu se jim separovalo zhruba 11 bandu.
Prvni band oznacili jako Apolipophoriny, jelikoz mél nejveétsi MW, stejné jako v této
studii. Dalsi dva identifikované proteiny byli Vitellogeniny (fragment 180 kDa
a 150 kDa). Na gelu se vyskytoval dvojity band, ktery je typicky pro Vitellogeniny
a podaril se identifikovat 1 v této studii. V oblasti MW okolo 65 kDa byly separovany tfi
bandy proteint, které byly oznaleny jako Hexamerin 70a, Transferin a ApoLp-III.
Hexamerin 70a a Transferin byli identifikovany 1 v této studii. ApoLp-III mé dle Tab. 4
teoretickou MW okolo 20 kDa, tudiz 1ze pfedpokladat jeho vyskyt na gelu nize. Dale se
na gelu vyskytovaly dva bandy s MW 50-60 kDa. Ty se vyskytovaly i v této studii a byly
zafazeny mezi proteiny patfici do skupiny MRPJs. Dale uz byly na gelu identifikovany
pouze proteiny s malou MW (okolo 15 kDa), které byly oznaceny jako odorant binding
proteiny. Tyto proteiny byly identifikovany 1 v této studii. Obecné lze fici, ze byly ve
studii (Isani et al., 2023) rozdé€leny proteiny na jednotlivé bandy velmi podobné, jako

v této studii. AvSak v této studii byly separovany jesté 4 bandy navic.
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4.5. Analyza bandi pomoci softwaru Image J a MALDI analyza
Pouziti softwaru Image J umoznilo identifikovat 15 bandid a tim tedy 15 proteint.
Vysledky z této analyzy jsou uvedeny v Tab. 5. Obrazek komer¢niho gelu s vyznacenymi

analyzovanymi horizontalnimi liniemi je zaznamenan na Obr. 14.
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Obr. 14: Obrazek komer¢niho gelu (Obr. 13) s vyznadenymi horizontalnimi liniemi (fimské
Cislice), které byly pouzity pro analyzu v softwaru Image J.

Software Image J jako konecna data poskytl procentualni zastoupeni proteinu v daném
bandu. Cim vyssi hodnoty &islo dosahovalo, tim vice proteinu bylo v dané jamce
ptitomno. Pro lepsi orientaci mezi Cisly byl pak proveden prepocet na relativni hustotu,
kde platila stejna umeéra — ¢im vyssi hodnota cisla, tim vy$si zastoupeni proteinu.

Pro ovéfeni identifikace proteinti byl gel na komer¢nim gradientu podroben analyze
pomoci metody MALDI-TOF na oddéleni proteinti a proteomiky katedry biochemie
prof. Mgr. Markem Sebelou, Dr. Analyzované bandy gelu jsou vyznadeny na Obr. 15,
vysledky z analyzy MALDI-TOF jsou zaznamenany v Tab. 6.
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Tab 5: Vysledky analyzy pomoci softwaru Image J. Rimské islice — oznageni horizontalni linky
zdroje dat na Obr. 14. % - procentualni mnozstvi proteinu v ramci horizontalni linie na gelu.
RD - relativni hustota (z angl. relative density). Modré oznaceni — nejvyssi relativni mnoZzstvi,
oranzové oznaceni — nejniz§i Mnozstvi.

Oznaceni Odhadovana Vzorek Vzorek Vzorek Vzorek Vzorek Vzorek Vzorek
velikost proteinu 1 2 3 4 5 6 7
% 22,85 12,56 19.73 14,65 8,51 13.81
I. >245 kDa
RD 1,00 0,55 0,86 0,64 0,37 0,60
% 15,91 13,97 1548 14,41 15,67 14,13
II. 245 kDa
RD 1,00 0,88 0,97 0,91 0,99 0,89
% 5,09 10,28 20,68 7.41 31,57 21,06
III. 180 kDa
RD 1,30 2,63 5,29 1,89 8,07 5,39
% 8.28 9,80 13,76 7,40 29,77 24,70
IV. 150 kDa
RD 1,00 1,18 1,66 0,89 3,59 2,98
% - - 20,01 25,17 15.57 26,16
V. 85kDa
RD - - 1,53 1,92 1,19 2,00
% 33,57 27,34 39,09 22.32 29.73 25,75
VL 79 kDa
RD 1,00 0,81 1,16 0,64 0,38 0,77
% 38,52 35,16 26,33 26,88 29.50 23,82
VII. 75 kDa
RD 1,00 0,91 0,68 0,70 0,77 0,62
% - - 10,93 20,66 19.69 31,75
VIII. 60 kDa
RD - - 1,00 1,89 1,80 2,9
% 8.46 14,45 19,11 18,23 14,57 18.6
IX. 55 kDa
RD 1,29 2,20 2,91 2,77 2,22 2,83
% - - - 24,00 22.39 32,31
X. 45 kDa
RD - - - 1,13 1,05 1,52
% - - - 27.81 21,20 33,77
XI. 36 kDa
RD - - - 1,00 0,76 1,21
% - - - 22.24 20,90 36,26
X1I. 30 kDa
RD - - - 1,00 0,93 1,63
% 8.85 18,62 17.35 14,81 12,69 21,24
X111. 26 kDa
RD 1,37 2,89 2,69 2,30 1,97 3,30
% 6,04 19.75 14,79 19.61 15,13 20,08
XIV. 11 kDa
RD 1,00 3,27 2.45 3,24 2,50 3,32
% 7.87 22,18 16,05 23,35 10,38 16,32
XV. <11 kDa
RD 2,04 5,75 4,16 6,06 2,69 4,23
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Obecné vyssi zastoupeni proteint vykazovaly vCely starSi. VEétsina nejzastoupen€jsich
proteinl byla pfitomna u vcel starSich 3 a vice dni. Celkem 6 proteinti bylo u v¢el starych
12 dni (vzorek €. 7) stanovenych jako nejzastoupenéj§i. Vymykala se ale naptiklad
skupina proteini s MW vétsi nez 245 kDa, MW 245 kDa a 75 kDa, kde bylo nejvyssi
zastoupeni danych proteini u Cerstvé vylihlych vcel (stafi O dni). Nejnizsi zastoupeni
proteint lze pozorovat u v¢el Cerstve vylihlych (stafi O dni) az po vcely staré dva dny, kde
se nachazela vétSina proteint s nejnizs§im zastoupenim. Velmi se ale vymykaji vCely staré
8 dni (vzorek €. 6), kde bylo identifikovano 5 proteint s nejnizsim zastoupenim.

Prvni analyzovana linie proteinu v software image J méla odhadovanou MW vétsi nez
245 kDa. Protein mél nejvyssi zastoupeni u Cerstvé vylihlych vcéel (0 dni; 28,87 %).
Nejnizsi zastoupeni proteinu bylo u vcel se staiim jednoho dne (7,9 %). MW druhého
analyzovaného proteinu se pohybovala okolo 240 kDa. Protein byl v nejvys§im
zastoupeni u vcel Cerstvé vylihlych (0 dni; 15,91 %), nejméné se vyskytoval u vCel starych
8 dni (10,45 %). Tteti analyzovany protein o MW 180 kDa byl pfitomen ve vSech
vzorcich. Nejvice zastoupeny byl u vcel starych 8 dni (31,57 %). Nejméné zastoupeny
byl u vcel Cerstvé vylihlych (0 dni; 3,91 %). Dalsi, ¢tvrty, protein MW 150 kDa byl
nejhojné&ji zastoupen u vcel starych 8 dni (29,77 %) a neyméné u vcel starych 1 den
(6,30 %). To témé&f kopiruje zastoupeni proteinu v analyzované linii III. Protein o MW
okolo 85 kDa byl identifikovan pouze u vzorka starSich dvou dn vCetné. Nejvyssi
zastoupeni mél u vcel starych 12 dni (26,16 %), nejnizsi zastoupeni mél u vcel starych
pravé dva dny (13,09 %). Sesty protein s MW piiblizné 79 kDa byl identifikovan ve viech
vzorcich. Nejvétsi mnozstvi proteinu bylo pfitomno u vcel se stafim dva dny (39,09 %).
Opacné tomu bylo u vcel se stafim 6 dni (22,21 %). V sedmé horizontalni linii byl
ptitomen protein s MW okolo 75 kDa, Nejvyss§i mnozstvi tohoto proteinu bylo u vcel
Cerstvé vylihlych (0 dni; 38,52 %). Nejméné proteinu obsahovaly vcely staré¢ dni 8
(19,8 %). Osmy protein byl zastoupen pouze u vcel starych dva dny a vice vCetné. MW
proteinu je 60 kDa. Nejvétsi mnozstvi proteinu bylo pfitomno u vcel starych 12 dni
(31,75 %). Naopak nejmensi mnozstvi proteinu bylo pfitomno u vcel se stafim dni 8
(16,97 %). Protein v poradi devaty s odhadovanou MW 55 kDa byl nejvice zastoupen
u vCel starych 3 dny (19,11 %). Nejnizsi mnozstvi proteinu vykazovaly Cerstvé vylihlé
vcely (0 dni; 6,57 %). Desaty protein byl zastoupen pouze u vzorkd vcel starych 3 dny
a starSich vCetné. Protein s pfibliznou MW 45 kDa byl v nejhojnéjsim mnozstvi u vcel
starych 12 dni, v nejniz§im mnozstvi u v€el starych 3 dny, tedy v prvnim identifikovaném

vzorku.
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Stejné jako predchozi byl dalsi protein identifikovan pouze u vzorkd se stafim 3 dny
a starSich. Protein mél ptfibliznou MW 36 kDa a jeho nejvyssi hladina byla stanovena ve
vzorku vcel starych 12 dni (33,77 %). Nejniz§i mnozstvi proteinu bylo stanoveno ve
vzorku vcely staré 8 dni (17,23 %). Protein o MW 30 kDa byl identifikovan stejné jako
dva predchozi proteiny u vCel starych 3 dny a starSich. Nejvyssi mnozstvi proteinu bylo
stanoveno ve vzorku vcel starych 12 dni (36,26 %). Nejniz§i mnozstvi proteinu bylo
stanoveno ve vzorku vcel starych dni 6 (20,6 %). Ttinacty protein identifikovan znovu
u vSech vzorkt véely medonosné. Nejhojnéji byl zastoupen u vzorku vcel starych dvanact
dni dny (21,24 %). Nejniz§i mnozstvi bylo zjiS§téno ve vzorku vcel Cerstvé vylihlych
(0 dni; 6,43 %). Predposledni protein, ktery mél MW okolo 11 kDa byl nejvice zastoupen
ve vzorku vel starych 12 dni (20,08 %). Nejméné ve vzorku vcel starych 1 den (4,61 %).
Posledni, patnacty protein s MW mensi nez 11 kDa byl identifikovany ve vSech vzorcich
vcel. Nejvy§si mnozstvi tohoto proteinu bylo identifikovano ve vzorku véel starych 8 dni
(23,35 %). Nejnizs§i mnozstvi vzorku bylo pfitomno u vcel Cerstvé vylihlych (0 dni;
3,86 %).
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Obr. 15: Vybrané bandy pro analyzu pomoci MALDI TOF. Rozd¢leni proteind ve vzorcich
fedéné hemolymfy metodou SDS-PAGE s pouzitim komercniho gradientového gelu (4-20%).
Barveno koloidnim CBB G-250. M — marker. 1 — v¢ela stari 0 dni (3 pg proteinu/jamka);
2 —v¢ela stari 1 den (3 pg proteini/jamka); 3 — véela stafi 2 dny (3 pg proteini/jamka); 4 — véela
stafi 3 dny (3 pg proteint/jamka); 5 — véela stafi 6 dni (3 ug proteinti/jamka); 6 — véela stari 8 dni
(3 ug proteint/jamka); 7 — v¢ela stafi 12 dni (3 pg proteinti/jamka).
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Tab. 6: Vysledky analyzy MALDI TOF. SV (skore vyhledavani)> 100 (jednoznacna identifikace,
zelend barva), SV> 70 (dostacujici skore identifikace, fialova barva), SV <70 (nizké skore
identifikace, Cerna).

Oznaceny Nazev proteinu ) Teoreticka
Uniprot Cislo SV
pas na gelu (angl.) MW (kDa)
1 Apolipophorins AOA7M7SQ18_APIME 376,809
2 Vitellogenin VIT_APIME 201,048
3 Vitellogenin VIT APIME 201,048
4 Vitellogenin VIT_APIME 201,048
S Alpha-glucosidase Q25BT7 APIME 66,568
5 Protein PFCO760c — \ ) A7M7ML16_APIME 59,6 56,422
1soform X1 —
6 Apolipophorins AOA7M7SQ18_APIME 376,809
6 Protein artichoke AOATM7IGY7_APIME 48 75,705
7 Hexamerin A5YVK7 APIME 81,460
7 Transferrin Q86PH6 APIME 65 78,657
8 Transferrin Q86PH6 APIME 78,657
8 Hexamerin A5YVK7 APIME 81,460
9 Phenoloxidase 8 0’094
sobumt A3 Q86MV4_APIME
9 Protein fumysoform 50 A7M7MLBI1_APIME 55 356,123
10 Chitinase-like protein 48.741
1dgf4 isoform X2 AOA7M7M4R3_APIME
10 Phenoloxidase Q86MV4_APIME 80,094
subunit A3
Cleavage stimulation
11 factor subunit 2 AOA7M7R7F2_APIME 49,2 48,137
1soform X1
Xaa-Pro _
12 aminopeptidase AOATM7L8X4 APIME 58,3 73,441
ApepP isoform X3
13 IRP30 AOA7M7RA20_APIME 60 30,421
14 Cytochrome c. testis-  » 7 17y 78 APIME 56 11,565
specific-like -
Eukaryotic _
15 translation initiation ~ AOA7M7GQQ5_APIME 58,4 119,181
factor 5B
16 Ferritin AOA7M7MU23_APIME 59 25,603
16 Ferritin AOATM7R7Z9 APIME 54 25,186
Odorant-binding
17 : AOASUOWQC3_APIME 63,2 15,201
protein 14 precursor
18 Odorant-binding A0ASUOWQC3 APIME 62 15,201
protein 14 precursor
19 OBP 13 AOA7M6UMI2_APIME 57 15,105
20 Hexamerin A5YVK7 APIME 81,460
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Pomoci MALDI analyzy byl se skorem vyssi, nez sto identifikovano 7 bandu. Jednalo
se o nasledujici proteiny: Apolipophoriny (oznaceni na Obr. 14 — 1), Vitellogenin (180
kDa; oznaceni na Obr. 14 —1I1.), Hexamerin (oznaceni na Obr. 14 — VIL.), A3 podjednotka
fenoloxidasy (oznaceni na Obr. 14 — VIL.) a ,,Chitinase-like protein Idgf4 isoform X2
(oznaceni na Obr. 14 — IX))

Se skore 70—100 byly identifikovany nasledujici proteiny: Vitellogenin (150 kDa),
a-glukosidasa, Transferin. Ostatni proteiny mély nizsi skore identifikovatelnosti, a tudiz
je nelze jednoznaéné urcit.

Erban et al. (2016) stanovili pomoci MALDI TOF z geli barvenych CBB protein
Idgf 4. Tento protein je povazovan za vyvojovy protein u larev, ale je pfitomen 1 u celého
zivotniho cyklu vcely medonosné, 1 presto, ze jsou jeho funkce neznamé.
V analyzovanych vzorcich se tento protein podafilo identifikovat. Na komercénim gelu
(Obr.15) byl protein oznacen Cislem 10 a mizeme ho pozorovat u vSech vzorkt. Tento
protein se podaftilo také identifikovat ve studii Isani et al. (2023). Na Obr. 14 byl tento
protein identifikovan v IX. linii a nejvice byl zastoupen u vcel starych 3 dny, nejnizsi
zastoupeni bylo u vcel Cerstvé vylihlych (stafi O dni).

Dalsim identifikovanym proteinem v této studii byl Hexamerin. Mél vysoké skore
identifikovatelnosti a jeho MW se pohybovala okolo 75 kDa. Pravé z MW muzeme
usoudit, ze se jednalo o Hexamerin 70a. Hexamerin 110 nebyl v hemolymf€, jak jsme jiz
predpokladali identifikovan, jelikoz neni z tukovych télisek do hemolymfy uvoliiovan.
Ke stejnym vysledkiim dosli i (Erban et al., 2016), kde pomoci analyzy objasiuji ze
Hexameriny 110, 70b a 70c jsou nezbytné pouze pro vcely ve stadiu larvy a kukly,
zatimco Hexamerin 70a zlistava piitomen ve vsech tfech stadiich. Hexamerin 70a byl
taktéz identifikovan ve studii Isani et al. (2023), ktefi také pozorovali nartst tohoto
proteinu u zimni generace v¢el. Na Obr. 14 byl Hexamerin identifikovan v linii VIL
Nejvyssi hladina Hexamerinu byla pfitomna ve vzorcich vcel Cerstvé vylihlych (stafi O
dni). Nejnizsi hladina byla pfitomna u vcel starych 8 dni.

Erban et al. (2016) identifikovali v hemolymfé vcely medonosné protein zvany
Ferritin. Ten naopak nebyl identifikovan v hemolymfé ve studii Isani et al. (2023).
Isani et al. (2023) naopak identifikovali Transferin, ktery ve studii Erban et al. (2016)
nebyl identifikovan. Ve vzorcich €. 1 — €. 7 byly v této praci identifikovany jak Ferritiny,
tak Transferiny. Ferritiny byly identifikovany jen s nizkou spolehlivosti, a proto by jejich
pfitomnost byla potfeba ovéfit pomoci dalSich metod (napt. LC-MS). Transferin byl

v ramci této studie v hemolymfé spolehlivé identifikovan v tésné blizkosti Hexamerinu
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70 a. Na Obr. 14 byl Ferritin identifikovan v linii XIII. Nejvyssi hladina byla stanovena
u vcel starych 12 dni. Nejméné Ferritinu bylo pfitomno u vcel starych 1 den. Transferin
byl na Obr. 14 identifikovan v linii v linii VI., nejvy§§i mnozstvi proteinu bylo pfitomno
u vCel starych 2 dny. Nejnizsi mnozstvi proteinu bylo pfitomno u vcel starych 3 dny.

S pomérné nizkym skore identifikovatelnosti byly v analyzovanych gelech pfitomny
odorant binding proteiny, konkrétné prekursory OBP-14. Na Obr. 14 byly identifikovany
v linii XIV., v této linii byli nejvice zastoupeny u vcel se stafim 12. dni. Nejméné byly
zastoupeny ve vzorcich vcel starych 2 dny. Studie Erban et al. (2016) je prokazala
v hemolymf€ délnic, kde byly hojné zastoupeny, a proto jsou povazovany za dulezité pii
jejich vyvoji. Z vysledku této studie 1ze usoudit, Ze jsou odorant binding proteiny dilezité,
jelikoz jejich mnozstvi v hemolymfé bylo pomérmé velké (nejvice kolem 23 %).

V hemolymf¢ v¢ely medonosné byl identifikovan také vitellogenin, a to konkrétné
fragmenty: 180 kDa a 150 kDa. Fragment o MW 40 kDa nebyl identifikovan. Ve stejném
usporadani byl pfitomen také v hemolymfé ve studii Isani et al. (2023). Na Obr. 14 byl
Vitellogenin identifikovan v linii IIT a IV. Linie III patfila fragmentu o MW 180 kDa, jez
byl nejhojnéji zastoupen v hemolymfé vcel starych 8 dni (31,57 %). Nejméné byl
zastoupen v hemolymfé€ vcel starych Cerstve vylihlych (0 dni). Linie IV patfila fragmentu
o MW 150 kDa, kdy bylo relativni zastoupeni velmi podobné. Nejvy$§§i mnozstvi
150 kDa Vg bylo zastoupeno u vcel starych 8 dni (29,77 %) a nejniz§i mnozstvi u vcel
starych jeden den.

Erban et al. (2016) prokazali v hemolymfé vcely medonosné Apolipophoriny,
Apolipophorin IIT a protein vazajici mastné kyseliny. Ve vzorcich €. 1 — ¢. 7 v této studii
byly identifikovany Apolipophoriny bez rozdéleni na ApoLp-I, ApoLp-II a ApoLp-III.
Isani et al. (2023) jednotlivé fragmenty dle metody MALDI identifikovali, ApoLp-I
v oblasti okolo 200 kDa, ApoLp-II v oblasti okolo 80 kDa a ApoLp-III v oblasti okolo
20 kDa.

V hemolymfé¢ vcéely medonosné byly v ramci této prace dale identifikovany a-
glukosidasa a podjednotka fenoloxidasy A3 stejné€ jako u Erban et al. (2013). Nepodaftilo
se ale identifikovat (GST), kterou Erban et al. (2013) identifikovali v oblasti 20 kDa.

Fenoloxidasa (podjednotka A3) je vyznamny protein, ktery se v této studii podatilo
identifikovat. Na Obr. 14 byl pfitomen ve spolecné linii s Hexamerinem 70a.
Fenoloxidasa byla identifikovana také ve studii Erban et al. (2013), ti ji povazuji za
dulezity protein u dlouhoveké generace vcel. To je potvrzeno i v této studii, kdy byla

Fenoloxidasa hojné zastoupena ve vsech vzorcich.
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5. ZAVER
Tato bakalaiska prace se vénuje proteinim v¢ely medonosné, jejich struktufe, funkci
a zastoupeni v hemolymf€ vCely medonosné. V teoretické Casti jsou shrnuty dosavadni
poznatky pravé o struktufe a funkcich jak nejzastoupenéjsSich proteind, tak u ostatnich,
mén¢ prozkoumanych proteinti. Posledni kapitola literarni reSerse je vénovana zastoupeni
proteina napfi¢ vyvojovymi stadii véely medonosné.

V praktické Casti byla nejprve stanovena koncentrace celkovych proteind ve vzorcich
hemolymfy vcely medonosné. Z téchto udaju byly vypocitany hodnoty pro aplikaci
vzorku na gel. Na gelu probirala separace hemolymfy pomoci SDS-PAGE elektroforézy.
Po optimalizaci mnozstvi vzorku (3 pg proteint na jamku) byl vyuzit komercni gel
s gradientem, ktery byl po prob&hnuté elektroforéze podroben analyze MALDI TOF.

V hemolymf¢ véely medonosné byly identifikovany ¢tyfi hlavni proteiny: Hexamerin,
Transferrin, Vitellogenin a Apolipophoriny, u kterych byla az na Apolipophoriny
potvrzena predikovana teoreticka molekulova hmotnost. Proteiny byly pfitomny ve vSech
vzorcich véely medonosné a mohou byt tedy oznaceny jako kliové pro spravny vyvoj
a zivot tohoto hmyzu. Tim byly potvrzeny 1 pfedchozi studie zabyvajici se touto
problematikou. Na komer¢nim gelu bylo identifikovano celkem 15 proteini. Pomoci
MALDI-TOF analyzy bylo sjednoznaénym skore identifikovatelnosti prokézano
5 proteini  (Apolipophoriny, fragment Vitellogeninu 180 kDa, Hexamerin,
A3 podjednotka fenoloxidasy a ,Chitinase-like protein Idgf4 isoform X2%).
S dostate€nym skore identifikovatelnosti byly prokazany 3 proteiny (fragment
Vitellogeninu 150 kDa, Transferin a o — glukosidasa) a proteini s nizkym skore
identifikovatelnosti bylo 11. Celkem bylo tedy pomoci MALDI-TOF analyzy
identifikovano 20 proteint. Zastoupeni jednotlivych proteini bylo relativné
kvantifikovano pomoci softwaru Image. U kazdého proteinu byl urCen vzorek
s nejvySSim a nejniz§im mnozstvim sledovanych proteinti. Obecné vySsi zastoupeni
proteini vykazovaly vcely starSi. VétSina nejzastoupenéjSich proteina byla pfitomna u
vcel starSich 3 a vice dni. Nejniz§i zastoupeni proteina lze pozorovat u vcel Cerstvé
vylihlych (stafi O dni) az po vcely staré dva dny, kde se nachazi vétSina proteind
s nejniz§im zastoupenim.

Proteiny s nizkym skore identifikovatelnosti, by do budoucna bylo dobré vice

prozkoumat a pospat jejich roli a vliv na organismus véely medonosné.
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Pro ovéfeni zastoupeni proteint s nizkym skore identifikovatelnosti by bylo vhodné
vyuzit kapalinovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii (LC-MS), ktera by
presnéji identifikovala jednotlivé proteiny.

Celkové by mohly byt dal§i prace zaméfeny na zkoumani hladiny a zastoupeni
proteinll u rizn€ infikovanych vcel, kdy by proteiny mohly slouzit jako markery vcelich

onemocnéni.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA/BIS
AKH
AMK
APS
BSA
CBB
DAG
DNA
EC
LC-MS
MALDI TOF

MRIJPs

MS

MW

RD

SDS
SDS-PAGE
TEMED
Vg

Vg-like
vWFD

akrylamid/N,N*‘-mehylenbisakrylamid

adipokineticky hormon

aminokyselina

peroxosiran amonny

hovézi sérovy albumin

Coomassie Brilliant Blue

diacylglyceroly

deoxyribonukleova kyselina

numerické klasifikacni schéma pro enzymy

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
matrici asistovana laserova desorpce/ionizace s detektorem doby
letu

hlavni proteiny matefi kacicky z angl. Major royal jelly proteins
hmotnostni spektrometrie

molekulova hmotnost z angl. molecular weight

relativni hustota z angl. relative density

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
N, N,N',N'-tetramethylethan-1,2-diamin

vitellogenin

vitellogeninu podobné proteiny

von Willebrandtv faktor, typ D

56



