JTHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Obranné reakce véel vii¢i prirodnim toxinim

DIPLOMOVA PRACE

Autor: Be. Klara Kainzova
Vedouci prace: prof. RNDr. Dalibor Kodrik, CSc.

Misto a rok vydani: Ceské Budgjovice, 2023



Kainzova, K., 2023: Obranné reakce vcCel vuci piirodnim toxinim. [Bee defense responses to
natural toxins. Master thesis, in Czech] — 40. p., Faculty of Science, University of South

Bohemia, Ceské Budgjovice, Czech Republic.

ANNOTATION

The aim of this master thesis was to describe the effect of honeybee venom on several
physiological characteristics in the honeybees Apis mellifera themselves. They included the
expression and level of vitellogenin in selected organs, AKHs production in CNS, level of
dopamine in brain, fat body and Malpighian tubules, oxidative stress (the activity of catalase)
and the structure of thoracic muscles in workers and drones. Results showed that the bee venom
did not change the AKH level in CNS. However, the envenomation decreased the expression
of vitellogenin in fat body, as well as the level of vitellogenin proteins both in fat body and
haemolymph. Catalase activity was increased in the gut of workers but decreased in the gut of
drones. The venoms application slightly increased dopamine levels in the fat body, brain and
Malpighian tubules, but only in the fat body the rise was significant. Honeybee venom damaged
the structures of myofibrils and mitochondria in the thoracic muscles of workers, however, co-
application of the venom with AKH generally abolished this effect; situation in drones remains

unknown.
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1 Uvod

1.1 Pfirodni zivocisné jedy

Ptirodni jedy Zivocicht fadime mezi chemické latky, které mohou puasobit velice nepifiznivé na
jiné organismy a zpusobit jim zavazna poskozeni anebo dokonce smrt. Tyto latky jsou
produkované pievazné ve specialnich zlazach a jejich tloha je velice jednoducha: slouzi totiz
predevsim jako chemicka zbran k obrané proti predatorim anebo k samotné predaci. Pokud
jsou jedy aktivné syntetizovany samotnym zivoc¢ichem, mluvime o primarni jedovatosti. O
sekundarni jedovatosti mluvime v ptipadé, kdy zivocich ziskava a shromazd’uje jedy z potravy
(Hrdina, 2004).

Zivotisnych jedd existuje v piirodé cel4 fada, lisi se slozenim i finalnim u&inkem na ob&t a
nékteré z nich mohou mit prospésné vyuziti pro ¢lovéka (Patocka, 2004). Mezi hmyzem jsou
jedy pomérné bézné u fady zastupci blanoktidlych (Hymenoptera), kam patii i vcela
medonosna (Apis mellifera). Uginek hlavnich toxind vé&eliho jedu je dobfe prostudovan, ale
fada detailt, stejné tak jako funkce minoritnich toxint jedu, ziistavaji neznamé. Proto je velmi

zadouci vceli jed nadale zkoumat.
1.1.1 Vc¢eli zihadlo — anatomie a mechanismus bodnuti

Veli jed je produkovan v zihadlovém aparatu, ktery se nachazi jen u délnic a kraloven, trubci
ho nemaji. Dé€lnice pouzivaji zihadlo predevsim k obrané sebe anebo svého ulu, pfipadné
k utokiim na jiné vcely ¢i jiné zivoCichy.

Pfi samotném bodnuti vCela stahne zadeCek dolt, vysune Zihadlo a jeho bodlo, tvofené dvéma
zihadlovymi Stétinkami, zapichne do napadeného organismu. Dulezitou Casti zihadla jsou
vratizoubky, které se zachyti v obéti a pifi klouzavém pohybu pronikaji hloubéji do tkané.
(Vesely a kol., 2003). Nicméné vratizoubky brani také vytazeni zihadla po vbodnuti; pokud se
o to vcCela snazi, tak dojde k vytrzeni zihadlového aparatu spolu se zadeCkovou ¢asti a vCela
zahyne. ZadeCkova Cast obsahuje ganglium, které zistava funk¢ni i po odtrzeni od téla a fidi
dale svaly, které pumpuji jed do rany jesté nékolik minut poté. K vytrzeni zadeckové Casti
dochazi ale jen v pfipad€, ze v¢ela bodne savce anebo ptaka, kdyz bodne jiny hmyz, tak Ize
zihadlo vytdhnout a vCela preziva. Je to zapficinéno stavbou hmyziho integumentu (Bogdanov,
2016; Weyda a Kodrik., 2020). Pfesna anatomie zihadlového aparatu je popsana na obr. 1 viz

nize.
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Obr. 1. Struktura zihadlového aparat. Pfevzato a upraveno podle Spurné¢ho, 2021

1.1.2 Vc¢eli jed

Veli jed predstavuje bezbarvou kapalinu s hotkou chuti a charakteristickym aroma. Je tvoren
v jedové zlaze (obr. 1). Jedova Zlaza funguje ihned po vylihnuti imaga, aviak k maximalnimu
naplnéni jedového vacku dochazi az ve véku 14-20 dni (Kamler a kol., 1998). Béhem zivota
veely je jed uchovavan v jedovém vacku, ktery se nachazi v zadeCkové casti téla vcely.
V tomto vacku se obvykle nachazi 0,1-0,3 mg surového jedu. Pfesné mnozstvi z4visi na stafi
vCely, obsahu bilkovin v potravé, a také klimatickych podminkéach a rocnim obdobi (Demeter,
2021). Obecneé vcela pouziva svij jed k obran€ proti svym predatorim, véetné hmyzich, ale i
proti jedincim svého vlastniho druhu. Jedova Zlaza je pfitomna jak u délnic, tak i u kraloven.
Nicméné kralovny maji anatomicky vétsi jedové zlazy, aby produkovaly vice jedu. Na rozdil
od délnic kralovny nepouzivaji sviij jed na obranu cel€é kolonie, ale na svoji vlastni obranu a na
boj s jinou kralovnou, a to kratce po vylihnuti imaga (Kato, 1994). Samotny jed vceli kralovny
je smrtelngjsi pro jiné vcely, nez jed délnic (Collison, 2015). Vceli jed je stale predmétem
vyzkumu, studuje se jeho potencial v 1éEb€ ruznych onemocnéni, vcetné rakoviny,

neurologickych onemocnéni a autoimunitnich chorob (Demeter, 2021) (viz také nize).
1.1.2.1 Slozeni vceliho jedu a jeho vliv na organismus

Vceli jed je, podobné jako jedy ostatnich zivoCichli, komplexni smési nékolika desitek
biologicky aktivnich latek, které jsou rozpustné ve vodném roztoku. Susina ¢ini v tomto roztoku
zhruba 30 %. Melitin je nejdulezitéjsi slozkou véeliho jedu a tvori zhruba polovinu celkové

hmotnosti susiny. Chemicky je to peptid o 26 aminokyselinach (Vesely a kol., 2003), ktery



vznika béhem slozitého procesu z prekurzoru promelitinu (Habermann, 2011). Dalsi dulezitou
slozkou je apamin, coz je polypeptid, ktery je slozen z 18 aminokyselin. Tento neurotoxicky
peptid je schopen prochazet hematoencefalickou bariérou, kde pusobi jako alostericky inhibitor
vapenatych iontt aktivovanych draselnymi kanaly (Lamy a kol., 2010; Pease a Wemmer a kol.,
1988). Dalsi dulezitou soucasti je degranulacni peptid zirnych bunék, ktery je tvofen 22
aminokyselinami, 10 aminokyselin je bazickych (Kumar a kol., 1988), coz hraje dilezitou roli
pfi stimulaci histaminu z zirnych bunék (Ziai a kol., 1990). Jednim z potencialnich zptsobt
stimulace histamu je schopnost napodobit specifickou sekvenci aminokyselin v konstantni
doméné tézkého tetézce imunoglobulinu E, coz indukuje degranulaci zirnych bunek (Jasani a
kol., 1979). V neposledni fadé je ve vEelim jedu obsazen MCD (mast cell degranulating) peptid
nebo minimim. Dal$i latky, jako naptiklad histamin, dopamin nebo noradrenalin, jsou obsazeny
pouze ve stopovém mnozstvi. VEeli jed obsahuje také vitellogenin, ktery ziejme stimuluje jeho
alergické vlastnosti (Salmela a kol., 2015).

Hlavnimi symptomy ucinku vceliho jedu je bolest, svédéni, z€ervenani a otok v misté vpichu
zihadla. To je zptisobeno u¢inkem pfitomnych toxint. Hlavnim mechanismem jedu je poruseni
bunécnych membran, coz je zpusobeno melitinem a fosfolipazami. Takovéto naruseni vede k
vyliti obsahu bunék a k jejich nasledné apoptdze. Tento proces je také stimulovan enzymem
hyaluronidazou, ktery rozklada jednotlivé spoje mezi buiikami, coz umoziiuje jedu rychleji
pronikat do tkani a dosahovat hloubé&ji az k cévam. Dulezitou roli hraji také biogenni aminy,
jako je dopamin a noradrenalin, které stimuluji srdecni ¢innost a pomahaji transportovat jed po
celém téle obéti. Citlivost tkani na vceli jed je zvySena serotoninem. Dalsi dalezitou slozkou
je histamin, ktery je jednak obsazen v jedu a jednak se uvoliiuje poskozenymi tkanémi. Je
zodpovédny za zCervenani a otok v misté vpichu, zvySuje propustnost kapilar, stimuluje zanét
a spousti dalsi imunitni reakce a mize vyustit az v anafylakticky Sok (Bogdanov, 2016; Hossen,
2017). Mechanismus vyvolani anafylaktického Soku je zptisoben také vlivem degranulacniho
peptidu zirnych bunék. Tento peptid je schopen pii nizkych davkach vyvolat anafylaktoidni
reakci, kdy dochazi ke vzniku lokalnich otoku, dilataci krevnich kapilar a kontrakcim hladké
svaloviny, kterou jsou zptusobené mediatory, naptiklad histaminem, viz vySe. Naopak vysoka
koncentrace tohoto peptidu vede k opacnému uc¢inku — inhibice degranulace zirnych bun¢k, coz
muze byt pouZzito v terapeutickych metodach jako antialergicka molekula (Hanson a kol.,
1974).

Vceli jed obecné a jednotlivé slozky v ném obsazené jsou velmi efektivni 1 na lidsky

organismus. I jediné bodnuti mize vést k vyvolani vyse zminénych piiznakl, nicméné zdravy



dospély Clovek prezije i né€kolik stovek vcelich bodnuti. Pasobeni jednotlivych slozek
obsazenych ve vcelim jedu je v téle obéti vzajemné propojeno, a tak se jednotlivé slozky

navzajem stimuluji, coz vede ke zvySené ucinnosti jedu.
1.1.2.2 Vitellogenin

Jak je jiz vySe uvedeno, vceli jed obsahuje 1 malé mnozstvi vitellogeninu. Funkce vitellogeninu
ve vcelim jedu neni pfesné znama, nicméné skupina Blank a kol. (2013) navrhli, ze by mohl
spoustét a stimulovat alergické reakce v téle obéti. Dale bylo zjisténo, ze mnozstvi vitellogeninu
kolisa béhem roku.

V toxinech jinych skupin blanokiidlého hmyzu nebyla prokézana piitomnost vitellogeninu.
Nicméné nekteré prekurzory vitellogenint a jim podobnym proteinim se nachazeji u nékterych
vosicek (Chai a kol., 2018; Park a kol., 2010).

VétSina zivocicht pouziva vitellogenin jako zakladni stavebni jednotku proteint, které tvofi
zloutek vajicka, ani u hmyzu tomu neni jinak. Hmyzi vitellogeniny jsou glyko-lipo-
fosfoproteiny (Chapman,1998), o pfiblizné molekulové hmotnosti 210 az 650 kDa. Vétsina
skupin hmyzu tvoii své vitellogeniny v tukovém télese, konkrétn€ v trofocytech. Tukové téleso
se velice podoba jatrim u obratlovcd. Hlavni roli hraji vitellogeniny v procesu zvaném
vitellogeneze, pii tomto procesu dochazi k prenosu potiebnych zivin, energie do vajecnikti nebo
do jinych potiebnych ¢asti organismu, v podobé zloutku. Trofocyty béhem vitellogeneze
prochazi dilezitymi zménami, aby doslo k preméné téchto skladovacich bunék na ty
specializované s vysokou produkci proteind. Tuto transformaci mizeme rozd€lit na dvé faze —
previtelogeninova a vitellogeninova. Pti prvni fazi dochéazi ke zvétSovani bunék a Golgiho
aparatu a také k proliferaci ribozom{, v druhé fazi se stava produkce proteina prioritou. Po
vytvoreni zakladnich proteinti dochazi k jejich fosforylaci, anebo glykosylaci a pridaji se k nim
také tukové slozky. Takto upravené se posléze pomoci hemolymfy transportuji do cilovych
tkani.

1.1.2.3 Role vitellogeninu v obrannych a imunitnich reakcich hmyzu proti patogeniim,

bakteriim, vliv na oxidacni stres

Vitellogenin vsak nehraje roli pouze pfi tvorbé vaje¢ného zloutku, ale také aktivuje imunitni
reakce. Skupiné Singh a kol. (2013) se podarila dokazat velice silnéd antibakterialni odpovéd
vitellogeninu proti gramnegativnim a grampozitivnim bakteriim, tato studie byla provedena na

vCele medonosné a na bourci morusSovém (Bombyx mori). Velice zajimavym poznatkem je



skutecnost, ze je vitellogenin aktivni proti bakterii Paenibacilus larvae (Salmela a kol., 2015),
ktera zpusobuje jednu z nejzavaznéjSich nemoci vcel — vEeli mor.

Reaktivni formy kyslikii (ROS) jsou nevyhnutelnymi produkty aerobniho metabolismu u
zivocichu a podileji se na nékterych fyziologickych procesech — obrana proti bakteriim (Cremer
a kol., 2007). Reaktivni kyslikové radikaly jsou tvofeny riznymi zdroji, tyto zdroje 1ze rozdélit
na endogenni a exogenni. Mezi exogenni pii¢iny fadime napf. zménu teploty, plisobeni
ioniza¢niho a UV zafeni (Lushchak, 2011). Dale se predpoklada, ze jsou ROS produkovany
také po enviromentalni kontaminaci riznymi insekticidy a herbicidy (Kodrik a kol., 2015). Do
skupiny endogennich pfi¢in fadime zménu elektroni v elektron-transportnim fetézci
(endoplazmatické retikulum anebo mitochondrie). V neposledni fadé produkci ROS vyvolavaji
néktera xenobiotika (Lushchak. 2011).

Velice dulezita je rovnovaha mezi produkci a eliminaci ROS, pokud dojde k vyssi produkci
ROS, nez je organismus schopny zvladnout, za¢nou se u bunék objevovat znamky oxida¢niho
stresu. Naptiklad u hmyzu se kyslik pfenasi pfimo do tkéani difuzi a béhem svého zivota je velice
aktivni v aerobnich cinnostech, pii kterych dochazi ke tvorbé velkého mnozstvi ROS
(Fridovich, 1978), které neni jiz organismus schopny zvladat. Oxidacni stres pusobi na
biologicky aktivni molekuly. Tato skuteCnost vede k jejich oxidaci, a tim padem k jejich
poskozeni a ke ztraté funkce biomakromolekul (lipidy, proteiny, nukleové kyseliny) (Beckman
a Ames, 1998). Proto se béhem evoluce vyvinuly rizné obranné mechanismy, které zahrnovaly
enzymatické, anebo neenzymatické strategie (Fridovich, 1978). U hmyzu jsou tyto obranné
mechanismy velice Casto regulovany adipokinetickymi hormony (Bednafova a kol., 2013;
Kodrik a kol., 2015). Nicméné vysoka aktivita antioxidacniho systému vede k odstranéni
nadbytecného mnozstvi ROS, coz muze vést ke zhorSené funkci nekterych signalizacnich
procest (Baltacioglu a kol., 2008). Testy pfeziti po paraquatu pii pouziti linie vg+ a vg-
s vypnutym genem pro vitellogenin dokazaly, ze aktivita genu pro vitellogenin ma vliv na
odolnost d€lnic na oxidacni stres (Amdam a kol., 2005). Ve studii skupiny Havukainen a kol.
(2013) bylo prokazano, ze bunky obsahujici vitellogenin maji vyssi odolnost viici oxidacnimu

stresu, ktery byl zptsoben peroxidem vodiku.
1.1.3 Klinické vyuziti v€eliho jedu

V¢elim jedem a jeho praktickym vyuzitim proti riznym chorobam ¢i v prevenci se zabyvaji
védct jiz spoustu let a v mnoha studiich je pozitivni G¢inek jedu dokazan.
V prvni fade se dnes vceli jed pouziva ke specifické alergenové imunoterapii. Tato terapie je

velice ucinnou lécbou, ktera se snazi zabranit zavaznym staviim zplisobenych alergickou reakci
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pii opakovaném setkani s alergenem (vCelim jedem) (Golden, 2005). Specificka alergenova
imunoterapie spoc¢iva v dlouhodobém podani v¢eliho jedu a jeho zvysujicich se davek, coz vede
ke zmirnéni projevi nebo k uplnému vymizeni alergické reakce u senzibilniho jedince (Durham
a kol., 1999).

U vceliho jedu byly také prokazany vlivy na neurodegenerativni choroby, které postihuji
centralni nervovou soustavu (CNS). Jelikoz tyto choroby nejsou 1€¢itelné, tak dochazi alespori
k hledani alternativnich feSeni, ktera by vedla k potlaceni anebo k zastaveni dalSich degeneraci.
Toxinem vceliho jedu, ktery Ize vyuzit pti 1écbé Alzheimerovi choroby a Parkinsonovi choroby,
je tieba apamin (Baek a kol., 2018).

V neposledni fad¢ je vceli jed také vyuzivan pii 1é¢be aterosklerdzy, jaterni fibrozy, a dokonce

u neékterych nadorovych onemocnéni (Park a kol., 2010; Jeong a kol., 2012).
1.2 Antistresové reakce

Stres je soubor nepiiznivych podmét na organismus fyzického, anebo psychického charakteru.
Jelikoz se stres tyka kazdého organismu, tak bylo v evoluci nezbytné dilezité, aby doslo k
vytvoreni obrannych reakci, které¢ umoziiuji zmirnit u€inky stresu na organismus nebo ho uplné
eliminovat. Tato skuteCnost zvySila Sanci nejen na preziti, ale také umoznila diverzifikaci a
regulaci fyziologickych procesu s cilem maximalizovat ucinnost (Bodlakova, 2020). Vlastni
podmét se nazyva stresor. Stresory ovliviiujici zivoc¢ichy mtuzeme rozd€lit podle jejich ptisobeni
na vnéjsi a vnitini a mohou byt fyzikalni, chemické anebo biologické povahy. Mezi biologické
stresory patfi predatofi, parazité nebo infek¢ni mikroorganismy, zatimco do chemickych fadime
razné jedy, toxiny, polutanty a dalsi. Mezi fyzikalni stresory fadime klimatické zmény a dalsi
vnéjsi podméty. Tyto stresory vyvolaji obranné anti-stresové reakce, jejimz cilem je obnoveni
normalniho stavu organismu neboli homeostazy. Pii fizeni téchto reakci uzce spolupracuji
nervova soustava s endokrinni soustavou. Nervova soustava dokaze reagovat na stres okamzité

na rozdil od endokrinni, ktera reaguje dlouhodob& pomoci hormont a biogennich amint.
1.2.1 Hmyzi antistresové hormony

Mezi nejdulezitéjsi hmyzi antistresové hormony fadime adipokinetické hormony (AKH), coz
jsou peptidické neurohormony. Jde o jednu z nejprobadanéjsich skupin hormont mezi ¢lenovci.
Do dnesniho je dne je popsano uz pies 100 ruznych druht téchto hormont. Adipokinetické
hormony jsou peptidy o délce 8—10 aminokyselin, pouze u motyla Vanessa cardui obsahuji 11
aminokyselin. Na svém C konci obsahuji amidovou skupinu, zatimco na N konci obsahuji

kyselinu pyroglutamovou.



Tyto hormony jsou syntetizovany v neurosekretorickych burikach endokrinni zlazy corpora
cardiaca (Gade akol., 1997; Kodrik, 2008). Corpora cardiaca jsou umisténa v blizkosti mozku
a obvykle nasedaji na aortu a tim padem funguji jako neurohemalni organ i1 pro mozkové
neurohormony, protoze do nich vedou zakonceni axonu jejich neurosektorickych mozkovych
bunék (Kodrik, 2008).

Antistresovou funkci téchto hormonu lze sledovat v zakladni metabolické roving, kde se
projevuje na biochemickych, fyziologickych urovnich, coz vede ke komplexni antistresové
odpovédi organismu. Hlavni funkce AKH je mobilizace energetickych zasob, které se vyuzivaji
na feSeni stresové situace. Zasoby se zpravidla mobilizuji z bunék tukového télesa hmyzu.
Adipokinetické hormony se zde navazi na specifické receptory, které jsou sprazené s G —
proteiny, a ty jsou tvofeny tfemi podjednotkami o, B a y. Po navazani samotného hormonu,
dochazi k rozpadu G — proteinu na dvé ¢asti - a podjednotku spojenou s GTP a na f, y
podjednotku. Obé podjednotky jsou schopné difundovat podél membran, transportovat se
k mistu svého urceni a aktivovat tak dalsi kaskady (Géde a kol., 1997, Gidde a Auerswald,
2003).

Prvni kaskadou je draha cyklického AMP, kdy je aktivovana podjednotka a spojena s GTP a ta
meéni koncentraci druhého posla — cAMP pomoci adenylatcyklazy, ktera tvoti cAMP §tépenim
ATP. cAMP je velice dobfe rozpustny ve vodé, coz vede k rychlému transportu signalu
v cytosolu. Tyto ucinky jsou realizovany pomoci A —kinazy, kterou cAMP aktivuje. A —kinaza
poté katalyzuje fosforylaci a tim padem aktivaci pfislusnych enzymu. Specifita i¢inku hormona
je dana pomoci aktivace riznych enzyma v riznych typech bunék (Gade a Auerswald, 2003).

Urcité AKH signaly vyuzivaji odliSnou cestu. Béhem této cesty dochazi prostiednictvim G —
proteini k aktivaci jiného membranového enzymu - fosfolipazy C. Ta interaguje
s inositolovym fosfolipidem, ktery se nasledné $t€pi na inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a na
diacylglycerol (DAG). IP3 se §ifi cytosolem a uvoliiuje vapenaté ionty (Ca**) z hladkého
endoplazmatického retikula tim, Ze se navaze na vapenaté kanaly v jeho membrané. DAG
zustava v plazmatické membrané a s pomoci Ca?* aktivuje proteinkinazu C. Tato kinaza dale
aktivuje cilové enzymy podobng, jako tomu bylo v pfedchozi kaskadé, viz vySe (Géde a
Auerswald, 2003).

Adipokinetické hormony ovSem nestimuluji jen mobilizaci zivin — jejich ucinek je pleiotropni
a ovliviiyje fadu procesu, které energetické kryti stresu ucinné dopliuji. Patii sem kontrola
fady biochemickych (aktivita enzymu) a fyziologickych procest (aktivita srdce, stimulace

svall a pohyb) (Géde a kol., 1977).



Jak je jiz vySe zminéno, skupina AKH hormont se fadi mezi nejlépe prozkoumané hormonalni
skupiny hmyzu. Nicméné prokazani a objasnéni primarni struktury AKH u vcel (4. mellifera)
predchazelo mnoho zmatki a nepfesnych informaci. Nakonec vSak vroce 2018 skupina
Marchal a kol. doké4zala primarni strukturu AKH objasnit v podob¢: — pGlu-Leu-Thr-Phe-Thr-
Ser-Ser-Trp-Gly-NH>. Hormon se oznacuje jako Schgr-AKH-II, protoze identicka struktura
byla jiz objasnéna u sarance pustinné (Schistocerca gregaria). Nicméné podrobné funkce

tohoto hormonu nejsou u vcel podrobné prostudovany.
1.3 Modelovy organismus — Véela medonosné (Apis melifera)

Vcelu medonosnou neni tfeba néjak podrobné predstavovat. Patfi do blanokiidlého hmyzu
(Hymenoptera) a fadime ji do Celedi vcelovitych. Do této Celedi spada zhruba 12 tisic riznych
zastupcl. Podoba vcely jako zname dnes se vyvinula zhruba pred 15 miliony lety (Gruna a kol.,
2016). Samotné vcelstvo se sklada z jedné kralovny, mnoha délnic (jejich pfesny pocet zavisi
na rocnim obdobi) a nékolika stovek trubct. Pro potieby této diplomové prace uvadim, ze vceli
matka zije asi 3-5 let, trubec nékolik mésicti (od dubna do srpna) a vceli délnice béhem
vegeta¢niho obdobi asi 1 mésic. Zajimavé jsou tzv. zimni vCely, které pfezimuji, to znamena,
ze jsou v ulech od zafi zhruba do jara. Mechanismus této relativni dlouhovékosti neni spolehliveé

objasnén.



2 Cile prace

Jak je uvedeno vySe vceli jed je velmi zajimava substance po teoretické i praktické strance.
V lékarské praxi se nabizi fada moznych 1éCebnych vyuziti, jak pfimo jedu, tak jeho slozek.
Aby k tomu mohlo dochazet, je tfeba o v€elim jedu nashromazdit co nejvice informaci. Proto
bylo cilem této prace monitorovani obrannych reakci samotnych vcel po aplikaci vceliho jedu.
To zahrnovalo ovéfeni hypotézy o predpokladanych zmeénach v hladinach nasledujicich
metaboliti:
1. Exprese vitellogeninu v tukovém télese u vceli d€lnice a trubca.
2. Hladiny vitellogeninu v jednotlivych organech (hemolymfa, Malpighické trubice,
stievo, tukové téleso) u vceli délnice a trubce.
3. Hladiny biogennich amind, konkrétné na dopaminu v jednotlivych véelich organech
délnice a trubce.

4. Hladiny adipokinetického hormonu v centralni nervové soustaveé (CNS).

Tyto biochemické studie byly doplnény analyzami mikrostrukturalnich zmén ve svalovych

burikach pomoci elektronového mikroskopu.



3 Materialy a metodika

3.1 Chov v¢ely medonosné (4. mellifera)

Pokusni jedinci byli odebrani z pokusné véelnice Biologického centra AV CR v Ceskych
Budéjovicich. Na vsechny pokusy byli pouziti trubci a délnice neurCeného stari béhem

vegeta¢niho obdobi, tedy tzv. letni vcely.
3.2 Aplikace v¢eliho jedu

Véeli jed byl vpichovan do véely in vivo v davce 2 pl surového jedu na jedince. Kontrolni
skupina byla injikovana stejnou davkou Ringerova fyziologického roztoku. Poté byly vcely
drzeny ve specialnich klickach pfi teploté 38 °C a po 2 hodinéch z nich byly vypitvany organy

na jednotliva stanoveni, jak je uvedeno nize.
3.3 Odebirani hemolymfy

Pokusni jedinci byli narkotizovani pomoci CO», aby doslo k jejich znehybnéni. Poté u nich byla
jehlou narusena kutikula a do vzniklé ranky pfilozena mikro-kapilara, do které se nasala
vytékajici hemolymfa. Odebrany vzorek byl pfemistén do mikrozkumavky o objemu 2 ml.
Zkumavku bylo nutno drzet na ledu, aby nedoSlo k melanizaci hemolymfy. Nasledné byly

vzorky umistény do mraznic¢ky k dal§imu pouziti.
3.4 Pitva vCelich organt

Samotna pitva jednotlivych organt (viz nize) probihala pod binokularnim mikroskopem na
voskové destiCce s pomoci pitevnich nizek, pinzet a Spendliku.

Pitva byla zahajena odstfihnutim hlavové casti, ktera byla pfipevnéna k voskové destiCce s
Ringerovym fyziologickym roztokem. Z hlavy byl vypitvan mozek spolu s endokrinnim
organem corpora cardiaca, vlozen do mikrozkumavek (Eppendorf) a ulozen do mraznicky (-
18 °C) k dal§imu pouziti. Zbytek té€la pokusného jedince byl pfichycen dorzalni stranou nahoru
pomoci Spendlikli. Kutikula byla rozstiizena pomoci nuzek a doslo k odebrani celého stfeva
(Obr. 2). Stejné bylo vypitvano tukové teleso, Malpighiho trubice a svaly. Organy byly
zvazeny, a kromé svalll uloZzeny v mikrozkumavkach do mraznic¢ky k dalsimu pouziti. Svaly

byly vlozeny do specialni fixaze (viz kap. 3.9).
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Obr. 2. Vypitvané stievo véely medonosné. A. Zihadlovy aparat, B. Rektalni vagek, C. Stéedni stievo,
D. Predni strevo. (Dade, 2009).

3.5 Stanoveni relativni hladiny vitellogeninu v jednotlivych organech pomoci ELISA

Reagencie:

- Aplikacni pufr (CB) - smichani 1,272 g Na,COs a 1,512 g NaHCO; do 300ml

destilované vody
- Mléko — Skim milk Powder (Sigma — Aldrich) — blocking buffer (1 g mléka do 20ml
WB+)

- Promyvaci pufr (WB") - pH 7,5, 10mM PBS (zasobni roztok, ktery je slozen z NaH,PO,
x 12 H,0, KH,POq, ktery je fedén 1:9 na pracovni roztok) + 0,1 ml Tween/100 ml WB

- Priméarni protilatka proti v€elimu Vg (pfipraveno u nas v laboratofi, (fedéni 1:5000)

- Sekundarni protilatka — Swine anti rabbit IgG/ HRP, (fedéni 1:5000)

- Substrat Sigma T444, 3 35 5°- tetramethylbenzidene (SIGMA, SLCG1025)

- 0,5 M kyselina sirova (PENTA, 20450-12500)
a) Stanoveni hladiny vitellogeninu v hemolymfé
Ekvivalent 0,01l hemolymfy byl pfidan do 100 pl CB a néasledné byl tento objem pfepipetovan
do 96-jamkové desticky; paralelné byl pfipraven i slepy vzorek (pouze 100 pul CB). Desticka
byla zakryta ochranou folii, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku a jejich odpafovani. Takto
ptipravena desticka byla umisténa do chladnicky (-18 °C) ptes noc. Dalsi den byla desticka 3x
promyta pomoci WB*(200 pl). V dal§im kroku byl do jamek napipetovan blokovaci roztok
Skim milk Powder (200 pl) a desti¢ka byla inkubovana 120 minut pii 37 °C. Po uplynuti této
doby byla desti¢ka znovu 3x promyta (WB™). Nasledné byla do kazdé jamky piidana primarni
protilatka proti véelimu vitellogeninu v mnozstvi 100 pl (fedéni 1:20000). Nasledovala
inkubace pti 37 °C po dobu 60 minut. Po uplynuti této doby doslo znovu k promyti desticky
200 pul WB*. Po promyti byla do kazdé jamky napipetovana sekundarni protilatka — Swine anti
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rabbit IgG/ HRP v mnozstvi 100 pl na jamku (fedéni 1:5000). Nasledovala dalsi inkubace po
dobu 60 minut pii 37 °C a poté doslo k promyti desti¢ky (6x) pomoci roztoku WB™. Posléze
bylo do vsech jamek pfidano 100 ul substratu Sigma T444, 3 3°5 5°-tetramethyl — benzidine a
desti¢ka byla zabalena do alobalu a inkubovéana po dobu 40 minut (37 °C). V poslednim kroku
bylo pfidano 50 pl 0,5 M kyseliny sirové, aby doslo k zastaveni reakce. Hodnoty absorbance
byly méfeny na ELISA c¢tecce (Obr. 3) pti vinové délce 450 nm.

Obr. 3. ELISA ¢tecka, BioTek Instruments 49984, Synergy 4, (vlastni fotografie).

b) Stanoveni hladiny vitellogeninu ve vybranych organech

K vypitvanym organtim bylo do zkumavky pfidano 100 pul CB, vzorky byly rozsonikovany,
centrifugovany a prepipetovany do 96- jamkové destiCky. Nasledny postup byl stejny jako
v kapitole 3.5.

3.6 Relativni exprese vitellogeninu v tukovém télese

Reagencie:
- TRI Reagent T9424-25ML (Trisol) - Sigma — Aldrich
- Chloroform C2432-25ML — Sigma — Aldrich
- Isopropanol 583935- 1L — Sigma — Aldrich
- DEPC — treated H,O — Thermo Fisher Scientific
- SYBR MasterMix — Top Bio
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3.6.1 Izolace RNA

V prvnim kroku bylo tukové téleso vcéely pitvano do Trisolu (250 ul), poté byly piipravené
vzorky homogenizovany pomoci ru¢niho pistového homogenizatoru v laminarnim boxu, aby
nedoslo ke kontaminaci vzorkl a zkumavky byly doplnény do objemu 1000 pl dalsim Trisolem.
Nasledovalo promichani vzorkut a odstati zhruba 5 minut v pokojové teploté. Poté bylo pfidano
200 pl chloroformu a nasledna centrifugace (15 minut, 12000 otacek, 4 °C). Po centrifugaci se
oddélily 2 viditelné faze. Vodna faze byla odsata do novych mikrozkumavek, a do nich bylo
ptidano 500 pl isopropanolu. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany po dobu 24 hodin
v mrazni¢ce (-20 °C). Nasleduyjici den byly vzorky opét centrifugovany (20 minut, 12000
otaCek, 4 °C), supernatant byl odstranén a ke vzniklému sedimentu, ktery zastal na dné
mikrozkumavek, bylo pfidano 500 pl etanolu a vzorky byly opét centrifugovany (5 minut, 7500
otacek, 4 °C), posléze byl ethanol opatrn€ odstranén a tento proces se opakoval znovu. Po druhé
centrifugaci doSlo k odstranéni zbytku etanolu a vzorky byly ponechany na 5 minut pfi
pokojové teploté v digestori, aby bylo odstranéni etanolu kompletni. V dalsim kroku byla
izolovana RNA rozpusténa ve 30 ul DEPC H;O a zkumavky byly fadné promichany.

Koncentrace a Cistota izolované RNA byla vyhodnocena na NanoDrop spektrofotometru.
3.6.2 Reverzni transkripce

Vyizolovana RNA (viz kap. 3.6.1) byla pfepsana do cDNA pomoci kitu RevertAid kit (Thermo
Scientific). RNA templat bylo nejdiive nutné precistit od soli, ethanolu ¢i ionti. Bylo
postupovano dle protokolu od vyrobce. Byl namichan roztok (reagencie a mnozstvi jsou
uvedeny v tabulce 1), ktery byl inkubovan 30 minut pii 37 °C. Nasledné byl pfidan 1 ul kyseliny
ethylendiamintetraoctvé (EDTA) a inkubovan dalSich 10 minut pii 65°C.

Tab. 1. Pouzit¢ reagencie a mnozstvi na 1 reakei.

Reagencie Objem
10x Reaction Buffer 1 ul
DNase I, RNase free 1 ul
dH.0 7 ul
RNA 1 ug

Samotna smés pro reverzni transkripci se skladala z 10 ul vody, 1 ul RNA a primert (pouzité

primery byly syntetizovany firmou Generi — Biotech). Dale byly pfidany reagencie uvedené
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v tabulce 2. Tato smés byla promichana, centrifugovana a supernatant inkubovan pii 70 °C po

dobu 5 minut. Izolovana cDNA byla dale pouzita pro PCR amplifikaci.

Tab. 2. Pouzité mnozstvi na 1 reakci.

Reagencie Objem (ul)
5x Reaction Buffer 4
RiboLock RNase Inhibitor (20U/ pl) 1
10 mM dNTP Mix 2
RevertAid RT (200U/pl) 1

3.6.3 Real time PCR

Ke kazdému vzorku cDNA bylo pfidano 200 pl dH2O a nasledné byly vzorky zamichany a
stoeny. Posléze byly k supernatantu pfimichany 3 pl smeési (7 pl 2x SYBR MasterMix, 3,3 pl
dH,0, 0,35 ul primery). Genova exprese byla analyzovana pomoci nasledujicich primert, viz
tabulka 3. Vzorky byly méfeny v tripletech na 96-jamkové desti¢ce (Bio-Rad), ktera byla
zakryta specialni folii (Microseal® C  Film, Bio-Rad) a podlozkou z polytetrafluoroethylenu.
Samotné méfeni probihalo na CFX 1000 Touch Real — Time Cycler (Bio-Rad). Byl pouzit
nasledujici protokol:

- 95°C 3 minuty

- 94 °C 15 vtefin denaturace

- 58°C 20 vtefin zchlazeni

- 72 °C 25 vtefin prodlouzeni

Data ziskana z real time PCR byla analyzovana pomoci programu Bio — Rad CFX Manager.

Tab. 3. Pouzit¢ sekvence primeru

VG | Forward ATGGTCGACAATCCAGAATC
Reverse GCTTCAACTTTTCTTCGCTC
RP49 | Forward AAGTTCATTCGTCACCAGAG
Reverse CTTCCAGTTCCTTGACATTATG
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3.7 Meéfeni aktivity katalazy

Aktivita katalazy byla méfena podle Amplex Red Catalase Assay Kit ve stfevé modelového

organismu. Samotnd stfeva byla vypitvana do zkumavek s 200 pl reakéniho pufru. Pro

jednotliva méfeni byla pouzita 1/8 stieva.

Obsah kitu:

Amplex Red reagencie — komponent A
DMSO (dimethylsulfoxid)— komponent B
HRP - komponent C

H>0; 3 % (peroxid vodiku) - komponent D
Reakeni pufr (0,5M TRIS, pH- 7,5)

Katalaza — komponent F

Reagencie:

Postup:

Amplex Red reagencie — 10mM Amplex Red — 0,26mg/100 ul DMSO
DMSO
HRP-100 U/ml HRP rozpusténim vialky C v 200 pl reakéniho pufru
H>02-20mM H20,- 1 pl 3 % H0; +42,5 pl dH,0

—40mM H;02 — 10 pl 20mM H;02 +4990 pl reakéniho pufru
Reakeni pufr — 4 ml 5x reakéni pufr + 16 ml dH20
Katalaza — 1000 U/ml katalazy rozpusténim obsahu vialky F ve 100 ul dH,O
Vlastni vzorky - 1 stfevo/200 ul reak¢niho pufru

Nejprve bylo potifeba pfipravit standardni kalibracni kfivku podle navodu pfilozeného

vyrobcem.

Poté nasledovalo napipetovani standardni kiivky a vlastnich vzorka (extrakt stieva - 25 ul na

jamku) a slepého vzorku (50 ul reak¢niho pufru) do 96- jamkové destiCky. V nasledujicim

kroku doslo k pfidani 25 ul 40mM H;0;, mimo blank. Takto pfipravena desticka byla

inkubovana ve tmé na 30 minut pfi pokojové teploté. Po této inkubaci bylo do jamek

napipetovano 50 ul 100mM Amplex Red reagencie (4930 pl reakéniho pufru + 20 pl U/ml HRP

+ 10mM Amplex Red) a znovu inkubovano na 30 minut, ale tentokrat pfi 37°C. V poslednim

kroku byly hodnoty absorbance zméreny na ELISA ctecce pii 570 nm.
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3.8 Biogenni aminy — dopamin

V¢eli organy byly pfipraveny stejnym zpusobem (viz kap. 3.4) a nasledné byly takto piipravené
vzorky lyofilizovany a poté ulozeny do mraznicky (-80 °C) k nasledujicimu méfeni.
Samotn4 hladina dopaminu byla stanovena odbornym pracovistém — Ustav chemie a biochemie

Mendelovy univerzity v Brné podle navodu (Bodlakova a kol., 2022).
3.9 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Zpracovani vzorkd vcCelich svald probihalo v Laboratofi elektronové mikroskopie
(Parazitologicky ustav, Biologické centrum) a bylo provadéno Mgr. Sarkou Podlahovou a Mgr.

Janem Cernym.

Postup:

Vzorky véelich svala (viz kap. 3.4) byly vypitvany a minimalné tyden fixovany ve standardni
fixazi: 2,5 % glutaraldehyd v 0,2 M fosfatovém roztoku pii teploté 4 °C. Pro vymyti primarni
fixaze byl pouzit roztok slozeny z 0,1 M pufru a 4 % glukozy; v ném byly vzorky promyvany
3 x 20 minut. Poté byly vzorky ponofeny na 3 hodiny do vypiraciho roztoku pufru a 4 % OsO4
v poméru 1:1 pro sekundarni fixaci. Posléze nasledovalo dalsi promyti 3 x 20 minut. Dale byly
vzorky odvodnény vzestupnou acetonovou fadou od 30 % do 100 % acetonu, kazdy po 20
minutach. Nasledovalo prosyceni vzorkti pomoci pryskyfice a 100 % acetonu v poméru 1:2,
1:1, a nakonec 2:1, kazdy na 2 hodiny. Posléze byly vzorky uchovany v Cisté pryskyfici
v exikatoru po dobu 24 hodin. Nasledujici den byly vzorky znovu ponoteny do ¢isté pryskyfice
na 2 hodiny. V nasledyjicim kroku byly vzorky umistény pomoci binokularni lupy do
zalévacich forem. Samotna polymerizace pryskyfice probéhla pii 62 °C po dobu 24 hodin.
Takto pripraveny material byl nakrajen na polotenké fezy pomoci ultramikrotomu (Leica EM
UC6) a poté na ultratenké fezy. Polotenké fezy byly barveny pfimo na sklicku pomoci
toluidinové modre. Ultratenké fezy byly nakrajeny s pouzitim diamantového noze na
ultramikrotomu (Leica EM UC6) a zachyceny ve vanicce s vodou. Zde pak byly natazeny
pomoci par chloroformu. Z vodni hladiny byly fezy nasbirdny na médéné sitky a posléze
usuSeny v Petriho misce vylozené filtratnim papirem. Ultratenké fezy byly kontrastovany
uranyl acetatem a citratem olova a pak pouhlikovany v naparovaci aparatufe. V poslednim
kroku byly takto pfipravené vzorky analyzovany na transmisnim elektronovém mikroskopu

JEOL - JEM - 1010.
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3.10 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Postup:

Vzorky véelich svala (viz kap. 3.4) byly vypitvany a minimalné tyden fixovany ve standardni
fixazi: 2,5 % glutaraldehyd v 0,1M fosfatovém roztoku. Pro vymyti primarni fixaze byl pouzit
roztok slozeny z 0,1M pufru (3x 15 min.) Nasledovala postfixace 2 % OsOz v 0,1 M pufru (3-
4hod.) a nasledovalo opétovné vymyti pomoci vymyvaciho roztoku (3x. 15 min.). Poté byly
vzorky odvodnény pomoci vzestupné acetonové fady - (30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %,
100 %) po dobu 15 minut. Odvodnéné vzorky bylo potieba prevést do amylacelatu (amylacetat
+ etanol — 1:2, 1:1, 2:1 po dobu 15 minut). Takto pfipravené vzorky byly vysuseny metodou
kritického bodu pomoci CO; v pfistroji CPD 030, kde doslo k zahrati vzorkil v kapalném COa.
Postupné zvysovani teploty CO», az do jeho kritického bodu, vede k prevedeni CO> do
plynného stavu a dojde k vysuSeni vzorku. V poslednim kroku se takto pfipravené vzorky lepi
na kovové terCiky a nasledné se pozlati. Takto pfipravené vzorky byly pozorovany na

rastrovacim elektronovém mikroskopu JEOL JSM-7401 F.
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4 Vysledky

4.1 Vliv v¢eliho jedu na mortalitu

Po aplikaci vceliho jedu bylo potieba nejprve sledovat mortalitu u jednotlivych pokusnych
skupin. Na Obr. 4 je mozné pozorovat vys§si umrtnost u skupin, které byly oSetiené jedem,
oproti skupinam, které byly oSetfeny pouze Ringerovym fyziologickym roztokem. V¢eli jed

nékolikanasobné stimuloval imrtnost u délnic i u trubcu.

60 - K E *% =3 Kontrola

T T = Jed

40+ 7

20+

Mortalita v procentech

ol V7] ™M

Délnice Trubec

Obr. 4. Vliv injekce 2 pl vceliho jedu na mortalitu u véely medonosné za 2 hodiny po aplikaci. Statisticky
vyznamné rozdily testované pomoci Studentova neparového t — testu, jsou oznaceny ** na 1 % hlading

vyznamnosti, n==8.

4.2 Vv v¢eliho jedu na expresi vitellogeninu v tukovém télese

V této Casti prace byl sledovan vliv aplikace v¢eliho jedu na expresi vitellogeninu, u kterého se
prepoklada role v obranné reakci proti stresu, ktery byl jedem vyvolan. Na Obr. 5 mazeme
pozorovat vysledky, které ukazaly, ze aplikace jedu snizovala expresi vitellogeninu v tukovém
télese délnic asi 2,2krat a u trubcl byl zaznamenan podobny trend: aplikace jedu vyvolala asi

4,2nasobné snizeni vitellogeninové exprese oproti kontrole.

18



3
=

é) 1.2- =3 Kontrola
S22 L., T T

oo E_ : *% = Jed
o

> = = 0.8- e

25T o6

e2s *%k %

S22 04- -

© 23

E>% 0.2-

B 0.0 7

§ Délnice Trubec

Obr. 5. Vliv injekce 2 pl v¢eliho jedu na relativni expresi vitellogeninu u véely medonosné za 2 hodiny
po aplikaci. Statisticky vyznamné rozdily testované¢ pomoci Studentova neparového t — testu jsou

oznaceny *** na 0,1 % hladin€ vyznamnosti a ** na 1 % hladin¢, n=8.

4.3  Vliv v¢eliho jedu na hladinu vitellogeninu v jednotlivych véelich organech

Hladina vitellogeninu muze kolisat v zavislosti na stavu organismu, ktery mize byt ovlivnén
stresem, a proto bylo nasledné¢ zkoumano, jakym zptsobem je vceli jed schopen ovlivnit
mnozstvi vitellogeninu v organech véely medonosné. Na Obr. 6 mizeme pozorovat vysledky,
které ukazaly, ze aplikace jedu snizovala hladinu vitellogeninu v hemolymf€ dé€lnic asi 6,8krat
a v tukovém télese doslo ke snizeni hladiny az 8 6krat oproti kontrolni skupiné. Ve stievé a
v Malpighickych trubicich nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily. Dale je
z Obr. 6 patrné, ze nejvyssi hladina vitellogeninu byla zaznamendna u kontrolni skupiny
v hemolymf€ a tukovém télese, ve stieveé a Malpighickych trubicich byla tato hladina vyrazné
niz§i. U skupiny, ktera byla oSetfena jedem byla pozorovéana velmi nizka hladina vitellogeninu

ve vSech sledovanych organech.
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Obr. 6. Vliv injekce 2 pl véeliho jedu na hladiny vitellogeninu v jednotlivych vcelich organech (délnice)
2 hodiny po aplikaci. Statisticky vyznamné rozdily mezi jedem oSetfenymi organy a prislusnymi
kontrolami testované pomoci Studentovo neparového t — testu na 0,1 % hladin¢ vyznamnosti jsou
oznaceny ***: statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi organy testovany pomoci jednocestné
analyzy variance (ANOVA) s Tukeyho post testem na 5 % hladiné vyznamnosti jsou oznaceny
odlisnymi pismeny nad sloupci (malymi pismeny pro kontrolu a velkymi pismeny pro oSetfeni jedem);

n=_.

Obdobny dopad byl zjistén i u trubct (Obr. 7), kde davka jedu statisticky vyznamné inhibovala
hladinu vitellogeninu v hemolymf€ a v tukovém télese. Vysledky, ukazaly, ze aplikace jedu
snizovala hladinu vitellogeninu v hemolymf¢€ trubci asi 2,4krat a v tukovém télese doslo ke
snizeni hladiny az 18 4krat oproti kontrolni skuping. Ve stievé a v Malpighickych trubicich
nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily. Dale byly monitorovany rozdily mezi
jednotlivymi organy kontrolnich skupin a mezi skupinami, které byly oSetfeny jedem. Nejvyssi
hladiny vitellogeninu byly naméfeny opét v hemolymf€ a v tukovém télese kontrolnich skupin
a nizké hladiny ve stfevé a v Malpighickych trubicich. U skupiny oSetfené jedem byla hladina
vitellogeninu v hemolymfé 8krat vyssi nez v tukovém télese, coz bylo na rozdil od délnic
statisticky vyznamné. Rozdily mezi hladinami vitellogeninu ve stfevé a v Malpighickych

trubicich nebyly u oSetfenych skupin statisticky prukazné.
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Obr. 7. Vlivinjekce 2 pl véeliho jedu na hladiny vitellogeninu v jednotlivych véelich organech (trubcei)
za 2 hodiny po aplikaci. Statisticky vyznamné rozdily mezi jedem oSetfenymi organy a piislusnymi
kontrolami testované¢ pomoci Studentovo neparového t — testu na 0,1 % hladin€¢ vyznamnosti jsou
oznaceny ***: statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi organy testovany pomoci jednocestné
analyzy variance (ANOVA) s Tukeyho post testem na 5 % hladiné vyznamnosti jsou oznaceny
odlisnymi pismeny nad sloupci (malymi pismeny pro kontrolu a velkymi pismeny pro oSetfeni jedem);

n=_.

4.4 Vv vceliho jedu na oxidacni stres (katalaza)

V dalsi Casti této prace byl sledovan vliv véeliho jedu na hladinu oxidacniho stresu ve stieve
vcely medonosné — jako marker byla zvolena aktivita katalazy. Vysledky ukézaly, ze oSetfeni
délnic vcelim jedem vyvolalo 1,45krat vy§si aktivitu tohoto enzymu (Obr. 8). Je zajimavé, ze
u trubct byl pozorovan opacny trend. Na Obr. 8 mizeme pozorovat inhibici aktivity katalazy

asi 3,4krat oproti kontrolni skupiné.
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Obr. 8. Vliv injekce 2 ul vEeliho jedu na aktivitu katalazy ve stievé véely medonosné (d€lnice a trubci)
za 2 hodiny po aplikaci. Statisticky vyznamné rozdily testované pomoci Studentova neparového t —

testu, jsou oznaceny * na 5 % hlading€ vyznamnosti a *** na 0,1 % hladin¢, n=8.

V dalsi ¢asti prace byl pozorovan vliv injekce vceliho jedu na hladinu adipokinetického
hormonu (Schgr-AKH-II) v centralni nervové soustaveé (CNS). Piekvapivé je vSak z vysledka
vidét, Ze tento stres zpusobeny jedem nevyvolal zmény hladiny AKH v CNS u dé€lnic ani u

trubca (Obr. 9).
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Obr. 9. Vliv injekce 2 pl véeliho jedu na hladinu Schgr — AKH — II v centralni nervové soustavé (CNS)
2 hodiny po aplikaci, nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil na 5 % hladiné vyznamnosti, ktery

byl testovan pomoci Studentova neparového t — testu, n==8.

22



4.5 Uginek véeliho jedu na hladinu dopaminu

V této Casti prace byl sledovan vliv pasobeni v¢eliho jedu na hladinu dopaminu v jednotlivych
vCelich organech (mozek, Malpighické trubice a tukové téleso). Ukazalo se, ze hladina
dopaminu byla po aplikaci vceliho jedu stimulovana v tukovém télese trubcu, u délnic tento
trend pozorovan nebyl. Zda se, Zze pusobeni jedu stimuluje produkci dopaminu i v ostatnich
vys$e zminénych organech, vzhledem k malému poc¢tu opakovani a technickym chybam nejsou

vysledky statisticky prikazné (Obr. 10, 11, 12).
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Obr. 10. Vliv injekce 2 pl véeliho jedu na hladinu dopaminu v mozku 2 hodiny po aplikaci, nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil na 5 % hladin¢ vyznamnosti, ktery byl testovan pomoci

Studentova neparového t — testu, n=8.
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Obr. 11. Vliv injekce 2 pl vceliho jedu na hladinu dopaminu v tukovém télese 2 hodiny po aplikaci,

statisticky vyznamn¢ rozdily testované pomoci Studentova neparového t — testu, jsou oznaceny * na 5

% hlading€ vyznamnosti, n=8.
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Obr. 12. Vliv injekce 2 ul véeliho jedu na hladinu dopaminu v Malpighickych trubicich 2 hodiny po

aplikaci, nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil na 5 % hladin¢ vyznamnosti, ktery byl testovan

pomoci Studentovo neparového t — testu, n=8.
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4.6 Uginek véeliho jedu na thorakalni (létaci) svalovinu

V dalsi Casti prace byl sledovan vliv ptsobeni vCeliho jedu na ultrastrukturu/strukturu svalové
tkané thoraxu vCely medonosné. Analyza za pomoci transmisniho elektronového mikroskopu
(TEM) ukazala, ze vceli jed zpusobil poskozeni aktin-myozinového komplexu i vnitini
struktury mitochondrii u vcelich dé€lnic (Obr. 13C,14C). Déle se ukazalo, ze aplikace
adipokinetického hormonu spolu s jedem, do znacné miry eliminovala destrukéni tc€inek jedu
(Obr. 13D, 14D) a ultrastruktura svalovych bun¢k byla podobna kontrolni skupiné (Obr, 13A,
14A) nebo skuping osetfené samotnym adipokinetickym hormonem (Obr. 12B, 13B). Nasledné
byla tato analyza provedena i u trubct (Obr. 15, 16). Vysledky pokusu vSak nebylo mozné
jednozna¢né€ posoudit, protoze ultrastruktura svali vypadala hodné degenerovana i u
kontrolnich jedinct. Je mozné, Ze trubci pouziti v pokusu uz byli pfestarli a pozorované
poskozeni mélo fyziologicky charakter (dale viz Diskuze). Zda se vSak, ze oSetfeni AKH, at’ uz
samotné (Obr. 15B, 16B) nebo v kombinaci s jedem (Obr. 15D, 16D) zlepsovalo strukturu
myofibril.
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Obr. 13. Vliv injekce 2 pl véeliho jedu a 2 pl Schgr-AKH-II na ultrastrukturu thorakalnich svalii délnice
vCely medonosné (struktura myofibril) 2 hodiny po aplikaci: analyza pomoci TEM. (A) kontrolni
skupina; (B) oseteni AKH; (C) oSetfeni jedem; (D) pusobeni AKH + jedu. Bila Sipka — Z — linie; Zluta
Sipka — M — linie; zelena Sipka — rizné poskozené mitochondrie; oranzova Sipka — myofibrily; Sedd Sipka

— nepoSkozené mitochondrie; (A, B, C, D) - mé¥itko - 2 um.
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Obr. 14. Vliv injekce 2 pl véeliho jedu a2 pl Schgr-AKH-II na ultrastrukturu thorakalnich svalii délnice
vcely medonosné (struktura mitochondrii) 2 hodiny po aplikaci: analyza pomoci TEM. (A) kontrolni
skupina; (B) oseteni AKH; (C) oSetfeni jedem; (D) pusobeni AKH + jedu. Bila Sipka — Z — linie; Zluta
Sipka — M — linie; zelena Sipka — rizné poskozené mitochondrie; oranzova Sipka — myofibrily; Sedd Sipka

— nepoSkozené mitochondrie; (A, B) - mé¥ritko - 1 um, (C, D) — mé¥itko 2 yum.
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Obr. 15. Vliv injekee 2 pl véeliho jedu a 2 pl Schgr-AKH-II na ultrastrukturu thorakalnich svali trubct
(struktura myofibril) 2 hodiny po aplikaci: analyza pomoci TEM. (A) kontrolni skupina; (B) oSetfeni
AKH; (C) oSetfeni jedem; (D) ptasobeni AKH + jedu. Bila Sipka — Z — linie; zluta Sipka — M — linie;
zelena Sipka — razné poskozené mitochondrie; oranzova Sipka — myofibrily; Sedd Sipka — nepoSkozené

mitochondrie; (A, B, C) - mé¥itko - 5 um, (D) - méFitko — 2 um.
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Obr. 16. Vliv injekce 2 pl veéeliho jedua 2 pl Schgr-AKH-II na ultrastrukturu thorakalnich svali trubct
(struktura mitochondrii) 2 hodiny po aplikaci: analyza pomoci TEM. (A) kontrolni skupina; (B) oSetfeni
AKH; (C) oSetfeni jedem; (D) ptasobeni AKH + jedu. Bila Sipka — Z — linie; zluta Sipka — M — linie;
zelena Sipka — razné poskozené mitochondrie; oranzova Sipka — myofibrily; Sedd Sipka — nepoSkozené

mitochondrie; (A, B, C) - mé¥itko - 2 um, (D) - méFitko — 5 um.

Kromé TEM analyzy byla struktura thorakalnich svali vely medonosné analyzovana pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Vysledky ukazaly, ze vCeli jed nezpusobil viditelné
poskozeni povrchit myofibril ani kulovitych utvari (nejspiSe mitochondrie) u véelich trubca

(Obr. 17).
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Obr. 17. Vliv injekce 2 pl véeliho jedu na strukturu thorakalnich svala trubct — myofibrily a kulovité
utvary (nejspiSe mitochondrie) 2 hodiny po aplikaci jedu: analyza pomoci SEM. (A, B) — kontrolni
skupina; (C, D) — osetieni jedem. Seda Sipka — kulovité utvary (nejspie mitochondrie), bila Sipka — Z —

linie, oranzova Sipka —myofibrily (A) - mé¥itko - 1 um, (B) - 10 um, (C) - 10 um, (D) - 10 um.
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5 Diskuze

Z vysledka této prace je ziejmé, ze veeli jed pusobi i na jedince vlastniho druhu a vyvolava
v jejich téle zajimavé fyziologické a biochemické zmény. Ovliviiuje predevs§im hladinu
vitellogeninu — zpusobuje pokles exprese jeho genu v tukovém télese i pokles jeho hladiny
v hemolymf€ i1 tukovém télese. Pfitomnost vitellogeninu byla prokazana i v jinych orgénech
vcel (stfevo, Malpighické trubice), nicméné tato hladina byla velmi nizka a nehrala v celkovém
vitellogeninovém metabolismu podstatnou roli. Vitellogeniny hraji predevs§im dilezitou roli pfi
vitellogenezi, coz je proces, pii kterém dochazi k transportu zivin a energie do oocytt v podobé
Zloutku. Nicméné vitellogeniny hraji dalezitou roli i v hmyzi imunité nebo pfi ochrané pied
oxida¢nim stresem. Zajimavy trend byl pozorovan u rumeénice pospolné Pyrrhocoris apterus,
ktera byla infikovana hlistici Steinernema carpocapsea. U samcu této plostice bylo po infekci
pozorovano zvyseni exprese vitellogeninu 1 hladina vitellogeninu v tukovém télese. U samic,
které maji hladinu vitellogeninu mnohem vyssi nez samci, byl pozorovan opaény trend: hladina
vitellogeninu 1 exprese jeho genu byla po infekci vtukovém télese inhibovana.
Pravdépodobnym vysvétlenim této skutecnosti je fakt, ze zvladnuti samotné infekce vyzaduje
jistou optimalni hladinu vitellogeninu, a aby ji samci dosahli musi hladinu vitellogeninu zvysit.
Samice pak snizenim hladiny vitellogeninu zamezuji plytvani energii, kterou si . Setfi* na jiné
aktivity jako je tfeba prekonani dané stresové situace jinymi prostfedky (Kodrik a kol., 2019).
Podobna situace byla zjisténa i u mandelinky bramborové Leptinotarsa decemlineata
(Hlavkova a kol., 2022). V mé praci bylo zaznamenano snizeni hladiny vitellogeninu po
oSetfeni jedem jak u délnic, tak u trubcu. Situace u délnic odpovida vySe popsané situaci; pro¢
ale k poklesu vitellogeninové hladiny doslo i u trubci, ktefi se tak lisi od samcl ostatnich
sledovanych hmyzich druht (Kodrik a kol., 2019; Hlavkova a kol, 2022), neni zcela jasné.
Mozna v tom hraje roli prece jen odli§ny zptsob zivota trubcti od samct jinych druhtt hmyzu.
Vsechny tyto prace vSak jasné naznacuji, ze existuje korelace mezi vitellogeninem a stresem
vyvolanym infekci anebo intoxikaci téla. Nicméné pro plné porozuméni jeho funkce v téchto
reakcich je potieba tuto skute¢nost dale zkoumat.

Vceli jed je znamy také jako agens vyvolavajici oxidacni stres (Nguyen a kol., 2022), ktery je
zpusoben predevS§im nerovnovahou mezi produkci a eliminaci reaktivnich kyslikovych
metaboliti. Je zajimavé, ze v mé praci byla pozorovana opa¢na tendence aktivity katalazy u
délnic a u trubcd po oSetfeni jedem. U délnic byla aktivita katalazy signifikantné stimulovana,
ale u trubcli inhibovana. Je mozné, ze trubci nemaji dostateCnou schopnost obrany vici

oxida¢nim stresorim jako tomu je u délnic. Ziji totiZ jen relativné kratce v bezpe&ném prostiedi
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vceliho ulu kvili oplozeni matky, a poté jejich tloha konci. Naopak u aktivnich délnic je
nutnost obrany vuci oxida¢nimu stresu mnohem dulezitéjsi. Je zajimave, Ze u Svaba amerického
Periplaneta americana aplikace vceliho jedu nevyvolala akutni stav oxidacniho stresu
(Bodlakova a kol., 2022), coz naznacuje, Ze dopad jedu na hmyzi organismus muze byt druhové
specificky.

V dalsi fazi této prace byl sledovan vliv jedu na hladinu adipokinetického hormonu (Schgr-
AKH-II) v centralni nervové soustavé (CNS) vcéel. Ve své bakalarské praci (Kainzova, 2021)
jsem zjistila, ze davky jedu 0.35 pl, 0,7 ul a 1,4 ul vyvolaly po 24 hodinach az Snasobné snizeni
této hladiny u vCelich délnic. Pravdépodobnym vysvétlenim tohoto snizeni mohlo byt uvolnéni
AKH do hemolymfy a jeho nasledné transportovani do cilovych organd. V této praci byla davka
jedu zvySena na 2 ul a doba jeho ptsobeni zkracena na 2 hodiny — po této dobé vsak nebyl u
hladiny AKH v CNS prokazan zadny statisticky vyznamny rozdil. Doba 2 hodiny je ziejmé
prilis kratka doba na to, aby bylo zaznamenano zvySeni syntézy AKH. Nicmén¢ hladina AKH
reaguje na stresové situace variabiln€, napfiklad u §vaba amerického P. americana vceli jed
zvysil hladinu AKH v CNS i v hemolymf¢ (Bodlakova a kol., 2022). Podobny vysledek byl
zaznamenan 1 u ruménice pospolné P. apterus, kde byla monitorovana hladina AKH v CNS a
v hemolymf€ po 6 a 24 hodinach. Vceli jed vyvolal asi dvojnasobné zvyseni hladiny v CNS, a
naopak asi trojnasobné snizeni hladiny AKH v hemolymfé 24 hodin po aplikaci jedu. Po 6
hodinéach byla hladina AKH v obou piipadech prakticky beze zmén (Ondfichova, 2023). Tyto
vysledky jasné€ ukazuji zapojeni AKH do aktivace obrannych mechanisma proti stresové zatézi.
Lze predpokladat, ze vceli jed a s nim vyvolany stres vyvola kolisani hladiny 1 u biogennich
amind. Biogenni aminy fadime mezi nezbytné dulezité latky pro vSechny zivé organismy. Jsou
to dusikaté latky, které funguji jako neurotransmitery, neuromodulatory nebo neurohormony.
V molekule maji jednu nebo vice aminovych skupin pochazejici z dekarboxylace aminokyselin.
U hmyzu je mozné najit dopamin, serotonin, histamin, oktopamin nebo tyramin (Resh, 2004).
V praci Bodlakova a kol. (2022) byla hladina dopaminu u svaba amerického po aplikaci v¢eliho
jedu mirné stimulovana, ale vysledky se neukazaly jako prikazné. V mé praci byla studovana
hladina dopaminu v jednotlivych vcelich organech (mozek, tukové téleso, Malpighické
trubice). V tukovém télese bylo mozné pozorovat zvySeni hladiny dopaminu u trubct a Castecné
i u délnic (kde vSak bylo neprukazné). Kolisani hladiny dopaminu po intoxikaci vCel neni zcela
prozkoumano, ale je mozné, ze ke zvyseni hladiny dopaminu dochazi predevsim v metabolicky

aktivnich organech (tukové téleso). Je skoda, ze kviili technickym chybam pii méfeni dopaminu
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nebyly vysledky u délnic statisticky prikazné. V dalSich pouzitych organech byla pozorovana
mirna/nesignifikantni stimulace hladiny dopaminu.

Jiz delsi dobu je znamo, ze vceli jed mize zplsobovat velice vazné poskozeni svalovych
vlaken, které maze vést az k myonekroze (Betten a kol., 2006; Florea a kol., 2018). Ve studii
Florea a kol. (2018) byla u mysi pozorovana a analyzovana ultrastruktura kosterniho svalstva
po aplikaci v€eliho jedu. V misté vpichu doslo k tvorbé nekrozy a lokalniho zanétu a po vyssi
davce jedu doslo k myodegeneraci, a dokonce myonekroze svalovych vlaken. Aplikace
samostatnych vcelich toxina (melitin, fosfolipaza) vedla také ke znacné destrukci svalovych
vlaken. K rozsahlé destrukci doslo 1 po aplikaci v¢eliho jedu (0,5 pl) u §vaba amerického P.
americana po 24 hodinach. Podobny tc¢inek byl pozorovan i po aplikaci v€eliho jedu na butiky
kosterniho svalstva ¢loveéka (Fletcher a kol., 1996). Neni proto piekvapivé, ze v mé praci
analyza za pomoci transmisniho elektronového mikroskopu (TEM) ukazala, ze vceli jed
zpusobil poskozeni aktin-myozinového komplexu i vnitini struktury mitochondrii u vcelich
délnic. U trubct bylo podobné posouzeni vlivu jedu na ultrastrukturu svalii obtizné, protoze
bylo zaznamenano zna¢né poskozeni mitochondrii 1 u kontrolni skupiny. To lze snad vysvétlit
tim, ze byli nejspise pro samotné pokusy pouziti pfilis stafi trubci, ktefi jiz méli svalova vlakna
znaéné poskozena.

Dale se v mé praci ukazalo, ze aplikace adipokinetického hormonu spolu s jedem do znacné
miry eliminovala destruk¢ni ucinek jedu a ultrastruktura svalovych bunék byla podobna
kontrolni skupiné anebo skupin€ oSetiené samotnym AKH. U obou skupin (dé€lnic i trubcti) se
ukazalo, ze aplikace adipokinetického hormonu ma na ultrastrukturu svalovych bunék velmi
pozitivni vliv. Podobny vysledek byl monitorovan u Svaba amerického P. americana, kde
aplikace adipokinetického hormonu zabranila rozsdhlému poskozeni svalovych vlaken
(Bodlakova a kol., 2022), jako tomu bylo v mé praci. Je potieba tuto problematiku dale
studovat, a prestoze presny mechanismus ucinku neni znam, muze byt zprostfedkovan

stimula¢nim u¢inkem AKH na imunitni systém.
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6 Zaver

Cilem této diplomové prace bylo sledovani fyziologickych procest probihajicich v téle vcely

medonosné 4. mellifera po aplikaci v¢eliho jedu. Bylo zjisténo nasledujici:

1.

Exprese vitellogeninu v tukovém t€lese délnic i trubct byla 2 hodiny po aplikaci v¢eliho
jedu inhibovana.

Hladina vitellogeninu byla inhibovana v tukovém télese a hemolymfé; naopak
v Malpighickych trubicich a stfeve nebyla hladina vitellogeninu vyrazné zménéna.
Aktivita katalazy byla po aplikaci jedu u délnic stimulovana a u trubci naopak
inhibovana.

Hladina adipokinetického hormonu v centralni nervové soustavé nevykazovala zadny
statisticky prakazny rozdil mezi kontrolni a jedem oSetfenou skupinou.

Hladina dopaminu v tukovém télese trubci byla po aplikaci vceliho jedu
zvySena. V tukovém télese (délnic), mozku a Malpighickych trubicich (obou skupin)
byla hladina mirné zvysena, ale rozdily nebyly statisticky prukazné.

Thorakalni svaly byly jedem znacné poskozeny u délnic. U trubci doslo k poskozeni i
u kontrolni skupiny, coz nejspiSe zpusobilo stafi pokusnych jedinct. Adipokineticky
hormon aplikovany soucasné s jedem eliminoval/omezil destrukéni u€inek jedu u obou

monitorovanych skupin.
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