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Vitellogeniny st proteiny vyskytujuce sa u rdznych
druhov zivocichov ako st cicavce, vajcorodé Zivocichy,
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significantly appear in social insects, in which they
have several important functions. This also occurs in
honey bees, which are considered as an important
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Ciele prace

- Spracovanie literarnej reserse s kI'icovymi slovami vitellogenin, ELISA, Western
Blot

- Otestovanie moznosti optimalizacnych krokov v metéde Western Blot pre vzorky
vCely medonosne;j

- Otestovanie moznosti optimalizacnych krokov v metode ELISA pre vzorky vcely
medonosnej



1 Uvod

Vcela medonosna je dnes chapana ako velmi dolezity hmyz a to z ekonomického
a hospodarskeho hladiska. Celé vcelstva st ¢im dalej, tym viac ohrozované
nie len T'udskou ¢innost'ou (pouzivanie pesticidov, vyrub lesov, premeny ik a zelene
na obytné zoény), ale aj bakteridlnymi a virusovymi ochoreniami. Mnohé Stidie
saprave ztohto dovodu zamerali na celkové zdravie vcely ako jednotlivca,

ale aj vcelstva ako celok.

Vitellogeniny st proteiny vyskytujice sa urdznych druhov Zzivocichov,
ako napriklad u cicavcov, vajcorodych zivoéichov, ryb ahmyzu vratane vcely
medonosnej (A. mellifera). Vitellogenin je povazovany za jednym markerom zdravia
véely. Zohréava doleziti lohu v imunitnom systéme, v hormonalnej regulécii a posobi
aj na starnutie a oxidac¢ny stres. Svoju tilohu zohrava aj pri vyzivovani a bola potvrdena

aj jeho transportna funkcia.

Pre detekciu a kvantifikaciu vitellogeninu je mozné vyuzit rézne metody
pouzivané na stanovenie a detekciu proteinov. Konkrétne boli vybraté imunochemické

metddy Western Blot a ELISA.
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2 Sucasny stav problematiky

2.1 Vitellogenin

Vitellogeniny st vel'ké (200 -700 kDa) homologne fosfoglykolipoproteiny,
ktoré su ¢asto oligomérne v ich prirodzenej podobe (Sappington, 1998). Svoju tlohu
zohravaju ako U cicavcov, vajcorodych zivocichov, ryb, tak aj u hmyzu (Romano et al.,
2004). Su exprimované v somatickych tkanivach, ako je napriklad pecen u stavovcov
alebo tukové teleso u hmyzu (Romano et al., 2004). Su hlavné proteiny vaje¢ného
Zitku, prostrednictvom ktorych vajcorodé zvierata dodévaju Ziviny na podporu rozvoja
potomstva (Romano et al., 2004). Vitellogeniny su typické hlavne pre dospelé jedince

predovsetkym pre samicie pohlavie (Hayward et al., 2010).

Vitellogeniny viazu lipidy a ostatné ziviny pred tym ako su sekretované
do obehovej ststavy (krv u stavovcov, hemolymfa u hmyzu) nasledne su prijimané
oocytmi prostrednictvom receptorom sprostredkovanej endocytozy
(Raikhel and Dhadialla, 1992). U stavovcov su Vvitellogeniny po absorbcii dodato¢ne
Stiepené katepsinmi za vzniku lipovitelinov a fosvitinov (Raikhel and Dhadialla, 1992).
Lipoviteliny st vicSie hydrofébne jednotky, ktoré pozostdvaju z lipidov, zatial
¢o fosvitiny su  menSie podjednotky s vysokym stupiom fosforylacie
(Raikhel and Dhadialla, 1992). U hmyzu su molekuly vitellogeninu podrobené
proteolytickému §tiepeniu  po syntéze vtukovom telese asut kotranslacne
a posttranslacne modifikované. Tieto posttranslaéné modifikdcie umozZiuju
vitellogeninom transportovat’ sacharidy, lipidy a ostatné ziviny do oocytov

(Raikhel and Dhadialla, 1992).

Vitellogeniny boli najviac preskimané (mechanizmy ich posobenia a tvorba)
u niektorych druhov ryb. V roku 1914 bol imunologicky detekovany Specificky antigén
v sére samiCky kapra obyc¢ajného (Cyprinus carpio) pocas rastu oocytov a bol
pomenovany ako ovumin (Uhlenhuthand Kodama, 1914) aaz vroku 1969
po mnohych Stidiach proteinov telovych tekutin hmyzu bol protein Specificky
pre samicky v obdobi oogenézie nazvany ako vitellogenin (vitelline + genin,
o znamena tvorba vaje¢ného zitku) (Pan et al., 1969). U mnohych druhov ryb bolo
preukazané, ze tento lipoprotein mé okrem vyzivovacej funkcie aj Siroku Skalu d’alSich
ucinkov. Medzi ucinky vitellogeninu u ryb patria aj napriklad antibakteridlne,

antivirusové a antimykotické ucinky (Ding et al., 2012; Zhang et al., 2011).
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Vitellogenin je vyvojovo stary protein, ktory sa bol najdeny aj u mnohych
predkov zvierat (Hayward et al., 2010). Nedavne stadie u koralu Euphyllia ancora
naznacuju, Ze imunologicka funkcia vitellogeninu je povodna vlastnost’ u zvierat,
ktora sa objavila sti¢asne s funkciou proteinov formujucich vajeény zitok (Du et al.,
2017). Zivo&ichy, ktoré nie su vajcorodé maju homoldgne proteiny, ktoré sa podielaju
na metabolizme lipidov aimunite, aj ked nie je spojenda s reprodukciou
(Hayward et al., 2010; Baker, 1988).

Nedavno boli identifikované proteiny podobné vitellogeninu u niektorych
druhov blanokridleho hmyzu a bolo dok4zané, ze minimalne jeden z tychto proteinov

ma ochrannt funkciu podobnu vitellogeninu v véely medonosnej (Heli at al., 2017).

2.1.1 Vitellogenin u véely medonosnej (Apis mellifera)

Véelie vitellogeniny (180 kDa) nie st uvéely medonosnej exprimované
len u reprodukénej kasty véelstva — veelej matky, ale aj u tridov a sterilnych robotnic
(Trenczek et al., 1989) podobne ako uinych druhov socialneho hmyzu
(Arrese and Soulages, 2010). Vitellogenin cirkuluje v hemolymfe aje ukladany

vV mieste jeho syntézy — v tukovom telese (Arrese and Soulages, 2010).

Koncentracia vitellogeninov sa 1i$i v zavislosti od ¢lena vcelej kolonie a veku
jedinca. Koncentracia sa pohybuje od nedetekovateI'ného mnozstva az po 40 — 70 %
frakcie proteinov v hemolymfe. Obsah 40 % frakcie vitellogeninu z proteinov
hemolymfy bol detekovany u sterilnych robotnic a obsah az 70 % bol detekovany

u v¢elich matiek znasajucich vajicka (Amdam et al. 2010).

U v¢elich robotnic pocas Zzivota koncentracia vitellogeninu v hemolymfe
aVvtukovom telese klesa aovplyviuje rézne  aspekty ich  Zzivota
(Munch and Amdam, 2010). V sedemdesiatych rokoch bolo zistené, Ze robotnice
v zimnom obdobi maji v hemolymfe vitellogenin Vv extrémnej miere
(Flurietal., 1977). Na jesent sa v miernom podnebnom pasme objavi prezimujici
fenotyp vcelich robotnic s vysokym obsahom vitellogeninu v ¢ase, kedy je nedostatok
potravy a vcelia kralovnd prestane klast’ vajicka a to aj napriek tomu, ze dovtedy
sa predpokladalo, zZe tento protein produkuji hlavne reprodukéné kasty
(Ratnieks, 1993). V lete ana jar je koncentracia vitellogeninu u véelich robotnic

podstatne nizsia (Ratnieks, 1993).
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Stadie predpokladajii, Ze vitellogeniny ovplyviiuji taktiez socidlne spravanie,
rezistenciu k oxidaénému stresu a tvarnost’ dizky Zivota (Amdam et al., 2003, Nelson
et al., 2007, Seehus et al., 2006). Je povazovany za vSecobecny marker zdravia vcely

medonosnej (Amdam et al., 2003).

Mnohé stadie naznacuju aj jeho tlohu vo fyzioldgii, v podpore vyvoja embrya,
vratane rozliSenia jednotlivej kasty (Guidugli et al., 2005, Nelson et al., 2007). U vcely
medonosnej (a u hmyzu) slizi aj ako receptor na rozpoznavanie uréitych vzorovych
molekal) apre to predpokladané, ze zohrava lohu v imunitnom systéme hmyzu

(Zhang et al,. 2011).

2.1.1.1 Struktiira véelieho vitellogeninu a detekované fragmenty
vitellogeninu

Jednotlivé hmyzie vitellogeniny sa liSia v Specifickej polohe polyserinovych retazcov
a miesta $tiepenia proteinu. Stiepenie celkovo vedie k rozdeleniu proteinu na jeden
mensi terminalny N — fragment a vacsi terminalny C — fragment (Tufail and Takeda,
2008).

V¢eli vitellogenin bol do roku 2010 pozorovany v dvoch formach. Tieto formy
st: zrela, kompletna 180 kDa forma proteinu detekovana v hemolymfe a v tukovom
telese a 'ahsi 150 kDa fragment detekovany v reprodukénom systéme véelej kralovnej
(Seehuus et al., 2007) a v hypofaryngealnych zl'azach hlavy robotnic (Amdam et al.,
2003). Tu su zlozky vitellogeninu spracovavané ako potrava potrebna pre kimenie
lariev (Amdam et al., 2003). 150 kDa jednotka vitellogeninu bola detekovana uz v roku
1990 v hemolymfe v¢elej matky pocas purifikacie, av§ak v tej dobe bol povazovany

za produkt degradacie v tukovom telese (Wheeler and Kawooya, 1990).

Stadia z roku 2010 ukézala, e vo vzorkach bol detekovany d’alsi fragment
vitellogeninu. Tento fragment ma molekulovii hmotnost 40 kDa a bol detekovany
VO vysokej miere vo vzorkach tukového telesa (Havukainen et al., 2011). V 40 kDa
fragmente bol ur¢eny N — koniec pomocou hmotnostnej spektroskopie a bolo
dokazané, Ze tento mensi fragment je chybajica Cast’ k vacSiemu 150 kDa fragmentu
vitellogeninu (Havukainen et al., 2011). Zaverom tejto studie je, ze vcelie vitellogeniny
sa Stiepia na maly (40 kDa) fragment, zodpovedajuci N — termindlnej doméne

vitellogeninu (Obr. 1) a na vacsi (150 kDa) fragment, ktory zodpoveda
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A. mellifera

Obr. 1 Priestorova Struktira N — terminalnej domény vitellogeninu u véely medonosne;.

Prevzaté a upravené z Havukainen et al., 2011

C - doméne vitellogeninu. Tato Stidia teda naznacila, Ze predtym detekovany vacsi
fragment vitellogeninu teda nie je produkt degradacie v tukovom telese a oba
fragmenty maju v tele v¢ely svoju funkciu (Havukainen et al., 2011). Ohl'adom funkcie
jednotlivych fragmentov stale prebieha diskusia a stale nie je zname, ktoré funkcie
jednotlivé fragmenty maju (Havukainen et al., 2011), existuju dohady, ze prave funkcia

tychto fragmetov stvisi prave s ich vyskytom v tele véely (Havukainen et al., 2011).

2.1.1.2 Uloha vitellogeninu v imunitnom systéme véely medonosnej

Vcela medonosna je dnes chdpana ako ekonomicky a ekologicky dolezity socialny
hmyz. Ako opel'ovac sa podiel’a na globalnej ekologickej stabilite a poI'nohospodarske;j
produkcii (Li et al., 2019). Straty vcelstiev spdsobené parazitmi a ochoreniami,
ako je varroaza a klieStikom prenaSané virusové ochorenia alebo bakterialne ochorenia
ohrozuju pol'nohospodarsku vyrobu a zasobovanie potravinami (Garibaldi et al., 2011)
indukovali mnozstvo vyskumov zaoberajucich sa imunitou vcely ako jedinca,

ale aj vcelstva ako celok.

Vitellogenin sa viaZze na baktérie a vzorové molekuly (LPS, PG, pripadne
zymosan) (Salmela et al., 2015). LPS je pritomny v bunkovej stene gram-negativnych
baktérii, PG v bunkovej stene gram-pozitivnych baktérii a zymosan je pdvodom
z kvasiniek (Salmela et al., 2015). Vitellogenin dominantne vykazuje schopnost’ vizby
s peptidoglykanom, nasledne s lipopolysacharidmi a najmenej so zymosanom. Tato
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dominancia vézby s peptidoglykdnom moéze byt vysvetlend tym, ze jeden
Z najvaznej§ich  patogénov ~ vcely medonosnej je prave P. larvae,

ktory je gram-pozitivna sporulujica baktéria (Salmela et al., 2015).

V tomto je podobnost’ vitellogeninu s l'udskymi lipoproteinmi, ktoré sa viazu
okrem iného aj na povrchové Struktiury baktérii (Seong and Marzinger, 2004).
Vitellogeniny st taktiez povazované za ,,predkov* 'udského apoB, hlavnej zlozky LDL
na zaklade podobnosti homoldgnych casti (Baker, 1988). Predpoklad je,
ze kombinacia hydrofobicity a zaporného naboja, vyvold vézbu vitellogeninu

so signalnymi molekulami PG a LPS (Salmela et al., 2015).

Bola potvrdena aj uloha vitellogeninu ako transportného proteinu nie
len na arovni transportu zivin v tele véelej matky, ale transportuje aj bakterialne
fragmenty do vajicok, ¢im zvySuje schopnost’ vytvorenia rezistencie potomka voci
danému patogénu (Salmela et al., 2015). Bakterialne fragmenty maju za Glohu vyvolat’
imunitnd odpoved. To znamena, ze sapodiela aj natzv. mechanizme TGIP
(medzigeneracna imunitna aktivacia) a je schopny vysokej $pecifity vo vyvolavani

imunitnej odpovede (Salmela et al., 2015).

Vitellogenin je spajany s imunitou vcely medonosnej aj prostrednictvom
priamej interakcie s imunitnymi bunkami (Amdam et al., 2004). Imunitné bunky
hmyzu sa stihrne nazyvaju hemocyty (Lowenberger, 2001). Reaguji na patogény
ako su baktérie tym, ze ich fagocytuju, zapuzdria alebo vytvaraju okolo nich agregaty
(Lavine and Strand, 2002). Vitellogenin a zdravé hemocyty st spojené vizbou
cez zinoc¢naty 16n, ktory je podl'a predpokladu poskytnuty hemocytom vitellogeninom
Zinok hemocyty potrebujii pre svoju imunitna funkciu (Amdam et al., 2004). Studie
naznacuju, ze cirkulujice imunitné bunky a hladiny lipoproteinov v krvi a hemolymfe
s vzajomne prepojené a suvisia so zapalom a zaroven aj so starnutim véiel (Inouye et
al., 2010). Za normalnych podmienok hlavne v lete bol zaznamenany pokles poctu
funkénych hemocytov u véelich robotnic asvekom jedinca tito zmena koreluje
so zniZzenou hladinou vitellogeninu atym padom aj so zniZzenou imunitnou

spdsobilostou (Amdam et al., 2004; Amdam et al., 2005, Schmid et al., 2008).

2.1.1.3 Vitellogeninu a dlhovekost’ u véely medonosnej
Véely medonosné poskytuju atraktivny model na identifikdciu molekuldrnych

mechanizmov regulujuce zmeny v dlzke zivota. Robotnice a kralovné sa vyvijaja
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Zrovnakého gendomu, avSak kralovné 7ziji v priemere az 10-krat dlhSie
(Page and Pang, 2001). Dlhovekost' véelej kralovnej nie je na Ukor reprodukcie.
Kralovné znasaju denne 2000 vajec a ziju 1 — 3 roky a naopak robotnice s obmedzenou
plodnostou zijai 3 - 6 tyzdiov pocasjarialeta Vv miernom podnebi

(Page and Pang, 2001).

Posledné stadie naznacuja, ze vitellogenin je centralna molekula regulujiuca
starnutie véely medonosnej (Munch and Amdam, 2010). Protistarnuci efekt
lipoproteinu vitellogenin méze byt sposobeny jeho antioxidaénymi vlastnost'ami
(Munch and Amdam, 2010). Podla tedrie volnych radikalov starnutia je jednym
z0 spdsobov ako potlacit’ zapal a tym aj spomalit’ fyziologické starnutie posilnenie
antioxidacnej rovnovahy tela (Harman, 1956). Taktiez je vitellogenin najviac
oxidovany v porovnani s ostatnymi proteinmi hemolymfy pocas oxida¢ného stresu
u robotnic (Seehuus et al., 2006). Vitellogenin ma taku antioxida¢na funkciu, ktorou
neutralizuje volné radikaly ako bolo preukazané u véely medonosnej in Vivo
a Vv bunkovej kultare (Seehuus et al., 2006, Havukainen et al., 2013). To znamena,
ze extrémne koncentracie vitellogeninu Sirené v hemolymfe, v adipéznom tkanive,
v mozocku avo svaloch mozu prispievat k oneskoreniu starnutia aumoziuju
pozoruhodna dlhovekost’” véelej kralovnej oproti robotniciam (Havukainen et al.,
2013).

Najnovsie Studie ukazuju, Ze vitellogenin sa podiel’a na tvorbe zépalu u vcely
medonosnej aj inym mechanizmom nez je jeho antioxida¢na aktivita. Jeho génova
expresia vzrasta pri zraneniach (Salmelaetal., 2016) a protein sa nasledne viaze
na nekrotické bunky. Vitellogenin mé& znaént afinitu k lipidovym casticiam
prostrednictvom hydofébnych interakcii a najma k fosfatidylserinu,
ktory je vystavovany na povrchu mrtvych a poskodenych buniek (Havukainen et al.,
2013). Hmyzi vitellogenin sa viaze aj na lipozomy obsahujuce fosfatidylserin,
do blistrov apoptickych hmyzich buniek a na nekrotické bunky plné fosfatidylserinu,
pricom ma nizku schopnost’ viazat' sa na membranu zdravych hmyzich buniek
alebo na lipozomy obsahujice neutralny fosfatidylcholin (Havukainen et al., 2013).
To dokazuje aj selektivitu vézby a a-helikdlna doména ma vyssiu afinitu k negativne
nabitym poSkodenym bunkovym membranam (Havukainen et al., 2013). V tomto
vitellogenin vykazuje podobnost’ aj S ludskymi protizapalovymi proteinmi v Krvi

(Baker, 1988).
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Stadia z roku 2004 dokumentuje, Ze vitellogenin sa pravdepodobne podiel'a
na regulacnej ceste, ktora riadi pozorovatel'ny pokles udrziavacej somatickej funkcie
véelich robotnic (Amdam and Omholt, 2002). Robotnice su funkéne sterilné
a prostrednictvom juvenilného hormoénu, ktory je klItacovy gonotropny hormoén
u dospelého hmyzu, (Bownes, 1994) je hladina ich vitellogeninu ovplyvnena
socidlnymi interakciami s ostatnymi véelami. Vysledky Stadie naznacuju, Ze z hl'adiska
udrziavania bunkového imunitného systému je starnutie véelich robotnic pod socialnou

kontrolou (Amdam et al., 2004).
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2.2 Imunologické a imunochemické metédy

Imunochemické metoddy su zalozené na pouziti protilatok ako Specifickych ¢inidiel,
pomocou ktorych je mozné detekovat’ a stanovit mnoho latok ako su napriklad
farmaka, toxické latky, hormoény a proteiny (Zajoncova, 2013). Imunologické metddy
skiimaju rozne interakcie medzi antigénom a protilatkou na zaklade Specifity ich viazby
(Pingoud et al., 2002). Ako priklad je mozné uviest metody ELISA, EIA, RIA, EMIT

a aglutinacné reakcie (Zajoncova, 2013).

Imunochemické metoddy st dnes vyuzivané v mnohych odboroch. St sucast'ou
klinickej praxi v ramci lekarskych a veterinarnych vysetreni. VyZivajh sa na stanovenie
virusu HIV a hepatitidy (Xie et al., 2007), $pecifickych imunoglobulinov pri alergiach
(Ohashi et al., 2009), patogénov Specifickych infekcii ako je napriklad ¢revna infekcia
(Walder and Forsgren, 1982), boreliéoza a mononukledza (Zajoncova, 2013).

2.2.1 Protilatky

Protilatky su proteiny, ktoré su schopné rozpoznavat’ komponenty, ktoré sa nazyvaju
antigény. Antigény st latky telu cudzie. Interakcia antigén-protilatka je vysoko

Specificka a preto je vyuzivana v imunologickych metodach (Pingoud et al., 2002).

Protilatky st produkované imunitnym systémom cicavcov, tzv. B-bunkami.
Svojou schopnost’ou rozpoznavat’ urcité komponenty st schopné chranit’ organizmus
pred infekciami tym, Ze sa naviaZzu na virusy, mikrobidlne toxiny a inaktivuju ich
aktivitu (Alberts, 2002). Ich ochranny ucinok nie je spésobeny len ich schopnostou
viazat’ sa na antigén, ale zucastiiuju sa d’alSich reakcii, ktoré st sprostredkované

Fc doménou protilatky (Obr. 2) (Alberts, 2002).
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Viézobné miesto pre antigén

Fab doména =

el b b FC dOMéna

Obr. 2 Struktura protilatky. C — konstantna doména, V — variabilna doména, H — tazky

retazec, L — l'ahky retazec. Prevzaté a upravené z stepl.medbullets.com/immunology

Najobvyklejsie protilatky st molekuly tvaru pismena ,,Y* (Obr. 2). Maja dve
identické vdzobné miesta pre antigén na konci kazdého ramena ,,Y*. Vd’aka tym dvom
vizobnym miestam pre antigén su protilatky oznacované ako bivalentné (Alberts,
2002).

Zékladnd Struktirna jednotka molekuly protilatky pozostdva zo Styroch
polypeptidovych retazcov — dvoch identickych T'ahkych (light — L) ret'azcov a dvoch
identickych tazkych (heavy — H) retazcov (Obr. 2). Tieto Styri retazce su drzané
pohromade kombinaciou kovalentnych anekovalentnych (disulfidovych) vézieb
(Alberts, 2002).

2.2.1.1 Monoklonalne a polyklonalne protilatky
Monoklonélne protilatky su produkty jedného klonu plazmatickych buniek. Maju
unikatnu Specifitu, cize su monoSpecifick¢é (Obr. 3) proti jednému epitopu

(Alberts, 2002).

Polyklonalne protilatky st produktom normalnej imunitnej odpovedi.
Pri polyklonalnej imunitnej odpovedi vznikd zmes mnohych roznych imunoglobulinov

a st to produkty vel'kého poctu klonov plazmocytov. Polyklonalne protilatky su
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Polyklonalne protilatky Monoklondlne protilathky

Obr. 3 Rozdiely vo vizbe monoklonalnych a polyklonalnych protilatok. Prevzaté a upravené

z absoluteantibody.com/antibody-resources/antibody-overview/antibodies-as-tools/

polySpecifické — Specifické k viacerym epitopom. (Obr. 3) Je to ,zmes*
monoklonélnych protilatok (Alberts, 2002). Pri zamernej imunizécii zvierat’a je vznik
polyklonalneho antiséra, ktory reaguje s mnozstvom epitopom na urcitom antigéne

(Pingoud et al., 2002).

2.2.2 Western Blot

Western Blot je jedna z najcitlivejsich metod detekcie proteinov (Pingoud et al., 2002).
Umoziuje aj kvantifikaciu proteinov (Yang and Mahmood, 2012). Vyuzitim Western
Blotu je mozné identifikovat Specifické proteiny z komplexnej zmesi proteinov.
(Yang and Mahmood, 2012). Zakladna schéma metody Western Blot st obvykle
nasledujtice kroky. Pri elektroforéze st proteiny separované podl'a vel'kosti a nasledne
prenesené blotovanim na membranu a potom su cielené proteiny oznacené primarnou
a sekundarnou protilatkou. Detekované a vizualizované st enzymatickou reakciou
(YYang and Mahmood, 2012).

2.2.2.1 Primarne a sekundarne protilatky
Primérna protilatka je Specificka k antigénu, ktory je sicastou molekuly separovaného
proteinu, ktory je potrebné detekovat’. Variabilna oblast’ primarnej protilatky (Obr. 2)

rozpoznava epitop na antigéne (Pingoud et al., 2002). V organizme je primarna
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protilatka produkovand hostitel'skym organizmom, ktory je iného druhu nez poévodca

antigénu. (Najafov and Hoxhaj, 2017).

Primarna protilatka nie je zvyCajne znacend. Pre vizualizaciu sa pouziva
sekundarna protilatka, ktora interaguje s primarnou protilatkou taktiez na zéaklade
Specifity viazby (Najafov and Hoxhaj, 2017). Jednym z rozdielov medzi primarnou
a sekundarnou protilatkou je aj ten, Ze sekundarna protilatka sa na rozdiel od primarne;j
obvykle neviaze na antigén, ale prave na primarnu protilatku. Sekundarne protilatky su
produkované organizmom, ktory je odliSny od pdvodcu antigénu, ale aj od pévodcu

primarnej protilatky (Najafov and Hoxhaj, 2017).

2.2.2.2 Elektroforeticka separacia proteinov
Elektroforéza je dolezita separacna metdda. Vyuziva skuto¢nost’, ze v elektrickom poli
sa rozdielne pohybuja nabité ¢astice (Pingoud et al., 2002). Dnes sa v biochémii bezne

vyuziva na analyzu biomolekul proteinov a nukleovych kyselin (Hames, 1998).

Na elektroforetickll separaciu proteinov sa pri metéde Western Blot najcastejSie
vyuziva SDS-PAGE (Yangand Mahmood, 2012). Pri SDS-PAGE st proteiny
pred separaciou modifikované tvorbou komplexov s dodecylsiranom sodnym (sodium
dodecyl sulphate — SDS) a vzniknuté komplexy maja prakticky rovnaky povrchovy
zaporny naboj. Vdaka tomu stV zonovom elektroforetickom usporiadani proteiny
separované podl'a molekulovej hmotnosti @ pohybujli sa smerom k pozitivnej elektrode
(kolektiv autorov, 2012, Yang and Mahmood, 2012). Tato elektroforéza je zvycajne
vykonavana Vv usporiadani na tenkej vrstve — medzi dvoma sklenenymi doskami.
Aby mohli komplexy SDS-proteiny vzniknut,, je nutné rozstiepit’ disulfidové mostiky
medzi proteinmi alebo vo vnutri retazca proteinov redukujucimi latkami, ako je
napriklad merkaptoetanol alebo ditiotreitol (kolektiv autorov, 2012,
Yang and Mahmood, 2012).

Pre ziskanie lepSieho vysledku pri deleni proteinov je ¢asto vyuZivana
diskontinudlna elektroforéza, ktord umoziuje lepSie zaostrenie zoén proteinov.
(kolektiv autorov, 2012). Systém diskontinualnej elektroforézy musi mat’ niekolko
vlastnosti. Zaostrovaci (koncentra¢ny, horny) gél, v ktorom je vzorka
koncentrovanejsia, je zlozeny polyakrylamidu o nizsej koncentracii s velkymi pormi.
Tym je zaisteny rovnaky pohyb proteinov bez separacie (Pingoud et al., 2002). Deliaci

gél (separatny, dolny) obsahuje polyakrylamid o vysSej koncentracii a tym padom
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obsahuje menSie pory. Pri prechode proteinov deliacim gélom su proteiny
uz separované na zaklade ich molekulovej hmotnosti a naboja (Pingoud et al., 2002).
Pri diskontinualnej elektroforéze vzorka, zaostrovaci a deliaci gél obsahuju obvykle
chloridovy anién, pricom elektrodovy tlmivy roztok obsahuje vel'mi Casto glycinové

i6ny, pripadne i6ny tricinové (Pingoud et al., 2002).

Koncentracia gélu sa voli od velkosti separovanych proteinov, ktora je
vypocitana podl'a presne daného vztahu (Yang and Mahmood, 2012). Zaostrovaci gél
a vzorkovaci pufry obsahuju Tris-Chloridovy tlmivy roztok, ktorého pH je obvykle

asi 0 dve jednotky nizs§i nez ma tlmivy roztok deliaceho gélu (kolektiv autorov, 2012).

Gély sa pripravia zmieSanim zloziek a polymerizacia sa Startuje pridanim
najCastejSie TEMED a APS. Nasledne sa naleju sa medzi dve sklenené alebo plastové
platne. Vzorky st vlozené do jamiek so vzorkovacim pufrom. Gél je nasledne pripojeny
k zdroju napitia a necha sa prebiehat’ elektroforéza. Po prechode vzoriek zaostrovacim

gélom sa v diskontinualnom prevedeni sa meni napatie (Yang and Mahmood, 2012).

2.2.2.3 Blotovanie a blokovanie membrany

Po separacii pomocou SDS-PAGE st proteiny prenesené na membranu. Prenos je
mozné uskutoénit’ jednoduchou difuziou, kapilarne, vékuovo alebo ucinkom
elektrického pola. Prenos ucinkom elektrického pol'a prebieha najcastejSie
v sendvi¢ovom usporiadani v polosuchych alebo mokrych podmienkach. Membrana je
umiestnena medzi povrch gélu apozitivnu elektrodu v sendvi¢i (Obr. 4)

(YYang and Mahmood, 2012).

R T o o I N S S S A S
Spongia
PVDF membrina
Gél

Obr. 4 Sendvicové usporiadanie jednotlivych komponent pri prenose proteinov na membranu.

Prevzaté a upravené z novushio,com/application/western-blotting
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Do sendvica patri aj vlaknita podlozka (Spongia) namocena v blotovacom pufri,
ktora vlastne slizi ako zasobnik pufru. Na kazdej strane a filtracné papiere chrania gél
a membranu. Musi byt’ zabezpeceny tesny kontakt gélu a membrany a membrana musi
byt vzdy umiestnend medzi gélom apozitivnou elektrodou. Ako membrany
sa najCastejSie pouzivaju nitrocelulozové alebo PVDF (polyvinylidén difluorid)

membrany (Yang and Mahmood, 2012).

Prenos je mozné uskutocnit’ v mokrych alebo polosuchych podmienkach.
Pre porovnanie prenos v polosuchych podmienkach je rychlejsi a vyzaduje mensie
mnozstvo pufru. Mokré podmienky zaistuju spolahlivost aje vyuzivana hlavne
pri prenose  velkych  proteinov  (Najafovand  Hoxhaj, 2017).  Rozdiel
medzi polosuchymi a mokrymi podmienkami je v tom, Ze pri mokrych podmienkach

je pouzita Spongia.

Blokovanie po prenose je v tomto procese dolezité. Membrana je inkubovana
S inertnym proteinom ako je hovédzi sérovy albumin (BSA), Zelatina alebo nizkotu¢né
mlieko. Je uskutocnované za i¢elom blokovania ostatnych reakénych miest membrany,
kde sa nenachadzaji ziadne zo separovanych proteinov. Tento krok je potrebné
uskutocnit’ eSte pred inkubaciou s protilatkami (Pingoud et al., 2002). Zabranuje

to nespecifickej vdzbe protilatok na membranu (Yang and Mahmood, 2012).

2.2.2.4 Inkubicia membrany s protilaitkami a vizualizacia

Membrana s proteinmi je inkubovand v roztoku primarnej protilatky v pufri, aby
sa primarna protilatka naviazala na cieleny protein. Po premyti je membrana
inkubovana v roztoku sekundarnej protilatky v pufri za u¢elom naviazania sekundarnej
protilatky na primarnu protilaitku. Po inkubécii je membrdna premytd pufrom
anasledne je inkubovana sroztokom substratu za ucelom vizualizacie cieleného

proteinu (Yang and Mahmood, 2012).

Idedlne pre Western Blot sti monoklonalne protilatky z dovodu ich vysokej
Specifity. Polyklonalne protildtky st casto pouzivané zddévodu ich ceny
a st jednoduchsie na produkciu (Najafov and Hoxhaj, 2017). Koncentracie protilatok
st volené podla odporafania od vyrobcu aempirického overenia
(Najafov and Hoxhaj, 2017).  Protilatka je riedend v premyvacom  pufri
ako je napriklad PBS alebo TBS-T. Po kazdej inkubacii je dolezité premyvanie pufrom,
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aby sa vymyli vSetky nenaviazané protilatky, a aby nevzniklo pri vizualizacii sfarbenie

na mieste, kde sa nenachadza merany protein (Yang and Mahmood, 2012).

Sekundarne protilatky pre Western Blot su Casto konjugované s enzymami,
ktoré premienaju chromogénny substrat, ako je napriklad alkalicka fosfataza (ALP,

EC 3.1.3.1) alebo chrenova peroxidaza (HRP, EC 1.11.1.x) (Pingoud et al., 2002).

Vizualizécia je mozné s vyuZzitim premeny chromogénneho substratu (Obr. 5)
alebo chemiluminiscen¢ne (Pingoud et al., 2002). Chromogénne substraty pre Western
Blot st iné ako pri metdéde ELISA, pretoze pri tejto vizualizacii musi byt zabezpecena
stabilita a nerozpustnost’ farby. Vhodné substraty pre chrenovi peroxidazu su
diaminobenzidin (hnedd farba) a 4-chloro-1-naftol (fialova farba) a pre alkalicku
fosfatazu 5-broémo-4-chloroindoxyl fosfat v kombinacii s nitro-blue tetrazolium
chloridom, ktoré po redukcii formuju modru farbu. Pouzitie tychto farebnych
substratov  zarucuje citlivost priblizne 1ng.mm?2 (Pingoudetal., 2002).

Chemiluminiscenéna detekcia je citlivejsia (Pingoud et al., 2002).

Signal

Substrat

* Enzym

Sekundarna protilatka

Primarna protilatka

‘ Protein

Membrana

Obr. 5 Vizualizacia proteinov na membrane. Farbenie pomocou premeny chromogénneho
substratu konjugovanym enzymom so sekundarnou protilatkou. Prevzaté a upravené
z novushio,com/application/western-blotting
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2.2.2.5 Vyhody, nevyhody a problémy metédy
Napriek tomu, ze cela procedura je jednoduchd, pocas prevedenia sa mozu
vyskytnit' rozne problémy, ktoré moézu viest k necakanym vysledkom. Jednym

Z problémov

mozu byt nezvycajné alebo neocakdvané bandy, ktoré mozu nastat z dovodu

proteolytickych reakcii (Yang and Mahmood, 2012).

Dalsie problémy, ktoré mozu nastat’ — Ziadne alebo velmi slabé pasy, zly
kontrast s pozadim membrany a nerovnomerné pasy. Mozu byt’ spésobené zlou vol'bou
pufru a napéatia, vzduchovymi bublinami pri blotovani a nedostato¢nym premyvanim.
Taktiez je mozné, ze protilatky nie si dostatocne Specifické pre typ detekovaného
proteinu, pripadne st v nedostatocnej alebo v privel'a koncentrovanej forme. Niektoré
pufry je mozné pouzivat’ aj viac krat a tie mézu byt kontaminované a cely proces rusia

ako napriklad inaktivaciou konjugovaného enzymu (Yang and Mahmood, 2012).

2.2.3 ELISA

Metdda ELISA uz niekol’ko rokov jednou z najbeznejSich metdd v biochemickych
a klinickych laboratoriach (Crowther, 1995). Je to $pecificka metdda, ktora zarucuje
porovnatelnu citlivost’ s metodou RIA (Pingoud et al., 2002). Pouziva sa na detekciu
ako antigénov, tak aj protilatok (Zajoncova, 2013). Patri k heterolognym testom.
(\Voller et al., 1978)

Je uskuto€iiovana vo viacerych variantach, ale jednym spolo¢nym znakom je,
ze detekcia je zaloZend na premene chromogénneho substratu enzymom. Dalsi
spolo¢ny znak je, ze vSetky varianty zahfnaju krok separacie viazaného enzymového

konjugatu od vol'ného enzymového konjugatu (Zajoncova, 2013).

Protilatky, ktoré sa pouZivaji pre metodu ELISA su podobne ako pre metddu
Western Blot - monoklonalne alebo polyklonalne. Takisto moézu byt pouzité
ako imobilizované na pevnom nosi¢i alebo vo forme roztoku. Dolezité je, aby
protilatka alebo antigén boli naviazané na povrch nerozpustného nosica bez straty
imunoreaktivity. Taktiez je dolezité, aby imunologicka reaktivita konjugatu, ale
aj samotné enzymy boli stabilné ako pocas reakcie, tak aj pocas skladovania
(Zajoncova, 2013). Imobilizacia antigénov alebo protilatok na pevny nosi¢ je

na zaklade pasivnej adsorpcie (Voller et al., 1978).
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2.2.3.1 Varianty metody ELISA

Hlavné prevedenia tejto metody su zalozené na charaktere kompetitivneho

alebo nekompetitivneho charakteru (Obr. 6) (Zajoncova, 2013). Dalsie dve varianty
su: priama a nepriama ELISA (Obr. 6) (Voller et al., 1978).

2.2.3.1.1 Priama a nepriama ELISA

Rozdiel medzi priamou a nepriamou ELISA technikou spo¢iva v tom, Ze pri priamej
technike sa priamo na antigén naviaze po inkubacii enzymom znalena protilatka,
pripadne na protilatku sa naviaze po inkubdacii enzymom znaceny antigén a nasledne je
pridany substrat. Pri nepriamom prevedeni je na protilatku naviazany na antigén

eSte naviazana znacena sekundarna protilatka, ¢im sa zvysuje citlivost’ stanovenia

(Voller et al., 1978).

2.2.3.1.2 Kompetitivna a nekompetitivna ELISA
Nekompetitivna ELISA je vo vSeobecnosti viac vyuzivand nez jej kompetitivne
prevedenie. Jednym z najbeZnejSich prevedeni nekompetitivneho ELISA testu je

sendvicova ELISA (Pingoud et al., 2002).

Pri kompetitivnom prevedeni antigén konjugovany s enzymom sa viaze
na protilatku imobilizovan( na povrchu mikrotitra¢nej dosticky (povrch nerozpustného
nosic¢a) asuperi o vizbu s neznaCenym antigénom. Nasledne je dosSticka premyta
pufrom aprida sa chromogénny substrat. Vyvinuta farba je dalej fotometricky
kvantifikovana na zéaklade intenzity s pouZzitim ELISA readeru. (Pingoud et al., 2002).
Pri tomto stanoveni je mozné zmieSat vSetky komponenty naraz (simultdnne)
alebo postupne (Zajoncova, 2013). Kompetitivne stanovenie sa vyuziva hlavne

na stanovenie protilatok, v tomto pripade stitazia neoznacené protilatky

Ir“ subsairal
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Obr. 6 Porovnanie 4 prevedeni metody ELISA, prevzaté z kbg.fpv.ukf.sk
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v analyzovanej vzorke s ur¢itou danou koncentraciou o vizbu na obmedzené mnozstvo

antigénu imobilizovaného na pevnom povrchu (Zajoncova, 2013).

Pri nekompetitivnom stanoveni je potrebné na povrch pevného nosica naviazat’
nadbytok protilatky Specifickej pre antigén. Po pridani vzorky reaguje protilatka
S antigénom a ostatné proteiny su vymyté (Zajoncova, 2013). Druhou moznostou je,
7e na povrch pevného nosica je naviazany antigén. Po pridani vzorky alebo protilatky
nasledne taktieZ reaguju protilatky s naviazanym antigénom (Zajoncova, 2013).
Komplex protilatka-antigén je premyty pufrom. Nasledne sa pridd sekundéarna
protilatka, ktora je znacena (Pingoud et al., 2002). Sekundarna protilatka reaguje
S naviazanym antigénom, ale cez druhy rozdielny epitop (Zajoncova, 2013). Pripadne
sekundarna protilatka reaguje s primarnou protilatkou. Pritomnost’ tohto komplexu je

detekovana  spektrofotometricky po  pridani = chromogénneho  substratu
(Pingoud et al., 2002).

2.2.3.2 Vizualizacia — premena substratov enzymami
Detekcia a vizualizacia je uskuto¢fiovana premenou chromogénneho substratu

enzymom, ktory je konjugovany s protilatkou. (Pingoud et al., 2002).

Je pozadované, aby enzymy pouzité na znacenie a premenu substratu musia
mat’ vysoké Cislo premeny a musia premienat’ substrat, ktory produkuje stabilny,
rozpustny a l'ahko meratel'ny produkt. Z ekonomickych pri¢in musia byt enzymy
zaroven lacné a zaroven dostupné vo vysokej Cistote (Voller et al., 1978). Pouzité
enzymy musia mat’ vysoku Specificku aktivitu, o znamena, Ze premienaju velké
mnozstva substratu na detekovany produkt. Enzymy, ktoré su pouzité na znacenie
sanesmu  prirodzene  vyskytovat v analyzovanej  biologickej  tekutine
(Zajoncova, 2013).

Meranim katalytickej reakcie enzym-substrat je stanovené mnozstvo viazan¢ho
enzymového konjugatu po pridani substratu. Jedna molekula enzymu je schopna pocas
niekol’kych minuat premenit’ vel’ké mnoZzstvo molekul substratu na molekuly produktu.

Tato zmena musi byt’ 'ahko detekovateI'na zmenou sfarbenia (Zajoncova, 2013).

Enzymy pouZzivané pre metodu ELISA st napriklad alkalické fosfatdza (ALP,
EC 3.1.3.1) alebo chrenova peroxidaza (HRP, EC 1.11.1.x), ktoré st konjugované

s antigénom alebo protilaitkou. Tento komplex antigén-protilatka je detekovany
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na imobilizovanom povrchu (Pingoud et al., 2002). Ako dalsi enzym vyuzivany
v metode ELISA je B-D-galaktozidaza (EC 3.2.1.23) (Zajoncova, 2013).

Ako substrat je HRP je vhodny 3,3°,5,5'-tetrametylbenzidin a pre ALP je
to p-nitrofenyl fosfat (Pingoud et al., 2002). Ako dalsi substrat sa pre peroxidazu
pouziva peroxid vodiku v pritomnosti chromogénu 1,2-diaminobenzénu,
ktory poskytuje zlto-oranzovy produkt. Ako substrat pre f-D-galaktozidazu sa pouziva
o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranozid. Tato reakcia poskytuje zIty produkt. Ako substrat
pre alkalicka fosfatdzu je mozné pouzit’ nitrofenylfosfat, ktory po reakcii poskytuje

farebny produkt — nitrofenolat (Zajoncova, 2013).

Na zastavenie reakcii premeny substratu sa vyuzivaju cinidla. Ako Ccinidlo
na zastavenie peroxidazovej reakcii sa pouziva 1 mol . I roztok kyseliny sirovej
a Vv pripade alkalickej fosfatdzy, je tymto Ccinidlom roztok hydroxidu sodného
(Zajoncova, 2013). Samotné zafarbenic a miera zafarbenia je merana

spektrofotometricky pomocou readeru (Pingoud et al., 2002).

2.2.3.3 Podmienky a problémy metody

Je dolezité, aby boli presne dodrziavané podmienky. Jednou z nich je optimalna
koncentracia protilatky alebo antigénu pouzivanych pre stanovenie. Optimalne
inkubaéné casy  ainkubacné teploty pre vzorky, aby antigény a protilatky
nedegradovali. Musi byt zvoleny optimélny substrat a taktieZ musi byt’ dodrZany ¢as
reakcie premeny substratu na produkt (Voller et al., 1978). V pripade nedodrzania

tychto podmienok je mozné, Ze stanovenie a detekcia budu nepresné.
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3 Experimentalna ¢ast’
3.1 Material
3.1.1 Chemikalie

AppliChem: dodecylsiran sodny, hovddzi sérovy albumin

Bio-Rad: Laemmli vzorkovy roztok

Carl Roth: 3,3,5,5" - tetrametylbenzidin, hovéddzi sérovy albumin,
tetrametyletyléndiamin

Fisher Scientific: metanol

Lach-Ner: hydrogénuhli¢itan sodny, hydroxid sodny, chlorid sodny, kyselina
citronova monohydrat, uhli¢itan sodny

Lachema: chlorid horecnaty

Penta: kyselina chlérovodikova

Sigma Aldrich: B-merkaptoetanol, dihydrogénfosfore¢nan sodny hydrat,
dimetylsulfoxid, glycin, hydrogénfosfore¢nan sodny dodekahydrat, kyselina
sirova, peroxodisiran amonny, sekundarna protilatka (ELISA) konjugovana s HRP,
sekundarna  protilitka (WB)  konjugovana s ALP, suSené mlieko,
tris(hydroxymetyl)aminometan

Primarna protilatka pre Vg — pripravena na pracovisku v Ceskych Budejoviciach

3.1.2 Biologicky material

zimné vcely (november 2019)

jarné vcely (marec 2020)

3.1.3 Pristroje a vybavenie

Analytické vahy (Denver Instrument, USA)

Autoklav horizontalny (Tuttnauer, USA)

Digitalne predvazky (Radwag, Pol'sko)

Elektroforeticka aparatara (Bio-Rad, USA)

Elektromagnetické mieSadlo so zahrievanim (Biosan, LotySsko)
Chladena centrifuga (Eppendorf, Nemecko)

Mikroskop (BEL Photonics, Taliansko)

Nitrocelul6zovd membréana (Merck Millipore, USA)

pH-meter so sklenenou elektrodou (XS Instruments, Taliansko)
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PVDF membrana, velkost porov 0,45 um (Millipore corporation, USA)
Semi-dry transfer aparatara (Bio-Rad, USA)

Spektrofotometricky reader PowerWave XS (BioTek Instruments, USA)
Termotrepacka (Biosan, LotySsko)

Trepacka orbitalna (Biosan, Lotyssko)

Ultrazvukovy homogenizator (Kraintek, Ceska republika)

Vortex (Biosan, LotysSsko)

3.1.4 Pouzité roztoky

Coating tlmivy roztok pH 9,6: 4,24 g.1"t Na,CQOs, 5,04 g.I"X NaHCO3

Premyvaci tlmivy roztok pH 7,5 10 x koncentrovany: 87,64 g.I't NaCl, 3,62 g.I"
NaH2POs4, 1,48 g.I"t Na;HPO4

Premyvaci tlmivy roztok pre pouzitie: premyvaci timivy roztok 1x s 1 % objemu
Tween 20

Roztok mlieka: 5% roztok suseného mlieka v premyvacom pufri (premyvaci timivy
roztok pre pouzitie)

Fosfocitratovy tlmivy roztok s perboratom sodnym pH 6,4: 24 ml 0,2 mol.l"?
NazHPOys, 26 ml 0,1 mol.I"t kyselina citrénova, 0,4 g.1"! perborat sodny

TMB: 100 mmol.I*

ELISA substrat nekomerény pre pouZitie: 1 ml fosfocitratového pufru s perboratom
sodnym pH 6,4, 25 ul 100 mmol.I* TMB

Kyselina sirova: 0,5 mol.I™

10% APS

AA/BIS 30%/0,8%

Tris-HCI: 1,5 mol.It, pH 8,8

10% SDS

Tris-HCI: 0,5 mol.I"%, pH 6,8

5% BSA v 1x TBS

10x elektrédovy roztok: 30,25 g.It Tris, 144,1 g.I"* glycin, 10 g1t SDS

8% kyselina octova

20% blotovaci roztok: 3,025 g.1* Tris, 14,41 g.I"! glycin, 20 % objemu metanolu
5% blotovaci roztok: 3,025 g.1* Tris, 14,41 g.I"! glycin, 5 % objemu metanolu

5x TBS roztok pH 7,5: 12,1 g.I"t Tris, 146,1 g.I"t NaCl

TBS-T (0,1% Tween): 1x TBS roztok, 0,1% objemu Tween 20
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- Tlmivy roztok pre alkalicku fosfatazu: 100 mmol.I"* NaCl, 50 mmol.I"t MgCly,
100 mmol.I" Tris-HCI (pH 9,5)

- Substrat pre alkalick( fosfatazu: 50 mg.ml™* BCIP v 100% DMFA, 50 mg.mI* NBT
v 70% DMFA

3.2 Metdody
3.2.1 Stanovenie celkovych proteinov

3.2.1.1 Stanovenie proteinov metédou podl’a Bradforda

Bola zostavena kalibracna rada zo Standardnych roztokov BSA v pufri totoznom
S0 vzorkou (vzorky uréené pre metdédu ELISA v coating timivy rotztok a pre vzorky
uréené pre metodu Western Blot v Tris-HCI pufri o pH 6,8) o koncentraciach 1,2; 1;
0,8; 0,6; 0,4 a0,2 mg.ml. Reakéna zmes bola pripravena z 200 pl Bradfordového
¢inidla (riedeného 1:4), 45 ul destilovanej vody a 5 ul standardu/vzorky/pufru.

Zmes bola inkubovana 5 mintt pri laboratdornej teplote a absorbancia roztokov
bola odéitand spektrofotometricky pomocou readeru pri vinovej dizke 565 nm.
Z absorbancie blanku a Standardnych roztokov BSA bola zostavena kalibracna krivka

a z rovnice grafu boli ur¢ené koncentracie celkovych proteinov vo vzorkach.

3.2.2 Western Blot

3.2.2.1 Priprava vzoriek tukového telesa

Tukové teleso vcelich robotnic bolo naizolované z jednotlivych v¢iel. Cela izolacia
bola uskuto¢nena na I'ade v Ringem roztoku. Bol pridany Tris-HCI tlmivy roztok pH
6,8 (50 pl pufru pre vzorky tukového telesa zimnych véiel a 30 ul pufru pre vzorky
tukového telesa jarnych véiel) a vzorka bola 2 — 5 minut sonifikovana za si¢asného
chladenia. Vzorka bola nasledne centrifugovand 10 minut pri teplote 4 °C
a otackach 12 000 g. Supernatant bol odobrany do Cistej Eppendorfovej skumavky

a skladovany v mraznicke pri — 30°C.

3.2.2.2 Detekcia vitellogeninu

Mnozstvo pridané do kazdej jamky 1,65— 6,41 mg.ml™ . Vzorky pred pouzitim boli
zmieSané v pomere 1:1 s Laemmli vzorkovym pufrom, ktory bol pred pouzitim
zmieSany s B-merkaptoetanolom podla odporucania vyrobcu. Vzorky s Laemmli

vzorkovym pufrom boli inkubované 5 minut pri teplote 95 °C.
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3.2.2.2.1 Priprava gélov a SDS-PAGE - separacia proteinov

Pri priprave 7% deliaceho gélu boli pridané vSetky roztoky (Tab. 1) a polymerizacia
gélu bola nastartovana pridavkom 10% roztoku APS. Roztok bol naliaty medzi sklicka
(0,75 mm) v nalievacej komorke asi 1 cm pod okraj hrebienka a bol prevrstveny
niekol’kymi kvapkami n-butanolu. Po stuhnuti deliaceho gélu bol odstraneny n-butanol,
premyty vodou a opatrne vysuSeny. Nasledne bol pripraveny 4% zaostrovaci gél
pridanim vSetkych roztokov (Tab. 1) apolymerizacia gélu bola naStartovana
pridavkom 10% roztoku APS. Zaostrovaci gél bol naliaty medzi sklicka na gél deliaci.

Po naliati zaostrovacieho gélu bol zasunuty hrebienok a gél postupne tuhol.

Stuhnuté gély boli vybraté zo stojana a na sklicka bola zaznamenana hranica
medzi deliacim a zaostrovacim gélom a poloha jamiek pred odstranenim hrebienka.
Skli¢ka boli prenesené do elektroforetickych komorok. Do elektroforetickej komory
boli pridany elektrodovy roztok. Do jamiek bolo pridanych 10 pl zmesi vzorky
s Laemmli vzorkovym roztokom a do jednej jamky bolo pridanych 8 pl roztoku Protein
Ladder. Ako pociatocné napétie bolo pouzitych 100 V apo zaostreni vzoriek v géle

boli napitie zvySenie na 200 V pre prechod vzoriek deliacim gélom.

3.2.2.2.2 Blotovanie a blokovanie membrany
G¢l bol po elektroforéze preneseny do blotovacieho pufru (gél s proteinmi pre prenos
na PVDF membrianu do 20% blotovacieho pufru a gél s proteinmi pre prenos

na nitrocelul6zovu membranu do 5% blotovacieho pufru).

Tab. 1 Objemy jednotlivych roztokov v mililitroch pouZzitych na pripravu gélov (2 gély —
10 ml)

Typ gélu AA/BIS 1,5 0,5 dH:0 10% TEMED 10%
30%/0,8%  mol.I* mol.I* SDS APS

Tris-HCIl Tris-HCI

(pH8,8) (pH6,8)

7% deliaci 2,3 2,5 0 3,8 0,1 0,01 0,07
gél
4% 1,3 0 2,5 59 0,2 0,02 0,12
zaostrovaci
gél
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PVDF membréna bola pred inkubéaciou v blotovacom pufri namocend
vV metanole. G¢l, filtracné papiere a membrana boli v blotovacom puftri inkubované 10-
20 minut. Bol zostaveny sendvi¢ podl'a navodu v poradi filtraény papier, membrana,
gél a filtrany papier v transferovej komore pristroje Trans-Blot Semi Dry. Takto

pripraveny sendvi¢ bol blotovany 3 hodiny pri napati 100 V.

Po blotovani bola membrana rozdelena na Cast’ s protein laddrom a na cCast’
s proteinmi. Cast membrany obsahujpcej proteiny bola v chladni¢ke blokovana 2

hodiny na trepacke (50 rpm) v roztoku 1XxTBS 5% BSA.

3.2.2.2.3 Farbenie membrany obsahujucej Protein Ladder

Cast membrany obsahujucej Protein Ladder bola 8 minit namodena v roztoku
amidocerni. Nasledne bola membrana ponorena 3x2 minuty v 8% roztoku kyseliny
octovej. Po odstraneni prebytocnej farby kyselinou octovou bola membrana vysusena

na filtracnom papieri.

3.2.2.2.4 Inkubécia membrany s protilaitkami a vizualizacia vitellogeninu

Membrana obsahujuca separované proteiny bola premytd 3x10 minat roztokom 1x
TBS-T (0,1% Tween) na trepacke (50 rpm) v chladnicke. Membrana bola nasledne
cez noc inkubovand v roztoku primarnej protilatky (primarna protilatka bola riedena

1:10 000 v roztoku 1x TBS-T (0,1% Tween)) na trepacke (50 rpm) v chladnicke.

Membrana bola premyta 3x10 mintt roztokom 1x TBS-T (0,1% Tween)
na trepacke (50 rpm) Vv chladni¢ke. Nasledne bola membrana 1 hodinu inkubovana
v roztoku sekundarnej protilatky konjugovanej s alkalickou fosfatdzou (protilatka bola

riedena 1:5 000 v roztoku 1x TBS-T (0,1% Tween)) na trepacke (50 rpm) v chladnicke.

Membrana bola premyta 3x10 mindt roztokom 1x TBS-T (0,1% Tween)
na trepacke (50 rpm) Vv chladni¢ke. Po€as premyvania membrany bol pripraveny
cerstvy roztok obsahujuci 10 ml pufru pre alkalicka fosfatazu, 16,5 ul NBT a 8,25 ul
BCIP pre farbenie PVDF membrany. Pre farbenie nitrocelulézovej membrany bol
pripraveny cerstvy roztok obsahujuci 10 ml pufru pre alkalicka fosfatazu, 24,75 pl
NBT a 12,37 ul BCIP. Membréana bola vlozena do roztoku na trepacke (50 rpm)
a po zviditeI'neni bandov bola membrana premyta v destilovanej vode a vysuSena

na filtracnom papieri.
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3.2.3 ELISA

3.2.3.1 Priprava vzoriek tukového telesa

Tukové teleso veelich robotnic bolo naizolované z jednotlivych véiel. Celd izolacia
bola uskutocnend na I'ade v Ringem roztoku. Bol pridany coating tlmivy roztok (50 pl
pufru pre vzorky tukového telesa zimnych v¢iel a 30 ul pufru pre vzorky tukového
telesa jarnych vciel) a vzorka bola 2 — 5 minut sonifikovana za sucasného chladenia.
Vzorka bola nésledne centrifugovana 10 minut pri teplote 4 °C a otackach 12 000 g.
Supernatant bol odobrany do ¢Cistej Eppendorfovej skumavky a skladovany

Vv mraznicke pri -30 °C.

3.2.3.2 Urc¢enie vhodnej koncentracie celkovych proteinov

Do prvej jamky ELISA dosticky bolo pridanych 100 pl Coating pufru so 100 pl
zmesnej vzorky. Do kazdej d’alSej jamky bolo pridanych 100 pl z predoslej jamky
a 100 pl pufru. Do blanku bolo pridanych len 100 pl Coating pufru. Dosticka bola

inkubovana cez noc pri teplote 4 °C.

Nasledujtci deni boli vSetky jamky ELISA dosticky premyté. Do kazdej jamky
bolo pridanych 170 ul premyvacieho pufru. Jamky bolo premyté takym spdsobom,
ze po pridani premyvacieho pufru bol tento roztok vzdy aspon 7-krat nasaty do pipety
a vypusteny naspit’ do jamky. Na zdver bol cely roztok odstrdneny vytrepanim

Z jamiek. Cely proces premyvania bol uskutocneny 3-krat.

Povrch jamiek bol blokovany 200 pl 5% roztoku mlieka a dosticka bola
inkubovana 2 hodiny pri 37 °C a miernom trepani (230 rpm). Premytie dosticky bolo
totoZzné s premyvanim v predchédzajicom kroku. Do jamiek bola pridand primarna
protilatka o objeme 100 ul (primarna protilatka bola riedena v premyvacom pufri

1:15 000). Dosticka bola inkubovana 1 hodinu pri 37 °C a miernom trepani (230 rpm).

Po premyti dosticky bolo do kazdej jamky pridanych 100 pl sekundarnej
protilatky (sekundarna protilatka bola riedena v premyvacom pufri 1:8 000). Dosticka
bola inkubovana 1 hodinu pri 37 °C a miernom trepani (230 rpm). Po inkubacii
dosticky so sekundarnou protilatkou bola dosticka premytd minimalne 4-krat. Nasledne
bolo pridanych 200 ul premyvacieho roztoku, ale bez opatovného nasatia do pipety.
Roztok bol ihned odstraneny vytrepanim. Pridanie premyvacieho roztoku
bez nasavania do pipety bolo zopakované minimalne 2-krat tak, aby v jamkach neostali

ziadne bubliny.
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Do jamiek bolo pridanych 100 pl ELISA substratu a dosti¢ka bola inkubovana
45 minut pri 37 °C a miernom trepani (230 rpm) bez pristupu svetla. Reakcia bola
po 45 minatach zastavena 50 pl 0,5 mol.I"t kyseliny sirovej. Intenzita sfarbenia
(absorbancia) bola odéitana spektrofotometricky pomocou readeru pri vinovej dizke

450 nm.

Boli urcené¢ koncentracie celkovych proteinov v jednotlivych jamkéch
na zaklade riedenia. Po od¢itani absorbancie a farebného porovnania jamiek bol uréeny

rozsah koncentracie vhodnej na detekciu vitellogeninu vo vzorkach.

3.2.3.3 Detekcia vitellogeninu

Do kazdej jamky ELISA dosticky bolo pridanych 100 pl Coating pufru so 100 pl
vzorky o koncentracii 4 pg.ml? celkovych proteinov. Do blanku bolo pridanych
len 100 pl Coating pufru. Dosticka bola inkubovana cez noc pri teplote 4 °C.
Nasledoval rovnaky postup ako v kapitole 3.2.3.2.
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4 Vysledky a diskusia
4.1 Detekcia vitellogeninu metodou Western Blot

4.1.1 Priprava vzoriek a stanovenie celkovych proteinov vo vzorkach
metodou podl’a Bradforda
Boli pripravenych 6 vzoriek podl'a postupu uvedeného v kapitole 3.2.2 (tri vzorky troch

tukovych telies zimnych v¢iel a tri vzorky troch tukovych telies jarnych véiel).

Koncentracia vzoriek bola vypocitana (Tab. 2) na zaklade rovnice grafu—
kalibracnej krivky zavislosti absorbancie na koncentracii celkovych proteinov,

podl'a postupu v kapitole 3.2.1.1. Rovnica grafu bola y = 0,229x + 0,0183 (Obr. 7)

4.1.2 Detekcia a vysledky prvotnej analyzy
Namerané boli koncentracie proteinov vo vzorkach v rozsahu 1,65 — 6,41 mg.ml'l

(Tab.2) a jednotlivé vzorky neboli pred elektroforézou riedené.

Zavislost absorbancie na koncentracii celkovych

proteinov
0,300 [
. y=0,229x + 0,0183
R2=0,9817
0,250
0,200 a
<
® Absorbancia
0,150 --------- Linearny (Absorbancia)
o @
..
0,100
o
0,050
0,15 0,35 0,55 0,75 0,95 1,15
C[:Jroteiny [mg'mlil]

Obr. 7 Kalibracna krivka, zavislost absorbancie na koncentracii celkovych proteinov
zostrojena na zaklade merania absorbancie jednotlivych Standardov albuminu pomocou

mikrodosti¢kového readeru
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Tab. 2 Meranie absorbancie vzoriek a vypocet koncentracie celkovych proteinov vo vzorke

na zaklade rovnice grafu (Obr. 7)

Al AZ Apriemer [rf]pgm;.;.i;i?ll]

, 1 0139 0150 0,145 165

Jarné 2 0446 0011 0,229 2.75
veely

3 0391 0372 0382 4,76

- 4 0196 0174 0185 218

ZV‘c‘zl“e 5 0202 0141 0172 201

y 6 0457 0558 0,508 6.41

Utelom metody Western Blot bolo najst’ najvhodnejsie nastavenie metody pre
detekciu vitellogeninu aaj jeho fragmentov. Detekovany vitellogenin vo svojej
vo svojej plnej zrelej forme o molekulovej hmotnosti 180 kDa. Z fragmentov je znamy
fragment o vel'kosti 40 kDa, ktory bol objasneny pocas vyskumu v roku 2011
(Havukainen et al., 2011). Tento fragment zodpoveda N — terminalnej doméne
vitellogeninu (Havukainen et al., 2011). V literatire je eSte mozné najst zmienky

0 150 kDa fragmente vitellogeninu (Wheeler and Kawooya, 1990).

Pri porovnani jednotlivych membran je viditelné, Ze nitrocelul6zova membrana
(Obr. 8) obsahuje menej bandov ako membrana PVDF. Na PVDF membrane (Obr.9)
st zjavné aj neoCakéavané bandy. Mohlo to byt spdsobené pufrom alebo koncentraciou
protilatky (Yang and Mahmood, 2012). Av$ak na PVDF membrane je mozné vidiet
vyS$$i Sum pozadia aviac bandov. Praca s nitrocelulozovou membranou bola
narocnejSia z dovodu jej krehkosti. V dostupnych zdrojoch na detekciu vitellogeninu
bola pouZivana na prenos prevazne nitrocelul6zovd membrana, velkost porov 0,2 pm
(Azevedo et al., 2016, Havukainen et al., 2011, Salmela et al., 2015).
Avsak v niektorych zdrojoch bola na prenos pouzita aj PVDF membrana — velkost’
pérov 0,22 pum (Zhang, et al., 2017). V nasom experimente sme pouzili PVDF

a nitrocelul6zovii membranu o velkosti pérov 0,45 um.
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Obr. 8 Nitrocelul6zova membrana s detekovanym vitellogeninom vo vzorkach tukového telesa
zimnych ajarnych véiel. Koncentracia celkovych proteinov vo vzorkdch zimnych vcéiel
1-6,41 mg.ml?, 2 — 2,01 mg.ml?, 3 — 2,18 mg.ml*. Koncentracia celkovych proteinov vo
vzorkach jarnych v¢iel 1 —4,76 mg.ml?, 2 — 2,75 mg.ml?t, 3 - 1,65 mg.ml.

Obr. 9 PVDF membrana s detekovanym vitellogeninom vo vzorkach tukového telesa zimnych
ajarnych véiel. Koncentracia celkovych proteinov vo vzorkach zimnych véiel 1 —6,41 mg.ml?,
22,01 mg.ml?, 3 — 2,18 mg.mlt. Koncentréacia celkovych proteinov vo vzorkach jarnych véiel
1-4,76 mg.mlt, 2-2,75 mg.ml?, 31,65 mg.ml2.
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Pre zniZzenie Sumu pozadia by bola vyskiSana nizSia koncentracia protilatok
a na premyvanie membrany by som zvolila cCerstvo pripraveny roztok pufru.

Premyvanie by som uskutoc¢nila vo viacerych krokoch nez pri prvej analyze.

Dal$ou oblastou optimalizacie je mnoZstvo vkladaného vzoru. Na Western Blot
boli pouzité vzorky tukového telesa, ktoré boli pripravené podla postupu v kapitole
3.2.2.1. Boli to vzorky obsahujuce 1 tukové teleso na vzorku, obsahujice

1,65 — 6,41 mg.ml! celkovych

proteinov (Obr. 9). Na samotnu elektroforézu boli pouzité vzorky z jednotlivych véiel
bez riedenia, tzn. 8,25 — 32,05 pg celkovych proteinov. V publikacii z roku 2016 bola
pouzitd na detekciu vitellogeninu (konkrétne 156 kDa fragmentu) vzorka obsahujtica
20 pg celkovych proteinov (Azevedo et al.,, 2016). V metodickej Casti udavaja,
ze pre vzorky organizmu Ectatomma tuberculatum bola pouzita primarna protilatka
v riedeni 1:1000 a sekundarna protilatka v riedeni 1:4000, konjugovana s chrenovou
peroxidazou (HRP, EC 1.11.1.x) (Azevedo et al., 2016). V publikacii z roku 2007 bola
na detekciu vitellogeninu pouzita vzorka obsahujuca 2 pg celkovych proteinov a na
detekciu boli pouzité primarne protilatky v riedeni 1:25000 a sekundarne protilatky
konjugované s peroxidazou (HRP,EC 1.11.1.X) vriedeni 1:10000 Jednalo
sa o vitellogenin o molekulovej hmotnosti 180 - 190 kDa detekovany vo vzorkach
tukového telesa, bruska a reprodukénej sustavy véelej kralovnej a robotnic (Corona et

al., 2007).

Jednou z moznosti spracovania vzorky by bola priprava zmesnej vzorky
obsahujucej aspont 5 tukovych telies v€iel. Po priprave vzorky a stanoveni celkovej
koncentracie celkovych proteinov, by boli vzorky pred samotnou SDS-PAGE
nariedené na rovnaku koncentraciu, aby bolo mozné porovnavat’ aj obsah vitellogeninu
medzi zimnymi a jarnymi véelami. Otestovana by bola aj moZznost’ pouZitia na analyzu

vzorky obsahujtice 0,2 — 20 ug.ul™ celkovych proteinov.

Pre separaciu proteinov by boli pouzité r6zne koncentracie deliaceho gélu — 8%
a 12%, ktoré boli pouzité pri separacii proteinov nasledne detekciu vitellogeninu
vo vzorkach ziskanych z ryb Danio rerio (Rao et al., 2010) a v publikacii z roku 2017

bola koncentracia akrylamidového gélu pouzitd koncentracia 7,5% (Zhang et al.,
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2017). V publikacii z roku 2007 bol pouzity 10% gél (Corona et al., 2007). V nasej

praci sme pouzili 7% deliaci gél.

Pre eliminaciu neocakavanych bandov, by bolo rieSenim pouzitie Cerstvej vzorky,
pri ktorej priprave by bol pouzity aj inhibitor protedz (Yang and Mahmood, 2012),
aby pocas izolacie tukového telesa nenastal rozklad proteinov proteazovymi
enzymami. Na blokovanie membrany by som upravila aj koncentraciu albuminu,
pripadne by na blokovanie bol ur¢eny dlhsi ¢as, aby eliminovali neSpecifické véizby
protilatok na membranu (Yang and Mahmood, 2012). Otestovala by som moznost
aj blokovania membrany inym roztokom. Blokovala by som pomocou roztoku 5%
mlieka v TBS-T (0,1% Tween) pufri (Azevedo et al., 2016) namiesto pouzitého

roztoku albuminu.

Pre zaostrenie jednotlivych bandov by bolo moZzné znizit napitie pouZzité
pocas elektoforézy a zaistenie, Ze pocas prenosu proteinov z gélu na membranu

sa v sendvi¢i nevyskytuji ziadne bubliny (Yang and Mahmood, 2012).

Farbenie membrany, ktoré bolo pri prvej analyze dlhSie neZ bolo potrebné
(membrany su prefarbené) by bolo dobré skratit’ len na ¢as potrebny na objavenie
prvych bandov membrany aako substrat by bol pouzity rovnaky len 0 nizsej

koncentracii.

Kombinaciou jednotlivych krokov by som ocakavala dobre reprodukovatelné
vysledky. Idealne st ofakavané len bandy, ktoré indikuji pritomny vitellogenin a tieto

bandy by mali byt’ ostre a dobre viditel'né, zdroven aj dobre detekovatelné.

4.2 Detekcia vitellogeninu metédou ELISA

4.2.1 Priprava vzoriek a stanovenie celkovych proteinov vo vzorkach
metoédou podla Bradforda

Bolo pripravenych 12 vzoriek podla postupu uvedeného v kapitole 3.2.2. (Sest’ vzoriek

Siestich tukovych telies zimnych v¢iel a Sest” vzoriek Siestich tukovych telies jarnych

véiel).

Nésledne bola ich koncentracia vypocitana na zaklade rovnice grafu (Tab. 3) —
kalibracnej krivky zavislosti absorbancie na koncentracii celkovych proteinov.

Rovnica grafu bola y = 0,6623x — 0,0796 (Obr. 10).
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Tab. 3 Meranie absorbancie vzoriek a vypocet koncentracie celkovych proteinov vo vzorke

na zaklade rovnice grafu (Obr. 10)

Al A2 Apriemer [rf]l)gro;;riyl]
1 0,169 0,143 0,156 0,712
2 0,283 0,205 0,244 0,978
Jarné 3 0,093 0,028 0,061 0,424
véely 4 0,053 0,118 0,086 0,500
5 0,167 0,081 0,124 0,616
6 0413 0310 0,362 1,333
7 0,106 0,089 0,098 0,536
8 0,111 0495 0,303 1,156
Zimné 9 0,101 0,084 0,093 0,521
viely 10 0,068 0,184 0,126 0,622
11 0,009 00245 0,127 0,625
12 0,008 0,006  -0,001 0,237

Zmesna vzorka (12 v¢iel) bola pouzita na urcenie vhodnej koncentracie celkovych
proteinov, pouzitenej na detekciu vitellogeninu metédou ELISA. Po vyhodnoteni
absorbancie bola uréena koncentricia 4 pg.ml? celkovych proteinov vo vzorke

ako koncentracia vhodna na pouzitie pre metodu ELISA.

Vsetky vzorky boli pred prevedenim metddy nariedené na koncentraciu 4 pg.ml™.
Koncentréacia celkovych proteinov vo vzorke bola vypocitand (Tab. 3) na zdklade
rovnice grafu — kalibracnej krivky zavislosti absorbancie na koncentracii celkovych
proteinov, nazaklade postupu v kapitole 3.2.1.1. Rovnica grafu bola
y =0,6623x — 0,0796 (Obr. 10)
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Obr. 10 Kalibracnad krivka, zavislost' absorbancie na koncentracii celkovych proteinov
zostrojena na zaklade merania absorbancie jednotlivych Standardov albuminu pomocou

mikrodosti¢kového readeru

4.2.2 Detekcia vysledky prvotnej analyzy

Na prvy experiment boli vzorky nariedené na rovnakt koncentraciu — 4 pg.ml™. Bolo
pouzitych 6 vzoriek tukového telesa letnych vciel a 6 vzoriek tukového telesa zimnych
vciel. Po prevedeni experimentu bol v niektorych pripadoch zaznamenany signal,
avSak v niektorych nie (Tab. 4). O¢akavana bola vysS§ia odozva pri vzorkach zimnych
véiel (Amdam et al. 2010), avsak v skutocnosti bola namerana vysSia odozva

pri vzorkach jarnych véiel.

ELISA na detekciu vitellogeninu bola pouzita uz v roku 1995 u druhu Anguilla
japonica. Do kazdej jamky bolo pridanych 150 pl vzorky a jednotlivé jamky ELISA
dosticky boli 2-krat premyvané a blokované 1% roztokom BSA v PBS. (Okumura et
al., 1995). V naSom experimente boli jamky blokované 5% roztokom mlieka.
Premyvaci roztok obsahoval PBS ajamky boli inkubované s a-lipovitellinom
za ucelom naslednej vizualizacie (Okumura et al., 1995). V tomto experimente bol

pouzity premyvaci roztok obsahujtci fosforecnany a chlorid sodny.
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Tab. 4 Meranie absorbancie vzoriek jarnych a letnych v¢iel

A
0,045
0,018
0,002

-0,017
0,011

0,11
0,038
0,01
0,048
vely 10 -0,023
11 -0,029

12 -0,04

Jarné
véely

© 00 N Ol & W DN -

U druhu Penaeus monodon bol vitellogenin detekovany taktiez pomocou metddy
ELISA. Do jamky bolo pridanych 100 ul vzorky o koncentracii celkovych proteinov
20 pug.ml ™. ELISA dosti¢ka bola blokovana 5% BSA v PBS. Pouzita bola sekundérna
protilatka v riedeni 1:2000 konjugovana s peroxidazou (HRP, EC 1.11.1.x).
(Sukumaran et al., 2017).

Vzhladom na literaturu boli pre vzorky tukového telesa hmyzu Ectatomma
tuberculatum, ktory je tiez povazovany za socidlny hmyz ako v¢ela medonosna,
pouzité na analyzu vzorky obsahujice az 200 ug.ml™ celkovych proteinov za pouzitia
protilatok riedenymi 1:5000 s pouzitim rovnakého substratu (Azevedo et al., 2016).
V tejto publikacii sledovali vplyv juvenilného horménu na mnozstvo vitellogeninu.

Ako vzorky boli pouzité tukové telesa hmyzu E. tuberculatum (Azevedo et al., 2016).

Pocas analyzy boli dodrzané vSetky inkubacné ¢asy. RieSenim pre lepsie vysledky
by bolo upravenie koncentracie, ako izolovan¢ho antigénu, tak aj substratu a protilatok.
Otestovana by bola aj moznost’ zmeny koncentréacie roztoku pouZzitého na blokovanie.
Otestované by boli moznosti 1 — 5% BSA a5 — 10 % mlieka. Substrat pouzity
pre analyzu (TMB) bol od pripravy az po pouzitie chraneny pred svetlom a teplom.
Je vylucena jeho degradacia svetlom. Pouzity substrat bol v poriadky vzhladom
na to, Ze pri niektorych vzorkéach bol meratel'ny signal, o znamena, Ze nastala premena

substratu.
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Pre d’alSiu analyzu by bola zvolena vysSia koncentracia celkovych proteinov,
a zérovenl rovnaka koncentracia substratu, tak ako pocas prvej analyzy. Ak by bol
znova pri niektorych vzorkach nedetekovatelny signal, bolo by mozné pouzit’ ti ista
koncentraciu antigénu alebo znizit’ riedenie protilatok. Pripadne pouzit’ novo nariedené

roztoky protilatok.
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5 Zaver

Teoreticka Cast’ tejto prace bola zamerana na vitellogenin, jeho funkcie a to hlavne
funkcie, ktoré zohrdva uvcely medonosnej. Bola spracovana literarna reSers
nielen o jeho Struktare a vyskyte, ale boli spracované aj kapitoly o jeho réznych
ulohach uvcely. Taktiez bola spracovana literarna reSerS o protilatkach,
imunologickych metdédach a imunochemickych, predovSetkym o pouzivanych

metddach Western Blot a ELISA.

Prakticka Cast’ bola zamerana hlavne na pripravu vzoriek tukového telesa vcely
medonosnej, stanovenie koncentracie celkovych proteinov v pripravenych vzorkach
metodou podla Bradforda ana detekciu vitellogeninu v tukovom telese

imunologickymi metédami Western Blot a ELISA.

Metodou Western Blot boli otestované jednotlivé kroky pre stanovenie fragmentov
vitellogeninu, ako na nitrocelul6zovej membrane, tak aj na PVDF membrane. Nésledne

boli urcené d’alSie kroky, ktoré by boli otestované pri d’alSej detekcii.

Pri metéde ELISA boli otestované kroky pre detekciu a stanovenie vitellogeninu.
Bola pripravena zmesna vzorka, v ktorej bol detekovany vitellogenin a podobne
aj V niektorych vzorkach tukového telesa jednotlivych véiel. Boli urCené dalSie

moznosti krokov pre buduce experimenty vzhl'adom na literatiiru.
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7 Zoznam pouzitych skratiek

AA/BIS — akrylamid/bisakrylamid

ALP — alkalické fosfatdza

apoB — apolipoprotein B

APS — persiran sodny

BCIP — 5-brémo-4-chloro-3indoxylfosfat
BSA — hovidzi sérovy albumin

DMFA - dimetylformamid

EMIT - Enzyme Multiplied Immunoassay Technique
HRP — chrenova peroxidaza

LDL — nizko hustotna lipidova Castica
LPS — lipopolysacharidy

NBT - nitro-blue tetrazolium chlorid
PBS — fosfatovy pufrovany sol'ny roztok
PG — peptidoglykan

PVDF - polyvinylidénfluorid

RIA - Radioimmunoassay

TBS-T — zmes tris-pufrovaného sol'ného roztoku a polysorbatu 20
TEMED - Tetrametyletyléndiamin

TMB -3,3",5,5" - tetrametylbenzidin

Vg - Vitellogenin

WB — Western Blot
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