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CILE PRACE

Vypracovat literarni reSerSi aktualnich znalosti o proteinu vitellogeninu (\VQ)
véely medonosné (Apis mellifera L.), se zaméfenim na jeho sekvenci genu,
strukturu a vlastnosti, jeho biosyntézu a biologické funkce

Souhrn metod izolace, purifikace a detekce vitellogeninu ze vzorki tkani vcely
medonosné

In silico analyza a porovnani genu vitellogeninu a vg-like genti u véely medonosné

a hmyzu



1 UvoD

Vitellogenin (V) je prekurzorovy protein vaje¢ného Zloutku, vyskytujici se
u vejcorodych zivocichii véetné hmyzu (Spieth et al., 1991; Tufail a Takeda, 2008).
U obratlovct se syntetizuje a uklada v jatrech, nacez je vyméSovan do krve. U hmyzu
k jeho tvorbé a naslednému uloZeni dochazi v tukovych téliskach, odkud probiha jeho
sekrece do hemolymfy (Arrese a Soulages, 2010).

Vzhledem k tomu, ze vitellogenin pienasi molekuly lipida a jeho struktura obsahuje
fosforylaéni a glykosylacni mista, je oznaCovan jako fosfolipoglykoprotein (Tufail
a Takeda, 2008; Havukainen et al., 2012). U ¢loveka lze nalézt podobné lipoproteiny,
napft. apolipoprotein B, ktery je dokonce evolu¢né ptibuzny s vitellogeninem a dokéze se
vazat na odumfelé buiiky, ¢imz potlacuje vznik zanétt (Baker, 1988; Cho a Seong, 2009).
Lipoproteiny jsou obecné spojovany s ovliviiovanim zdravi a dlouhovékosti (Atzmon et
al., 2002; McKay et al., 2011; Hausman et al., 2012). U zvifat maji dvoji roli, coz
znamena, ze jsou zapojeny do metabolismu lipidd, a zaroven se uc¢astni imunitni obrany
organismu proti patogeniim (Seong a Matzinger, 2004; Cho a Seong, 2009).

U vcely medonosné (Apis mellifera L.) ma vitellogenin kromé tvorby vajecného
Zloutku i dalsi funkce, napt. ovliviiuje délku zivota a socidlni chovani v koloniich
(Havukainen et al., 2012). Diky svym antioxida¢nim vlastnostem muize také odstraiovat
volné radikaly (Seehuus et al., 2006; Havukainen et al., 2013). Dale rozpoznava odumielé
buriky a dokaze se na n¢€ navazat, diky jeho vazebné afinité k povrchu lipida (Havukainen
et al., 2013). Navic ma vliv na v¢eli imunitu, protoze se vaze nejen na n¢které bakterie,
ale také interaguje s imunitnimi butikami (Amdam et al., 2004; Salmela et al., 2015).
Kromé toho bylo nedavno zjisténo, ze vitellogenin dokaze u véel pienaset patogenni
molekuly do vajicek ve vajecnicich matek, a takto pfedavat imunitni pamét z jedné
generace na druhou (Salmela et al., 2015).

Jeho hladina se u vcel 1isi v zavislosti na kasté. U matek (plodné samice) dochazi
k jeho znac¢né tvorbé, zatimco u trubctu (samci) se tvoti nepatrné. U dé€lnic (neplodné
samice) se jeho mnozstvi 1isi v zavislosti na socialni roli a délce zZivota. Nejméné jej maji

cey

vcely létavky, Zijici kratkou dobu. O mnoho vice se vitellogeninu tvoii u v€el krmicek,

ey

avsak knejvétsi syntéze dochdzi u zimni generace vcel, které ziji z délnic nejdéle
(Amdam et al., 2009).



Vcelstva se v soucasnosti potykaji s nékolika negativnimi faktory, které mohou byt
ptic¢inou jejich nemoci nebo syndromu zhrouceni. Jedna se zejména o viry a mikrobialni
parazity. Avsak ¢asteény vliv na zdravi velstev mtizou mit i pesticidy, hlavné insekticidy
(Sanchez-Bayo et al., 2016). Zkoumani struktury a funkci vitellogeninu by mohlo pfinést
odpovédi na otazky, jakym zpiisobem se metabolismus vcel vypotfadava s neptiznivymi
vlivy. Nové znalosti by poté mohly byt vyuzity naptiklad pii Slechténi odolngjsich plemen
vcel nebo v prevenci a 1€¢bé veelich infekei.

V teoretické Casti této prace budou piedev$im popsany jeho vlastnosti, struktura,
biosyntéza a funkce v imunité, antioxida¢ni ochrané ¢i dlouhovékosti u véely medonosné.
Také budou shrnuty metody, pouzivané k jeho analyze.

Cilem praktické ¢asti bude provedeni metod SDS-PAGE a Western blot, zamétujicich
se na detekci vitellogeninu v hemolymfé véely. Pozornost bude také vénovana
bioinformatické analyze sekvenci genu vitellogeninu a vg-like gent a jejich proteint,
ktera by méla ukazat, jak se tyto proteiny lis§i mezi véelou medonosnou a jinymi druhy,
Jaké rozdily se nachéazi ve strukturnich doménach téchto proteinli by mély naznacit

homologni modely, které budou vytvofeny pomoci specializovaného serveru.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Molekularni vlastnosti véeliho vitellogeninu

2.1.1 Gen vitellogeninu

Vitellogenin je relativné vétsi protein (180 kDa) pochazejici z jediného transkriptu, jehoz
velikost u vcel je 5,8 kbp (Wheeler a Kawooya, 1990). Z n¢j vznika polypeptidovy
produkt o velikosti 1770 aminokyselin véetné 16 rezidui aminokyselin signalniho
peptidu. U veel se nachazi pouze jeden gen vitellogeninu (Piulachs et al., 2003; Guidugli
et al., 2005; Tufail a Takeda, 2008). K regulaci jeho transkripce dochazi u hmyzu pomoci
hormont, konkrétné€ u veel se jedna o juvenilni hormon (Piulachs et al., 2003; Guidugli
et al., 2005).

Védcim se podafilo najit u blanoktidlych tfi geny homologni k genu vitellogeninu,
které jsou oznacovany jako vg-like-A, -B a -C (Morandin et al., 2014). Tyto geny
pravdépodobné vznikly ve dvou odd€lenych duplikaénich udalostech. U ptivodniho genu
vitellogeninu doslo k duplikaci v rané fazi vyvoje hmyzu, nacez z jedné kopie tohoto genu
vznikly vg-like-A a -B geny a z druhé gen vitellogeninu a vg-like-C gen (Morandin et al.,
2014). Avsak vg-like geny se u véel od genu vitellogeninu zna¢né 1isi svym umisténim,
vitellogenin lezi na chromosomu LG4, vg-like-A na chromosomu LG13 a vg-like-B
a -C na stejném chromosomu LG2 (Salmela et al., 2016). Vg-like geny jsou také vice
konzervovany nez gen vitellogeninu (Morandin et al., 2014). Ten totiz prochazi u v¢el
rychlym vyvojem, pfestoze ovliviiuje vice fenotypovych projevi (tzv. pleiotropni efekt)

(Kent et al., 2011).

2.1.2 Struktura vitellogeninu
Ve¢eli vitellogenin je monomerni fosfolipoglykoprotein (Wheeler a Kawooya, 1990),
ktery se sklada z N-listu, polyserinové spojky a lipidové dutiny, ta je dale tvofena
alfa-helikalni doménou a vVWFD (von Willebranduv faktor, typ D) doménou (Obr. 1)
(Amdam et al., 2012).

N-list obsahuje dvé smycky, které jsou typické pro hmyz a obsahuji mnoho nabitych
rezidui aminokyselin. Tyto smycky neptlisobi pouze jako spojky, ale mizou také zastavat
dilezitou funkci ve struktuie proteinu. Kromé nich se na beta-skladanych listech N-listu

nachazi i plocha s kladnym nébojem, ktera obvykle mize tvofit vazbu se zdporné
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Signalni  Polyserinova

peptid spojka Lipidova dutina
N-list | a-helikdlni dom. VvWED
Vg _—— == SN 1770 AMK
Vg-like-A (I = 1570 AMK
Vg-like-B T ] 1275 AMK
Vg-like-C IS 319 AMK

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

Obr. 1 Struktura domén vitellogeninu a proteinu vg-like-A, -B a -C u v¢ely medonosné.
A) Linearni struktura aminokyselinovych sekvenci. B) Caste¢nd homologni modely jednotlivych
proteint. Lipidy (oranzov€) jsou zaznamenany podle templatové struktury. Barvy v ¢asti
A odpovidaji barvdm domén v Casti B. V modelech neni vyobrazena vétSina lipidové dutiny
a vWFD doména. (AMK — aminokyseliny) (upraveno podle Salmela et al., 2016).

nabitymi ligandy (Amdam et al., 2012). Uvnit# N-listu se jesté nachazi kladné nabita
hydrofobni dutina, kde by teoreticky mohlo dochazet k vazbé mastnych kyselin
(Havukainen et al., 2011a).

Alfa-helikalni doména muze teoreticky vazat kovy (Amdam et al., 2012). Soucasti
VvWFD domény jsou Sice cysteinova rezidua, nicméné se zatim nepodafilo urcit jeji
konkrétni funkci (Tufail a Takeda, 2008; Amdam et al., 2012).

U vitellogeninu vétSiny hmyzich druhi dochazi v buiikach tukovych télisek pii
posttranslacnich modifikacich k rozdéleni na dva ¢i vice fragmenti, vétSinou na mensi
N-termindlni (N-list) a vétsi C-termindalni (zbyvajici ¢ast molekuly), které jsou pied
rozstépenim propojeny polyserinovou spojkou (della-Cioppa a Engelmann, 1987; Tufail
a Takeda, 2008; Amdam et al., 2012). Samotné rozst€peni obvykle nastava v sekvenci
RXXR (R-arginin, X-libovolna aminokyselina) v blizkosti polyserinové spojky pomoci
endoproteas (EC 3.4) (Barr, 1991; Rouill¢é et al., 1995). Avsak u véel takova sekvence



chybi, tudiz je zatim nejasné, jak k tomuto $§tépeni dochazi (Seehuus et al., 2007).
Teoreticky by mohlo byt fizeno fosforylaci, coz je znamo u jinych proteintt (Cohen,
2000).

Nerozstépeny vitellogenin ma velikost 180 kDa, jeho fragmenty maji 40 kDa (N-list)
a 150 kDa (zbyvajici ¢ast molekuly). Bylo zjisténo, ze cely protein i jeho fragmenty jsou
fosforylovany, coz se podafilo urcit u tohoto proteinu v hemolymf€ i tukovych téliskach
(Havukainen et al., 2011a).

Také bylo objeveno, ze vitellogenin je glykosylovan, konkrétn€ jsou na ném navazany
dvé sacharidové jednotky, po rozstépeni proteinu ziistdva na kazdém fragmentu jedna.
Useky, kde by mohlo ke glykosylaci dochézet, jsou tfi sekvence aminokyselin v potadi
asparagin-X-serin/threonin (X — libovolna aminokyselina kromé prolinu), jedna se
nachdzi v N-termindlnim fragmentu (Asn296) a dvé v C-termindlnim fragmentu
(Asn1067 a Asn1153) (Havukainen et al., 2011a).

Pii porovnavani celkové sekvence aminokyselin vitellogeninu vcely a dalsich 16
hmyzich druhti byly nékteré sekvenéni motivy nalezeny u vSech zkoumanych druhd.
Avsak celkova podobnost se pohybovala v rozmezi od 32 do 58 %, kdy se nejvice
shodovaly sekvence druhti ze fadu blanokiidlych (P. nipponica — 58 %, A. rosae — 54 %),
kam spada i véela medonosna (Piulachs et al., 2003).

Vyvoj ¢asti vitellogeninu se mlize znacné lisit. V N-terminalnim fragmentu nedochazi
K mutacim, je tedy zna¢né konzervovan. Naopak v C-terminalnim fragmentu jsou zmény
sekvence bézné, coz znadi tzv. pozitivni selekci (Kent et al., 2011; Havukainen et al.,
2011Db).

Strukturou se ve vétsi ¢i menSi mife shoduje vitellogenin s Vg-like proteiny.
V/g-like-A obsahuje kromé polyserinové spojky a cysteinovych rezidui (nachazi se za
typickou sekvenci GL/ICG (G-glycin, L-leucin, I-isoleucin, C-cystein) a jsou soucasti
vWFD domény (Tufail a Takeda, 2008)) vSechny strukturni casti vitellogeninu.
U Vg-like-B chybi vVWFD doména, kdezto Vg-like-C je tvoien pouze N-listem, a je tedy

znatelné mensi (Salmela et al., 2016).

2.1.3 Lokalizace a biosyntéza vitellogeninu

U hmyzu se vitellogenin tvoii hlavné v tukovych téliskach. Ty se nachazi v podobé jedné
vrstvy bun€k pod télni sténou pfevazné v casti zadecku, nékteré bunky tukovych télisek
je mozné nalézt i v hlavové a hrudni casti. Tukovéa téliska jsou slozena ze dvou typi
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bun¢k — oenocytl a trofocytl. Vyhradné v trofocytech dochdzi k syntéze vitellogeninu
(Guidugli et al., 2005; Corona et al., 2007; Amdam et al., 2012). V trofocytech matek je
exprese genu vitelogeninu vyssi nez u délnic (Lu et al., 2018).

V bunikach tukovych télisek probiha syntéza vitellogeninu na ribozomech, navazanych
na drsné endoplasmatické retikulum. Z nich protein putuje do Golgiho aparatu, a poté se
ptes trans-Golgiho sit' dostavd do sekre¢nich granul, zatimco dochazi k jeho
posttranslaénim modifikacim pomoci $tépeni (Mazzini et al., 1989; Snigirevskaya et al.,
1997; Giorgi et al., 2005). Ackoliv u v¢el nelze nalézt typickou sekvenci aminokyselin,
kde u ostatnich hmyzich druhti dochazi k rozdéleni molekuly vitellogeninu, v tukovych
téliskach vcel byly pozorovany ti formy tohoto proteinu o velikostech 40, 150 a 180 kDa
(Amdam et al., 2003a). Piestoze v hemolymf¢€ prevlada nejvétsi forma, u véel neni znam
mechanismus, vyskytujici se U ostatnich hmyzich druht, kdy se podjednotky spojuji
ajejich vymésovani do hemolymfy probiha ve form¢ jednoho velkého proteinu
(della-Cioppa a Engelmann, 1987; Havukainen et al., 2011a).

Z hemolymfy se nasledn¢ vitellogenin dostava do oocytt, samicich pohlavnich bungk,
které se vyvijeji ve vajecnicich. Do téchto bunck vstupuje pomoci receptorit (VgR),
nachazejicich se na jejich membrang€, procesem nazyvanym endocytosa. Vitellogenin
navazany na receptorech se pomoci transportnich vacka premistuje do endosomu. V ném
se okyselenim odd¢li od receptorti a ndsledné putuje do zralych zloutkovych télisek, tam
dojde Kk jeho pfeméné na vitellin (Vn), ktery se zde uklada pro dalsi vyuziti, zatimco
receptory se vraceji na povrch membrany oocytu. (Raikhel a Dhadialla, 1992; Sappington
a Raikhel, 1998; Snigirevskaya a Raikhel, 2005)

Vazebné vlastnosti vitellogeninu se 1isi v zavislosti na doméné, U€astnici se vazby.
Pomoci alfa-helikdlni domény se vaze na lipidové dvojvrstvy, pravdépodobné diky tomu
je tedy mozné nalézt vitellogenin v buné¢nych membranach nékterych tkani (Havukainen
et al., 2013). Pomoci N-listu se vaze na receptory v membranach a pronika do cytosolu
bunék. Tyto receptory se vyskytuji na buinikach vajeénikti matek, hypofaryngealnich zlaz
a tukovych télisek (Amdam et al., 2003a; Guidugli-Lazzarini et al., 2008; Miinch et al.,
2015).

U vcelich dé€lnic se vitellogenin ve vajecnicich obvykle nenachazi, avSak miize se
dostavat do hypofaryngealnich zldz v hlavach dé€lnic krmicek, které vytvari matefi
kasicku pro krmeni larev, dalSich délnic a matky (Amdam et al., 2003a). Vitellogenin by

se podle prvnich experimentd mohl nachizet také v mozku krmicek, konkrétné
6



Vv gliovych bunkach, coz jsou podptirné buniky neuront. V nich vSak nedochazi k jeho
tvorbé, tudiz je do nich pravdépodobné transportovan (Miinch et al., 2015).

Exprese genu vitellogeninu se 1isi jak pfi porovnani mezi zimnimi a letnimi délnicemi,
tak oproti vg-like proteinim (Obr. 2). V zimnich délnicich bylo oproti letnim délnicim
naméfeno 13x vice Vg-like-A a 11x vice vitellogeninu, kdezto hladiny Vg-like-B
a -C byly zvyseny jen 1,4x, respektive 0,4x. U zimnich dé€lnic bylo zméfeno 16x vice
vitellogeninu nez Vg-like-A, u letnich jej bylo 20x vice. Dale jej bylo naméfeno
143x vice nez Vg-like-B u zimnich délnic a 18x vice u letnich délnic. V zimnich dé€lnicich

jej bylo vice nez 10,000x vice nez Vg-like-C a u letnich 358x vice (Salmela et al., 2016).

4 - r w

= 0 Zimni vcely
wr

E-T mm B Letnivcel

> Yy

]

o ‘

[ =]

t -—

o

i -

\E ' )

2

- -—

£ s E

o []

e o - ¢ . . - =

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

Obr. 2 Exprese genu vitellogeninu a vg-like genti u zimni generace vcel a letnich délnic (pramér
+ stfedni chyba praméru) (N = 30 v¢el zimni generace ze tfi Gl a N = 49 letnich délnic z péti alu,
9-10 jedincii na ul). Exprese byla métena pomoci qPCR a normalizovana na referen¢ni gen (RP49
nebo aktin) (upraveno podle Salmela et al., 2016).



2.2 Biologické funkce véeliho vitellogeninu

2.2.1 Funkce vitellogeninu ve vyvoji

Po dobu prvnich tiech dnt dospélého zivota se veely vylihnuté z kukel stavaji Cistickami,
které Cisti bunky plastve. Nasledn¢ piechazeji do faze krmicek, starajicich se 0 potomstvo.
Hladina vitellogeninu se v tomto obdobi muZe vySplhat az na troven, kdy tvoii
40 % vSech proteinti v hemolymfé (Engels et al., 1990; Hagedorn a Moeller, 2015). Jejich
vajecniky jsou malé a neaktivni. Nasledné u nich zacinaji probihat zmény v chovani
a fyziologii, jakmile dosahnou véku 15 dnl. Zéasadnim rozdilem je rust hladiny
juvenilniho hormonu (Robinson, 1992a). Funkce slinnych a hypofaryngealnich Zlaz se
zaCina zhorSovat. Jakmile se z krmicek stavaji 1étavky, zacinaji sbirat pyl, nektar a vodu.
Kromé toho se méni slozeni jejich potravy, misto pylu, bohatého na proteiny, konzumuji
med a nektar, bohaté na sacharidy (Bitondi et al., 1994; Bitondi a Simdes, 1996;
Crailsheim a Stolberg, 1989).

Pfi uméle navozeném snizeni exprese genu vitellogeninu dochazi k ptechodu
z krmicek na létavky dfive, coz mize naznacCovat, ze vitellogenin zpomaluje tento d¢j
(Guidugli et al., 2005; Amdam a Omholt, 2003c; Nelson et al., 2007). Zaroven pii snizené
transkripci genu pro vitellogenin 1étavky sbiraji vice nektaru, avSak i tato zvySena
mnozstvi jsou v mezich toho, kolik dokaZou nasbirat pfi jeho neomezené funkci (az
60 mg nektaru a 30 mg pylu) (Page et al., 2000; Nelson et al., 2007).

Krmicky ziskéavaji od létavek pyl, ktery vyuZzivaji na tvorbu vitellogeninu a matefi
kasicky. Tou poté krmi larvy, ostatni vcely v lu a dospélé 1étavky. Vzhledem k tomu, ze
jako jediné maji potiebné travici enzymy, jsou schopny vyuzit aminokyseliny obsazené
v pylu (Crailsheim, 1986). Zaroven se u nich nachazi nejvétsi zasobarny proteint ze viech
letnich v€el v podobé hypertrofovanych tukovych télisek a hypofaryngealnich zlaz,
zajiStujicich vyssi miru pfezivani. Jednim z téchto proteinti je vitellogenin, obsahujici
aminokyseliny, ze kterych se v hypofaryngealnich zlazach tvofi mateti kasicka. Jeho
exprese pozitivné reaguje na uroven hladiny aminokyselin v hemolymf€. Jakmile dojde
k pfechodu z krmicek na 1étavky, tvorba vitellogeninu klesa a zaroven atrofuji tukova
téliska 1 hypofaryngedlni zZlazy. Kromé toho se znaénym zplisobem snizuji zésoby
proteinti a lipidi. To vSe ma za nasledek oslabeny fenotyp létavek (Crailsheim, 1990;
Amdam et al., 2003a; Amdam et al, 2012). Naopak nejodolné&jSimi délnicemi jsou véely

tzv. zimni generace, u kterych se akumuluje velké mnozstvi vitellogeninu v tukovych
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téliskach a hemolymfe€. Tyto vcely se vyvijeji v pfipad¢ neptitomnosti plodu (Amdam
a Omholt, 2002; Seehuus et al., 2006). Jejich dlouhov€kost by mohla byt zdivodnéna
ptezitim zimnich nepfiznivych podminek az do jara, kdy se mize vylihnout nové

potomstvo (Lee, 2003).

2.2.2 Funkce vitellogeninu v reprodukci

U socialniho hmyzu jsou jedinci v zavislosti na schopnosti se rozmnozovat rozdéleni do
jednotlivych kast. Do téch u v¢el krom¢ trubci patii plodné matky a neplodné dé€lnice.
Tyto dvé kasty se geneticky nelisi. Jakakoliv samici larva se tedy muize stat matkou, avsak
pouze v piipad¢, ze je adekvatné krmena, coz znamena bud’to vétsi piisun potravy, nebo
specificky druh Zivin podavany po delsi ¢asovy usek. Timto rozdilnym krmenim vznika
nasledné specificka endokrinni odpovéd’, ktera zahaji vyvoj urcité kasty (Piulachs et al.,
2003).

Vétsinu veeli kolonie tvoii délnice, jejichz matkou je jedina plodna samice. Ta sice
klade velké mnozstvi vajicek, ale o potomstvo se uz nestara. Tuto roli zastavaji délnice,
a kromé¢ toho také udrzuji teplotu a ¢istotu plodu (Miinch a Amdam, 2010).

Vyvoj matek je piirozené spjaty s vyvinem vaje¢nikd. Diky vysokym hladinam
juvenilniho hormonu béhem larvalniho stadia je zachovana az do dospé€lého Zivota
vétsina primordii ovariol, coZ jsou vajecné trubice, tvofici vajeéniky. V dusledku toho ma
matka v kazdém vaje¢niku az 180 ovariol, diky ¢emuz mize za den naklast vice nez 1000
vajicek, pro jejichz vyvoj je dulezity vitellogenin. Naopak u délnic po prodélani
metamorfozy zistane pouze 2-12 primordii ovariol (Rachinsky et al., 1990; Hartfelder
a Steinbriick, 1997; Capella a Hartfelder, 1998). To znamen4, Ze jsou jejich reprodukéni
organy znac¢n¢ zmensené, dal$i vyvoj oocytl je pomoci feromonl zastaven a délnice

nejsou schopny reprodukce (Slessor et al., 2005; Amdam et al., 2012).

2.2.3 Funkce vitellogeninu v imunité

Imunita hmyzu je zaloZena na pfirozené imunitni odpovédi, ktera je tvofena humoralni
abunécnou slozkou (Strand, 2008). Humoralni slozka predstavuje tvorbu
antimikrobialnich peptidt v tukovém télisku a jejich nasledné uvoliovani do hemolymfy.
Piikladem takového peptidu je lysozym, ktery hydrolyzou rozkladd bunécéné stény
bakterii (Arrese a Soulages, 2010; Callewaert a Michiels, 2010). Bunécna slozka imunity

je reprezentovana hemocyty, které kromé schopnosti fagocytdzy a enkapsulace patogenu
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vymésuji enzym phenoloxidasu (EC 1.14.18.1), ktery hraje roli pfi nodulaci, kdy je
patogen zachycen nékolika vrstvami hemocyti. K obranyschopnosti hmyzu pfispivaji
| fyzikalni bariéry v podobé kutikuly, stiev ¢i vzdusnic (Strand, 2008; Marmaras
a Lampropoulou, 2009; Gonzalez-Santoyo a Cordoba-Aguilar, 2012).

V 1ét¢ dochézi u délnic s pfibyvajicim vékem k poklesu poctu funkénich hemocytd,
coz je ve shod¢ nejen se zhorSenou schopnosti imunitnich reakci, ale také se snizujicim
se mnozstvim vitellogeninu (Amdam et al., 2004; Amdam et al., 2005; Schmid et al.,
2008).

Délnice I1étavky maji nejen méné vitellogeninu oproti ostatnim délnicim, ale i mnozstvi
jejich hemocytl nebo imunocytt je nizsi (Engels a Fahrenhorst, 1974; Bedick et al., 2001;
Amdam et al., 2004). Navic u jejich hemocytt dochazi ¢astéji k pyknoze, tedy zahusténi
chromatinu v jadie, coz nastava béhem apoptozy nebo nekrozy (Amdam et al., 2004; Hou
et al., 2016). Takové imunitni bunky zfejme nejsou schopny plnit své funkce pii obrané
organismu pied infekci (Strand a Pech, 1995). Pokud se vsak 1étavky pieméni zpét na
krmi¢ky, imunitni buriky se obnovuji (Amdam et al., 2005; Miinch a Amdam, 2010).

U savct je znamo, Ze je v plazmé vazano na proteiny vice nez 99 % zinku. Vitellogenin
je povazovan za potencialni hlavni ptenasec zinku ve v¢eli hemolymf€. Bylo zjisténo, ze
rozdily v mnozstvi zinku v hemolymf¢ vcel lze vysvétlit hlavné zménami mnozstvi
vitellogeninu. Zatimco u létavek bylo namétfeno nejméné zinku (0-4 ppm), u krmicek
a zimnich generace vcel dosahovalo jeho mnoZstvi vysSich hodnot (11-19 ppm,
respektive 14-28 ppm). Také byl objeven pozitivni vztah mezi mnoZstvim zinku
vV hemolymf€ a celkovym mnozstvim funkénich hemocyti u délnic. Zinek je dilezitym
katalytickym, strukturnim a regula¢nim iontem. Jeho nedostatek miZe zplsobovat
oxidacni stres, pykndzu hemocytli, apoptdzu n€kolika bunéénych linii veetné hemocyth
a zhorSenou imunitu. To by mohlo znamenat, Ze méné¢ vitellogeninu u létavek muize
negativné ovliviiovat imunitu (Mocchegiani et al., 2000; Amdam et al., 2004; Amdam et
al., 2005; Miinch a Amdam, 2010).

U hmyzu chybi buiiky imunitni paméti a protilatky. Tudiz se myslelo, Ze hmyz nema
schopnost specifické imunity a jedinou obranou proti pivodciim nemoci je imunita
nespecificka, zajiStovand hemocyty. AvSak se zda, ze u hmyzu pifece jenom lze nalézt
vysokou specifitu imunitnich reakci, coZ znamena, ze jejich imunitni buiikky dokazou

rozpoznat urCity patogen, dokonce bylo zjiSténo, Ze jsou na né&j schopny pfipravit
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I potomstvo (Sadd et al., 2005; Lemaitre a Hoffmann, 2007; Miinch a Amdam, 2010;
Freitak et al., 2014).

Imunitni reakce jsou vyvolavany imunitnimi elicitory, pochazejicimi z bunécné stény
patogenu, kterym jsou tieba bakterie ¢i houby (Lemaitre a Hoffmann, 2007). Pii
tzv. trans-generani imunitni ptipravé jsou fragmenty takového patogenu piendseny
Z dutiny stfedniho stfeva (mesenteron) do hemocoelu (dutina, ve které proudi
hemolymfa). Z néj putuji do tukovych télisek, a nakonec se dostavaji do vyvijejicich se
vajic¢ek (Freitak et al., 2014).

Hromadici se diikazy podporuji hypotézu, ze vystaveni zivym ¢i mrtvym buiikdm
bakterii a imunitnim elicitorim u matefského organismu zvySuje imunitni
obranyschopnost u potomstva (Moret, 2006; Roth et al., 2009; Freitak et al., 2009;
Hernandez-Martinez et al., 2010; Moreau et al., 2012). Naptiklad bylo prokazano, ze
pokud je v¢eli matce podan elicitor imunitni odpovédi v podob& usmrcené grampozitivni
bakterie Paenibacillus larvae, zpisobujici mor véeliho plodu, jeji potomek je vici ni vice
odolny (Hernandez Lopez et al., 2014). Na tuto a také na gramnegativni bakterii
Escherichia coli se vaze vitellogenin, pticemz vazba na P. larvae je silné&jsi nez na E. coli.
Nicméné kromé toho se zjistilo, ze vitellogenin pienasi ¢asti bunécné stény E. coli do
vyvijejicich se vajicek, coz plsobi jako zmifovana imunitni pfiprava pro potomstvo
(Salmela et al., 2015).

Byla také namétena vysoka vazebna afinita vitelogeninu na peptidoglykany (molekuly
typické pro grampozitivni bakterie), a ndsledné na lipopolysacharidy (typické pro
gramnegativni bakterie). Naopak na zymosan (typicky pro kvasinky) se vazal pomérné
malo. CoZ by mohlo byt vysvétleno adaptaci na grampozitivni bakterie, ohrozujici vceli
larvy, P. larvae i Melissococcus plutonius, ktera zpisobuje hnilobu véeliho plodu
(Salmela et al., 2015).

Bylo zjisténo, Ze se vitellogenin vaze na liposomy, obsahujici fosfatidylserin, vybézky
apoptickych bunék nebo nekrotické bunky, bohaté na fosfatidylserin. Naopak jeho
schopnost vazat se na zdravé bunéfné membrany nebo liposomy s neutralnim
fosfatidylcholinem je pomérné mirnd. Vysvétlenim by mohlo byt, Zze alfa-helikalni
doména vitellogeninu ma pravdépodobné vyssi afinitu k negativné nabitym poSkozenym
membranam, obsahujicim fosfatidylserin (Havukainen et al., 2013; Salmela et al., 2015).

Vitellogenin se také zhruba 25x vice vaze na mrtvé bunky nez na zivé, které byly pfi

experimentu rozdéleny na zdravé a apoptické bunky (Obr. 3). Mezi zdravymi
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a apoptickymi bunikami nebyl zasadni rozdil v Cetnosti vazani. Pfi podrobnéjSim
zkoumani bylo vypozorovano, Ze se vitellogenin silné vaze i na pozdni apoptické bunky.
Kromé¢ toho se dokaze navazat na bunécné vybezky, které jsou typické pro poskozené

burky, a také na nekrotické buniky (Havukainen et al., 2013).
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Obr. 3 Hmyzi buniky High Five (rodic¢ovska linie bunék kovolesklece cizokrajného (Trichoplusia
ni)) inkubovany s vitellogeninem. Metoda FACS (fluorescenéné-aktivované tiidéni bungk)
detekovala vysokou afinitu vitellogeninu k mrtvym buitkdm. A) a B) Bodovy graf zobrazujici
vitellogenin, znaCeny pomoci Alexa-488, dale marker mrtvych bun¢k (A, Viability Dye) a marker
apoptickych bunék (B, ,marker apoptdzy“, annexin V Alexa-647). Emisni vinové délky
fluorescentnich znacek jsou vyobrazeny. Kazdy bod predstavuje jednu bunku a barevny gradient
znazoriuje hustotu bun€k. Fl: intenzita fluorescence. A) Silny signal znaCeného vitellogeninu
kolokalizovan s markerem mrtvych bun€k, coz znaci jeho vysokou afinitu k témto buiikam.
B) Graf v této ¢asti je zvétienim oblasti Zivych bunék v &asti A. Zivé buiiky byly rozdéleny na
brzké apoptické (vysoka intenzita fluorescence annexinu V) a zdravé buriky, na oba typy bunék
se vazal vitellogenin. C) Statistické vyjadreni intenzity fluorescence péti méfeni (n = 95).
Vitellogenin se signifikantné vice (25x) vazal na mrtvé buniky nez na zdravé ¢&i brzké apoptické.
(Odchylka — S. E.) D) Vzorek bun€k inkubovanych s vitellogeninem oproti kontrole pozadi.
Kontrolni buniky inkubovany pouze s protilatkami znacenymi Alexa-488 (upraveno podle
Havukainen et al., 2013).
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Funkce vitellogeninu v trans-genera¢ni imunitni pfipravé tvoii jednu ¢ast z jeho dvoji
role, kde druhou ¢asti je jeho fungovani v reprodukci. Pii imunitni pfipravé je potieba,
aby byla matka vystavena fragmentim bunécné stény tésn¢ pred rozmnozovanim nebo

béhem né&j (Havukainen et al., 2011b; Salmela et al., 2015).

2.2.4 Funkce vitellogeninu v dlouhovékosti a antioxidacni ochrané vcel
slouzi ke zpomalovéni oxida¢niho poskozeni bunéénych soucasti a starnuti bun¢k, tkani
acelych organisml. Zahrnuje proteiny, napf. lipoproteiny, které mohou piekryvat
hydrofobni povrchy, zptisobené zdnéty. Ty mohou byt disledkem poranéni ¢i oxida¢niho
poskozeni. Lipoproteiny plni mnoho riznych funkci, napt. pienaseji lipidy z jater do
periférnich tkani, a naopak. Také transportuji jedovaté cizorodé slouceniny z mist
infekce, a u lidi maji velky vliv na zdravi a délku Zivota (Atzmon et al., 2002; Seong
a Matzinger, 2004; Cho a Seong, 2009; McKay et al., 2011; Hausman et al., 2012;
Feingold a Grunfeld, 2012).

Hladina vitellogeninu, patficcho mezi lipoproteiny, Vv hemolymf¢ délnic
pozitivné¢ koreluje s mirou preziti véel po injekénim podani paraquatu
(N,N'-dimethyl-4,4'-bipyridinium dichlorid — organicka sloucenina, bézné pouzivana
jako herbicid, indukujici tvorbu reaktivnich forem Kkysliku). Proto byl proveden
experiment, kde pii podani paraquatu délnicim se sniZenym mnoZstvim mRNA
vitellogeninu (vg’) pomoci metody RNAi a norméalnim délnicim (vg*), doslo ke snizeni
miry pieZiti u vg". Kontrolni skupiny vg™a vg™, kterym byla podana voda bez nukleas (EC
3.1), ptezivaly ve stejné mife. Jedna se tedy patrné o kauzalni vztah mezi aktivitou
vitellogeninu a rezistenci vcel vii¢i oxidaénimu stresu (Amdam et al., 2003b; Seehuus et
al., 2006; Tufail a Takeda, 2008).

V navazujicim experimentu bylo testovano, zdali mize mit vitellogenin vlastnosti,
které by plnily antioxida¢ni funkci. Proto bylo méfeno, v jaké mife zplsobuje paraquat
oxida¢ni poSkozeni pfednostné tohoto proteinu. Nacez se zjistilo, ze vitellogenin byl vice
karbonylovan neZ apolipoprotein 1 a hexamerin, coz je v souladu s hypotézou, Ze
vitellogenin mize fungovat jako antioxidant (Seehuus et al., 2006).

Pti zkoumani fyziologickych marker v hemolymf€ po podani paraquatu bylo zjisténo,
Ze imunitni buniky u skupiny Vg™ vytvareji vysoce reaktivni formy kysliku (hROS). Jejich
hodnoty byly podobné jako u bunék vystavenych 30% H20- a znatelné se lisily od téch
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U kontrolni skupiny. Navic se v hemolymf¢ skupiny vg  nachazelo vyS$§i mnozstvi
imunitnich bunék, které byly ve fazi pyknozy. Vyskytovaly se zde i volné plujici bunky
tukovych télisek. Diilezity byl také nalez rozpadnutého aktinového cytoskeletu tukovych
télisek. Tyto poznatky naznacCuji spojitost mezi zvySenou umrtnosti u skupiny vg
a bunéénym poskozenim vcéetné toho oxidac¢niho u tukovych télisek (Seehuus et al.,
2006).

U letnich délnic byl proveden experiment, ktery se zamétil na zmény exprese genu
vitellogeninu a vg-like geni po podani injekce paraquatu, zpusobujici oxida¢ni stres
a zarovenn zanét po vpichu jehly, nebo po podani injekce fyziologického roztoku,
zpusobujici pouze vznik zanétu po vpichu jehly. Byla namétena znan€ zvySena exprese
genu vitellogeninu i vg-like-A genu v obou skupinach v porovnani s kontrolni skupinou,
ktera nedostala zadnou injekci. U vg-like-A genu se jednalo dokonce o vySs§i narGst
exprese nez u genu vitellogeninu. Avsak ani u jednoho genu nebyl zjistén vyznamny
rozdil v expresi mezi skupinami s injekci paraquatu a fyziologického roztoku. Je tedy
pravdépodobné, Ze narist byl zpisoben samotnym zanétem po vpichu jehly u obou
skupin. Injekce paraquatu také zapticinila vyrazné zvySenou expresi vg-like-B genu oproti
kontrole, nicmén¢ ani rozdil mezi skupinou s paraquatem a fyziologickym roztokem, ani
mezi skupinou s fyz. roztokem a kontrolou nebyl vyznamny. Exprese vg-like-C genu se
nijak signifikantné nelisila ani u jedné ze tii skupin (Salmela et al., 2016).

Paraquat, podany ve form¢ injekce, ma rozdilny vliv na délnice a matky. Matky maji
po jeho podéni znatelné vyssi miru preziti. Je tedy pravdépodobné, Ze jsou vice odolné
vici oxidacnimu stresu (Corona et al., 2007).

Hladina vitellogeninu pozitivné koreluje se schopnosti tolerovat oxidaéni stres, jelikoz
vitellogenin diky svym antioxida¢nim vlastnostem chrani ostatni molekuly, nachazejici
se Vhemolymf& Radikdlova teorie starnuti fika, Ze rovnovédha mezi mnoZstvim
reaktivnich forem kysliku a antioxidanti je zasadni pro inhibici chronickych zanétt
a nemoci spojenych se starnutim (Harman, 1956; Seehuus et al., 2006).

Délka zivota je ovliviilovana mnozstvim vitellogeninu. Pti experimentu, kdy byla
hladina tohoto proteinu redukovana pomoci RNAi metody, Zily délnice kratsi dobu. Coz
je casteCné zpusobeno rychlej§im prechodem do stadia 1étavek, které rychle hynou.
Nicméné takové véely jsou méné odolné vuci oxidacnimu stresu, ktery muze podle
zminované radikalové teorie starnuti byt pfi¢inou poSkozeni lipidd, proteinti, DNA

a mitochondrii. To vede ke zhorSeni bunécné integrity a funkénosti. Takové Skody mohou
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byt divodem starnuti (Sohal a Weindruch, 1996; Finkel a Holbrook, 2000; Sohal, 2002;
Seehuus et al., 2006; Terman a Brunk, 2006; Nelson et al., 2007).

U starych délnic 1ze pozorovat nékolik projevi starnuti. Prvnim z nich je zménény stav
trofocytl. Ty maji tmavou cytoplazmu a hrubou a nejasnou morfologii organel, které jsou
rozmisténé blizko sebe. Naopak u mladych dé€lnic je cytoplazma homogenni a jasna,
a také maji zfetelnou morfologii organel. Dals§im znakem je zvySena tvorba SA-B-Gal
(EC 3.2.1.23, beta-galaktosidasa spojena se starnutim, nachazi se v lysosomu)
a lipofuscinu (intralysosomalni polymerni material) v trofocytech a dalSich bunkach
tukového téliska. Jejich hromadéni je povazovano za spolehlivy ukazatel starnuti.
V téchto bunkach také dochazi s rostoucim vékem k peroxidaci lipidii a oxidaci proteind.
U stejnych bunék nebyla zaznamenana zména v aktivité telomeras (EC 2.7.7.49), ani
nedoslo ke zkraceni délky telomer, coZ by mohlo znamenat, Ze se tyto buiiky po vylihnuti
délnic jiz ned¢li (Hsieh a Hsu, 2011).

Vzhledem k tomu, Ze se s rostoucim vékem snizuje u délnic exprese vitellogeninu,
jsou star¢ délnice ochuzeny o ochranu pied oxidaénim stresem. Tim padem jsou
zranitelnéjsi pfi tvorbé reaktivnich forem kysliku, coz vede k jejich rychlejSimu starnuti.
Takové veely jsou navic nachylnéjsi pti hladovéni nebo teplotnim stresu. Z délnic jsou
vici oxidacnimu stresu nejvice odolné veely zimni generace, které maji nejvyssi hladinu
vitellogeninu (Fluri et al., 1977; Hartfelder a Engels, 1998; Seehuus et al., 2006;
Remolina et al., 2007; Miinch a Amdam, 2010; Miinch et al., 2013; Aurori et al., 2014).

V trofocytech a oenocytech matek je v porovnani s délnicemi zvySena syntéza nejen
vitellogeninu, ale i ekdysteroidu. Navic jsou u nich aktivngjsi bunééné funkce
a cholesterol-hydroxyekdyson-vitellogeninova draha, coz je hypotetickd metabolicka
draha, jejimz regulatorem ma byt cholesterol a vyslednym produktem vitellogenin. Z toho
Ize ptedpokladat, ze tato draha muze ovliviiovat délku zivota téchto bungk, a tudiz mize

mit spojitost s dlouhoveékosti matek (Lu et al., 2018).

2.3 Vztah véeliho vitellogeninu a hormont

Hormony, které se u hmyzu zapojuji do regulace transkripce vitellogeninu, jsou juvenilni
hormon, ekdyson a neuropeptidy. Juvenilni hormon ovliviiuje transkripci vitellogeninu
u mnoha hmyzich druhii a u v¢el je pravdépodobné jedinym hormonem s touto funkci.
Jedna se o seskviterpenoid, k jehoz tvorb¢ a sekreci dochazi v corpus allatum. Je znamo,
Ze pusobi jako negativni regulator metamorfozy. Kromé toho ovSem ma dulezitou funkci
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jakozto gonadotropin u dospé€lych jedinci mnoha druhti hmyzu. AvSak u vysoce
eusocialniho hmyzu, kam spadaji véely a nékteré druhy termitd ¢i mravencd, jiZ nema
tuto roli, ale spiSe reguluje dospivani a délbu prace u kasty délnic (Tufail et al., 2014;
Amsalem et al., 2014).

Transkripce vitellogeninu je zavisla na napojeni komplexu hormon-receptor na
elementy reagujici na hormon (HRE), které se obvykle nachazeji v horni (,,upstream*)
regulacni oblasti genti. Jedna se o kratké sekvence (~15 bp), obsahujici prvky
palindromické symetrie, pfimé repetice nebo invertované repetice v mnoha kopiich. Co
se tyCe receptorti pro juvenilni hormon, dvéma potencialnimi jsou jaderny receptor
Hultraspiracle® (USP) a protein ,,methoprene-tolerant® (MET), patiici do proteinové
rodiny bHLH-PAS (Segraves, 1994; Tufail et al., 2014).

Na rozdil od vétSiny hmyzich druhii u vcel nedochézi k pozitivni korelaci mezi
hladinami juvenilniho hormonu a vitellogeninu. U délnic je v prvnich dvou aZ tfech
tydnech dospélého Zivota, tedy ve fazi krmicek starajicich se o potomstvo, hladina
juvenilniho hormonu nizka, avsak u létavek se zvySuje. Opacnym zplisobem se méni
hladina vitellogeninu. Zatimco u vylihlych matek jsou vitellogenin i juvenilni hormon na
vysoké trovni, nasledné hladina juvenilniho hormonu klesa, ale mnoZzstvi vitellogeninu
se neméni (Raikhel a Dhadialla, 1992; Fahrbach et al., 1995; Hartfelder a Engels, 1998;
Bloch et al., 2002; Fluri et al., 2015).

Ptechod ze stadia krmicek do stadia 1étavek se snazi popsat tzv. model dvou represort,
zpomalujicich tento proces, kde prvnim vnitinim represorem je samotny vitellogenin.
Druhy, vnéjsi represor obsahuje kontaktni feromon ethyloleét a je produkovén létavkami.
Jakmile dojde k poklesu mnozstvi vitellogeninu, vzroste hladina juvenilniho hormonu,
ktery tim, Ze potlacuje vitellogenin, udrzi véely ve stadiu létavek (Amdam a Omholt,
2003c; Leoncini et al., 2004).

Vysoka hladina juvenilniho hormonu u délnic zna¢né snizuje jak transkripci, tak
I mnozstvi vitellogeninu. Ten pasobi spolu s juvenilnim hormonem v negativni
zpétnovazebné smycce, kdy ve stadiu krmicek potlatovanim hladiny tohoto hormonu
zpomaluje prechod do stadia 1étavek (Pinto et al., 2000; Amdam a Omholt, 2002; Amdam
et al., 2003a; Corona et al., 2007; Wang et al., 2012).

Zmény v podobé& zhorSeni imunity a zvySeni nachylnosti na oxidac¢ni stres pti pfechodu
krmicek na Ilétavky mulZzou byt paradoxné prospéSné pro kolonii. Létavky jsou

vystavovany mnoha patogeniim pii sbirani pylu ¢i nektaru, které by mohly ohrozit
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kolonii. Avsak vzhledem k jejich chatrné obranyschopnosti Casto umiraji dfive, nez
nakazu pfinesou do hnizda. Stres, poranéni ¢i nemoci u krmicek zvySuji hladinu
juvenilniho hormonu, tim padem zajist'uji pfechod do stadia létavek a urychluji tak jejich
ptipadnou smrt mimo kolonii v piipadé infekce (Amdam a Seehuus, 2006; Seehuus et al.,
2006; Nelson et al., 2007; Amdam, 2011).

2.4 Rozdily mezi kastami z pohledu v¢eliho vitellogeninu
Rozdil mezi kastami je zietelny pii porovnani tvorby vitellogeninu. U matky nastava jeho
syntéza ve stadiu kukly ve fazi Pbm, pfi které¢ ma kukla hnédé oci a stfedné zbarvenou
kutikulu, tedy 60 hodin pfed tim, nez se stane dospélou (Obr. 4). S vyvojem kukly jeho
mnozstvi dale stoupa. Jakmile dojde k vylihnuti matky, vitellogenin dosahne nejvyssi
hodnoty a za¢ne se ukladat v hemolymf€. Jiz v prvnich tfech dnech dospélosti tvoii 70 %
vSech proteinti hemolymfy a po zbytek jejich Zivota se to nezméni. U dé€lnic je tomu
trochu jinak. Vitellogenin se u nich zacina tvofit 10 hodin pfed vylihnutim ve fazi Pha,
kdy je jedinec uz kompletné vyvinuty, avsak se jesté nevylihnul z kukly (Obr. 5). Béhem
jejich dospélého zivota je nadale mozné tento protein detekovat, piestoze nedochazi
k takové syntéze jako u matek. U trubcti probiha jeho syntéza vyhradné v prvnich dnech
zivota dospélct (Trenczek a Engels, 1986; Trenczek et al., 1989; Engels et al., 1990;
Barchuk et al., 2002).

MnozZstvi vitellogeninu v hemolymf€ i v tukovych téliskach je nejvyssi u dlouhovékeé
zimni generace véel (60-90 pg.ul? hemolymfy). Naopak nejméné jej lze detekovat

u létavek (0-5 pg.ult hemolymfy), Zijicich z déInic nejkratsi dobu (Seehuus et al., 2006).
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Obr. 4 Ontogeneticky vyvoj véelich matek. Cisla zna&i pocet dnii od nakladeni vajicek (Wang et
al., 2015).

Obr. 5 Ontogeneticky vyvoj v&elich délnic. Cisla znaéi pocet dnii od nakladeni vaji¢ek (Wang et
al., 2015).

Vyvoj je u véel piizpusobivy. Létavky se mohou navratit do stadia krmicek, pfi jejich
neptitomnosti v kolonii. A také naopak mohou krmicky V ptipad¢ potieby urychlené
piejit do stadia létavek. Nicméné za nepfitomnosti plodu, ktery by potieboval péci, se
zminovana odolna zimni generace v¢el (Robinson et al., 1992b; Huang a Robinson, 1996;
Amdam a Omholt, 2003¢; Miinch a Amdam, 2010).
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Matky a délnice se znateln¢ 1isi slozenim jejich potravy. To navic muze hrat roli
Vv rozdilné délce jejich zivotd. Dospélé matky jsou krmeny zejména matefi kasi¢kou,
bohatou na lipidy, sacharidy a proteiny, kdezto d€lnice se v dospélosti Zivi zejména
uloZenym medem a pylem, v mensi mife pak mohou konzumovat zlazové sekrety jinych
délnic. V piipad¢, kdy byly uméle krmeny malym mnozstvim mateti kasicky, se jejich
fenotyp zacal podobat matkam, napiiklad byly aktivovéany jejich vajecniky nebo se jim
prodlouzila doba doziti. U¢inek mateii kagicky v potravé mize tedy byt teoreticky spjat
s geny, které ovliviiuji rozmnoZovani a délku zivota (Rembold a Dietz, 1966; Crailsheim,
1991; Lin a Winston, 1998; Wang et al., 2014a; Yang et al., 2017; Cardoso-Junior et al.,
2021).

Délka zivota se mezi jednotlivymi kastami zisadné liSi. U krmicek se zacina
projevovat proces starnuti po 30-50 dnech, zatimco u v€el zimni generace k tomu dochazi
az po zhruba 8 mésicich (Smedal et al., 2009). Oproti tomu létavky hynou b&hem
7-10 dni. (Remolina et al., 2007; Miinch a Amdam, 2010). Trubci se dozivaji v priméru
zhruba 30 dnt (Rueppell et al., 2005).

2.5 Metody studia vlastnosti vitellogeninu

Metody, které jsou vyuzivany ke studovani riznych proteint v¢etné vitellogeninu, lze
rozdélit do tii kategorii. Za prvé se jedna o kvantitativni metody, které méti mnozstvi
jednotlivych slozek ve vzorku a dale se déli na in vitro analyzy obsahu proteinu ve
vzorcich a mikroskopické metody. Mezi in vitro analyzy patii metody elektroforetické
(SDS-PAGE), imunochemické (Western blot), spektrofotometrické a kombinace
chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC-MS). Piikladem mikroskopickych metod
je imunofluorescence. Druhym typem metod je stanovovani exprese gentl, kdy se vyuziva
metody gPCR nebo syntézy cDNA. Za tieti se jedna o kvalitativni metody, které
zkoumaji, jaké slozky jsou obsazeny ve vzorku a jaka je jejich struktura, k Cemuz se
vyuziva napiiklad hmotnostni spektrometrie, ptipadné¢ i ve spojeni s MALDI-TOF
metodou (Berg et al., 2002; Pelley, 2012; Hnasko a Hnasko, 2015; Joshi a Yu, 2017;
Petrova a Sauer, 2017; Kuang et al., 2018; Sengupta et al., 2019).
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2.5.1 Imunofluorescence
Imunofluorescence je jedna z imunohistochemickych technik, ktera slouzi k vizualizaci
ruznych bunéénych antigenti, napt. proteinti. Mtize byt také vyuzita k lokalizaci takovych
molekul v tkanich. Aby mohla byt syntéza proteinu detekovana, vybrany biologicky
vzorek je inkubovan spolu s protilatkou, specifickou pro tento konkrétni protein.
Protilatka miize byt rovnou navazana na fluorofor (pfima fluorescence) nebo mize byt
detekovana sekundarni protilatkou s navazanym fluoroforem (nepiima fluorescence).
Fluorofor je sloucenina, kterd po ozareni svétlem o urcité vinové délce emituje svétlo
0 jiné vlnové délce. K vizualizaci se nasledné pouziva fluorescenéni nebo konfokalni
mikroskop (Joshi a Yu, 2017).

Imunofluorescenci pro analyzu vitellogeninu vyuzili napiiklad Havukainen et al.
(2011a), ktefi za pouziti krali¢ich primarnich a anti-krali¢ich sekundarnich protilatek
s navazanym fluorochromem Cy3 tento protein identifikovali na fezech tukovych télisek

vcel medonosnych.

2.5.2 Purifikace proteini
Purifikace proteinti slouzi k ziskani urcitého proteinu z komplexniho vzorku. Jeho
pfitomnost je potfebné kontrolovat pomoci analyz, které rozpoznavaji jeho specifické
vlastnosti. Cim specifiét&jsi je takova analyza, tim efektivngji probiha cela purifikace.
Prvnim krokem purifikace je homogenizace, tedy naruSeni bunéfné membrany.
Nasleduje opakovana centrifugace, kdy vznikaji frakce o rizné hustoté. Jednotlivé frakce
stale vétSinou obsahuji stovky riznych proteinti. Na zéklad¢ analyzy vlastnosti proteint
je urcita frakce vybrana k dal$im podrobnéj$im purifikaénim technikdm, jako jsou napf.
vysolovéni, dialyza, gelova chromatografie, ionexovd chromatografie, afinitni
chromatografie ¢i vysokoucinna kapalinova chromatografie. Kazdy krok purifikace byva
kontrolovan pomoci elektroforézy. Nakonec lze stanovit molekulovou hmotnost proteinti
pomoci ultracentrifugace nebo hmotnostni spektrometrie (Berg et al., 2002).

Havukaninen et al. (2011a) popsali, jakym zpisobem lze purifikovat vitellogenin
z hemolymfy nebo z tukovych télisek.

Hemolymfa byla nejprve odebrana z uspanych vcel skrze maly zafez v télni sténé
zadecku. Nasledné byla rozpusténa ve 100 ul PBS (fosfatem pufrovany solny roztok)
s inhibitorem proteas a 1 mmol.I! disodné soli EDTA (ethylendiamintetraoctové

kyseliny). Poté byla zmrazena pro pozdé&jsi pouziti. Po jejim rozmrazeni byl centrifugaci
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pii 20800 g a 4 °C po dobu 20 min. odstranén debris (zbytky odumfelych bunék) a poté
byl supernatant ptefiltrovan pies stiikackovy filtr. Nasledovala ionexova chromatografie
za pouziti 50 mmol.I"t NaPOg pufru a 0-0,45 mol.I" NaCl gradientu, slouZici k odstranéni
hlavnich proteini v hemolymfé (apolipoforini a hexamerint). Poté byla provedena
afinitni chromatografie za pouziti konkavalinu A, ConA (konkavalin A) pufru, inhibi¢ni
smési bez EDTA a odsolovaci kolony PD-10. Purifikaéni postup byl kontrolovan
provadénim SDS-PAGE se 4-20% gradientem, pifi niz byly gely barveny barvivem
Coomassie Brilliant Blue.

Tukova téliska byla izolovana tak, ze nejprve byla z téla v¢el odstranéna vétsina tkani
zadeCku. Nacez byla od téla oddélena zbyvajici ¢ast zadecku, obsahujici télni sténu
s tukovymi télisky, a zamrazena pti -80 °C. Pozdé&ji byla ¢ast zadecku s tukovymi télisky
rozmélnéna a vlozena do 20 mmol.I! HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-
ethansulfonova kyselina) pufru (pH 7) s 0,2 mol.I"t NaCl a inhibitory proteas. Vzorky
poté byly promichany na vortexu a sonikovany. Nasledn¢ byly centrifugovany 20 min.
pti 4 °C, 20800 g a supernatant byl prefiltrovan jako u vzorku hemolymfy. Poté doslo
K opétovnému zamrazeni, rozmrazeni a centrifugovani. Vzorek byl umistén na kolonu
pro vyluovaci chromatografii, kde byly proteiny rozdéleny podle velikosti. Frakce
tvofena hlavné vitellogeninem byla sesbirdna. Nasledné byla provedena ionexova
chromatografie a afinitni purifikace s konkavalinem A. Kontrola purifikace opét prob&hla

pomoci SDS-PAGE.

2.5.3 Western blot

Western blot je technika slozend z nékolika krokd. Prvnim je separace proteinii pomoci
gelové elektroforézy. Nasleduje jejich pifenos na membranu a poté selektivni detekce
antigenu za pouziti protilatek. Jedna se o dtlezitou a béznou metodu pro analyzu proteind.
Zavisi zejména na specifité¢ vazby protilatky na antigen. Je vhodna pro kvalitativni ¢i
semikvantitativni identifikaci urcitého proteinu a jeho molekulové hmotnosti ve sloZité
smési (Hnasko a Hnasko, 2015).

Havukainen et al. (2011a) pouzili techniku Western blot pro identifikaci vitellogeninu
po provedené SDS-PAGE se 4-20% gradientem, ktera slouzila k separaci proteint. Ty
byly poté z gelu pieneseny na nitroceluloSovou membranu. Pii Western blotu byly
pouzity primarni a sekundarni protilatky. Sekundarni protilatky nesly kienovou
peroxidasu (EC 1.11.1.7) umoznujici detekci vitellogeninu na nitrocelulosové membrang.
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254 HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je formou sloupcové chromatografie,
u které pod vysokym tlakem prochézi vzorek (analyt) rozpustény v rozpoustédle (mobilni
faze) skrze sloupec (kolonu), ve kterém je obsazena staciondrni faze. Na zaklad¢
vlastnosti vzorku, rozpoustédla a stacionarni faze se 1isi reten¢ni Cas analytt, tedy doba,
po kterou prochazi kolonou. Analyty, které se nejsilnéji vazou na stacionarni fazi,
opoustéji kolonu nejpozdéji, maji tedy nejdelsi retencni ¢as. Naopak vzorky, které mély
nejslabsi interakci se stacionarni fazi, vychazi z kolony nejrychleji s nejkrat$im retenénim
casem. Mobilni faze nasledné prochézi skrze detekéni zatizeni, coz mize byt fluorimetr
¢1 detektor absorbance v UV zéfeni. Vznika zde signdl, odpovidajici mnozstvi analytu,
které opustilo kolonu. Takovy signdl je poté zaznamenan v kontrolnim pocitatovém
programu a mize byt vyuzit pti dal$ich analyzach (Petrova a Sauer, 2017).

Havukainen et al. (2011a) pouzili nano-HPLC Kk separaci peptidi, vzniklych
nastépenim vitellogeninu pomoci trypsinu (EC 3.4.21.4), pii¢emz byla vyuzita kolona

s reverzni fazi (nC18), propojena s hmotnostnim spektrometrem.

2.5.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda pouzivana k identifikovani nezndmé slouceniny ve
vzorku. Pfipadné¢ muze slouzit ke kvantifikaci znamé slouceniny. Funguje na principu
ionizace molekul a jejich tfidéni na zékladé poméru mezi hmotnosti a nabojem (m/z).
Hmotnostni spektrometrie se vyuziva k analyze Sirokého spektra vzorktl. Spektrometr je
sloZen ze tii ¢asti: ionizatoru, analyzatoru a detektoru. Ionizator tvofi ionty v plynné fazi.
Analyzator tfidi ionty na zakladé poméru hmotnosti a naboje. Detektor rozpoznava ionty
Vv zavislosti na jejich mnozstvi. Vyhodou této metody je jeji velka sensitivita, vysoka
presnost a moznost vyuziti k charakterizaci riznych biomolekul. Nevyhodou je naopak
omezena moznost rozeznani izomerud ur¢ité slouc¢eniny (Sengupta et al., 2019).

Erban et al. (2013) vyuzili metodu hmotnostni spektrometrie pro identifikaci proteinti
vcetné vitellogeninu v hemolymf€ vcely medonosné. Proteiny byly nejprve vyfezany
z gelu po provedené elektroforéze s barvenim pomoci Coomassie Blue. Nasledné byly
proteiny ve vyfezanych kouscich gelu odbarveny a nastépeny pomoci trypsinu.
Hmotnostni spektrometrii byla analyzovana spektra ziskanych tryptickych peptidi
v rozmezi od 700 do 4000 m/z.
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2.5.6 Syntéza cDNA

Komplementarni DNA (cDNA) je molekula, k jejiz syntéze dochazi laboratorné
z mediatorové RNA (mRNA), nejedné se tedy o genomovou DNA, protoze mRNA jiz
byla po transkripci modifikovana. Pouzivd se enzym reverzni transkriptasa
(EC 2.7.7.49), ktera vytvari dvouSroubovici DNA komplementarni k mRNA. Syntéza
cDNA slouzi ke zjisténi, které geny byly aktivné piepisovany v bunce, organu ¢i celém
organismu vV moment¢ odebrani mRNA. Mohou tak vznikat celé knihovny, obsahujici
rizné molekuly cDNA (Pelley, 2012).

Piulachs et al. (2003) nasyntetizovali cDNA z mRNA vitellogeninu, pochazejici
z tukovych télisek mladych veelich krdloven. cDNA byla nasledné amplifikovana pomoci

metody PCR ve 30 cyklech.

257 qPCR

Kvantitativni polymerazové fetézova reakce (qPCR) je metoda, kterd v redlném cCase
zaznamenava proces amplifikace DNA. Pfi klasické PCR je pouzita termostabilni DNA
polymerasa (EC 2.7.7.7) K syntéze novych vlaken DNA, ktera jsou komplementarni
k cilové sekvenci DNA. Pti samotné reakci je tento enzym smichan spolu s templatovou
DNA, primery a nukleotidy v piistroji termocykleru. Reakce probiha ve tiech krocich,
které se cyklicky opakuji: denaturace (odd¢€leni vlaken DNA od sebe), navazani primera
a syntéza DNA. Vysledkem je vytvoreni az miliard kopii piivodni sekvence DNA. Na
rozdil od vysSe popsané reakce qPCR navic slouzZi k zaznamenavani mnoZeni kopii po
kazdém cyklu, k ¢emuz se vyuziva fluorescen¢nich znacek a termocykleru, ktery
fluorescenci dokaze detekovat (Kuang et al., 2018).

Lu et al. (2018) pomoci qPCR metody zmnozili cDNA, ktera byla piipravena z RNA,
pochézejici z trofocytii a oenocyti vcelich délnic a kraloven. Pfi qPCR byla pouzita

zelena fluorescenéni znacka SYBR Green a gen aktinu jako referen¢ni gen.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Bio-Rad (USA): Coomassie Brilliant Blue R-250 (CasH14N3NaO+Sz), Coomassie
Brilliant Blue G-250 (C47Hs0N3NaO7S»)

Lachema (Ceska republika): methanol (CH3OH)

Lach-Ner (Ceska republika): chlorid sodny (NaCl)

Merck (Némecko): Ponceau S (C22H16N4O13S4)

MP Biomedicals (Francie): tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris (C2sH1:NO3))
Sigma-Aldrich (Némecko): ethanol (EtOH (C2HsOH)), kyselina fosfore¢na (HsPOas),
akrylamid (CsHsNO), N,N’-methylen-bis-akrylamid (bisakrylamid (C7H10N202)),
kyselina chlorovodikova (HCI), dodecylsiran sodny (SDS (NaCi2H25S04)),
N,N,N’,N'-tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED (CeH16N2)), peroxodisiran amonny
(APS ((NH4)2S20s)), n-butanol (CsHeOH), glycin (C2HsNO>), glycerol (CzHgOs3),
dithiotreitol (DTT (C4H100:2S»), bromfenolova modf (3,3',5,5-
tetrabromfenolsulfonftalein (C19H10BrsOsS)), kyselina octova (CH3COOH), kvercetin
(C15H1007), dimethylsulfoxid (DMSO (C2Hs0S)), chlorid hlinity (AlCls), ethylenglykol
(C2HeO2), Tween-20 (CsgH114026), chlorid hofe¢naty (MgClz), 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl fosfat (BCIP (CsHeBrCINO4P)), nitrotetrazoliova modi (NBT (CoHz0CI2N100s)),
dimethylformamid (DMF, C3H7NO), Sudanska ¢ern B (C29H24Ng), aceton (CsHeO),
hovézi sérovy albumin (BSA), suSené mléko, primarni protilatka (polyklonalni kralici
protilatka proti vitellogeninu), sekundarni protilatka (kozi anti-krali¢i protilatka
snavazanou alkalickou fosfatasou (EC 3.1.3.1)), marker molekulové hmotnosti
(SigmaMarker wide range 6500-200000 Da)

3.1.2 Pouzité roztoky
e Zasobni roztok Coomassie Blue: 50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 v 25 ml
EtOH a 50 ml 85 % kys. fosfore¢né, doplnéno ddH20 na 100 ml
e Akrylamid/N,N-mehylenbisakrylamid (AA/BIS): 30 % (w/v) akrylamidu,
0,8 % bisakrylamidu (w/v) v ddH.O (30 g akrylamidu + 0,8 g bisakrylamidu
rozpustit v 60 ml ddH20 a doplnit ddH>O do 100 ml)
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Pufr do zaostfovaciho gelu: 0,5 mol.I* Tris/HCI, pH 6,8 (3 g Tris rozpustit ve
40 ml ddH;O, upravit pH na 6,8 s HCI a doplnit ddH20 na 50 ml)

Pufr do déliciho gelu: 1,5 mol.I"t Tris/HCI, pH 8,8 (36,3 g Tris rozpustit ve 150 ml
ddH-0O, upravit pH na 8,8 s HCI a doplnit ddH>O na 200 ml)

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

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

Vodou nasyceny n-butanol (k 50 ml n-butanolu ptidat 5 ml ddH20, protiepat)
Elektrodovy pufr: 0,025 mol.I"t Tris, 0,192 mol.I* glycin, 0,1 % (w/v) SDS,
pH 8,3 (6,05 g Tris, 28,82 g glycinu a 2 g SDS rozpustit v 1 | ddH20, zkontrolovat
pH, doplnit ddH>O do 2 1)

Vzorkovaci pufr (2x Laemmli): 0,125 mol.I't Tris/HCI, 4 % (w/v) SDS,
20 % (v/v) glycerol, 0,2 mol.I* DTT, 0,02 % (w/v) bromfenolova modf, pH 6,8
(2,5 ml pufru do zaostiovaciho gelu, 4 ml 10% SDS, 2 ml glycerolu, 2 mg
bromfenolové modii, 0,31 g DTT, doplnit ddH20 do 10 ml)

Barvici roztok Coomassie Brilliant Blue (CBB): 0,1 % (w/v) CBB R-250
v 15% (v/v) kys. octové a 45% (v/v) methanolu (0,1 g CBB R-250 rozpustit
v roztoku 15 ml kys. octové, 45 ml methanolu a 40 ml ddH20)

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

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

Detekéni roztok s kvercetinem a AICls: 15 mmol.I"t kvercetinu v DMSO,
50 mmol.It AICI3 (2,5 ml ethylenglykolu, 5 ml methanolu, 12,5 ml ddH20, 50 pl
roztoku kvercetinu v DMSO (4,53 mg kvercetinu doplnéno DMSO do 1 ml), 20 pl
roztoku AIClIs (6,67 mg AICIz doplnéno ddH20 do 1 ml)

Fixacni roztok: 10 % (v/v) kys. octova, 50 % (v/v) methanol (10 ml kys. octové,
50 ml methanolu, 40 ml ddH.0)

Barvici roztok Sudanské cermni B: 0,45 % (w/v) Sudanska cern B,
16,7 % (v/v) aceton, 10 % (v/v) kys. octova (0,45 g Stdanské Cerni B rozpustit
v 16,7 ml acetonu, pfidat 10 ml kys. octové, doplnit ddH>O do 100 ml)
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3.1.3

Odbarvovaci roztok Sudanské cerni B: 15 % (v/v) kys. octova, 20 % (v/v) aceton
(15 ml kys. octové, 20 ml acetonu, 65 ml ddH20)

Blotovaci puft: 0,025 mol.I* Tris, 0,192 mol.I glycinu, 20 % (v/v) methanol,
pH 8,3 (3,025 g Tris a 14,41 g glycinu rozpustit ve 200 ml ddH-0O, piidat 200 ml
methanolu, zkontrolovat pH, doplnit ddH>O do 1 1)

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

Roztok 5% suSeného mléka v TBS (rozpustit 1 g suSeného mléka v 20 ml TBS
(4 ml 5x TBS a 16 ml ddH20))

Roztok 1% suSeného mléka v TBS (rozpustit 0,2 g suseného mléka v 20 ml TBS
(4 ml 5x TBS a 16 ml ddH20))

Tween TBS (TBS-T) (0,15 ml Tween-20 a 300 ml TBS (60 ml 5x TBS a 240 ml
ddH20))

Roztok primarni protilatky (10 ul primarni protilatky a 10 ml roztoku
1% susSené¢ho mléka v TBS)

Roztok sekundarni protilatky (1 pl sekundarni protilaitky a 10ml roztoku
1% suseného mléka v TBS)

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

Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Radwag, Ceska republika)

Automaticke pipety (Eppendorf, Némecko)

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

Centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)

Digitalni predvazky (Radwag, Ceska republika)

Dokumenta¢ni systém pro gely Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)
Elektroforeticka souprava MINI-PROTEAN Tetra (Bio-Rad, USA)
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e Inkubator Dry Bath (Major Science, USA)

e Magneticka michacka Big Squid (IKA, Némecko)

e Mikrodesticka TPP (96 jamek) (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Mikrodestickovy spektrofotometr PowerWave XS (BioTek Instruments, USA)
e Nitrocelulosova membrana (pory o velikosti 0,45 um) (Bio-Rad, USA)

e Tiepacka 3D (Biosan, LotySsko)

e Vortex V-1 plus (Biosan, Lotyssko)

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

3.1.4 Biologicky material

hemolymfa v¢ely medonosné — vzorek hemolymfy byl odebran z dospélych délnic,
ziskanych z pokusného véelina Vyzkumného ustavu veelaiského na Kyvalce v zati 2019,
hemolymfa byla po odstifiZeni zadecku odebrana z hrudniku v¢el a uschovana v mrazicim

boxu do dalsiho pouziti

3.2 Metody
3.2.1 Stanoveni proteini Bradfordovou metodou

3.2.1.1 Priprava pracovniho roztoku Bradfordova ¢inidla

Zasobni roztok Coomassie Blue (50 mg Coomassie Blue G250 rozpusténo v 25 ml EtOH
a 50 ml 85% kys. fosfore¢né, doplnéno ddH20 na 100 ml) byl natfedén ddH20 v poméru
1:4 (2 ml zas. roztoku a 8 ml ddH20). Vysledny roztok je stabilni cca tyden pii 4 °C a ma

hnédomodrou barvu.

3.2.1.2 Priprava standardii proteinu BSA
Byl pfipraven zasobni roztok BSA o hmotnostni koncentraci 2 mg.ml™ (2000 pg.mi?)
tak, Zze bylo navazeno 100 mg BSA, které se rozpustilo v 50 ml ddH2O. Postupnym

fedénim byla piipravena kalibra¢ni fada BSA o hm. koncentracich 1, 5, 10, 25, 50, 75,
100, 250, 500, 750, 1000 pg.ml™.

3.2.1.3 Postup spektrofotometrického méreni standardia BSA

Do 36 jamek (blank + 11 vzork®, 3 opakovani viadku = 36 jamek) 96jamkové

mikrodesticky bylo pipetovano postupné: 45 pl ddH20, 5 pul standardu BSA, 200 pnl
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pracovniho roztoku Bradfordova ¢inidla (blank: 50 pl ddH20, 200 pl). Desticka byla
zakryta vikem a jemn¢ protfepana, poté ponechana 5 min. vyvinout zbarveni. Nasledné
byla na mikrodestickovém spektrofotometru PowerWave XS zméfena absorbance pfi
vlnovych délkach 590 a 450 nm. Toto méfeni bylo vyhodnoceno programem GenS
(Biotek) v podob¢ kalibracni ptimky zavislosti poméru absorbance pii vinovych délkach

590/450 nm na koncentraci standardu.

3.2.1.4 Priprava vzorki proteinu z hemolymfy vcel

Byly pfipraveny dva vzorky proteinti. Prvni obsahoval nezfedénou hemolymfu vcel
(30 pl). Druhy obsahoval 10x ziedénou hemolymfu véel (3 pl hemolymfy + 27 ul
ddH20).

3.2.1.5 Postup spektrofotometrického méreni proteini

Do 6 jamek (2 vzorky, 3 opakovani v fadku) mikrodesticky bylo pipepetovano 45 ul
ddH20, 5 pl vzorku proteinu, 200 pl pracovniho roztoku Bradfordova ¢inidla. Desticka
byla zakryta vikem a jemné protiepana, poté ponechana 10 min. vyvinout zbarveni.
Nasledné¢ byla na mikrodestickovém spektrofotometru PowerWave XS zméfena
absorbance pfi vinovych délkach 590 a 450 nm a data byla zobrazena v programu Gen5
(Biotek). Koncentrace proteini ve vzorcich byla nasledné vyhodnocena pomoci
kalibracni ptimky zavislosti poméru absorbance pii vlnovych délkach 590/450 nm na

koncentraci standardu, které byly zméteny piedtim (Zor a Selinger, 1996).

3.2.2 Metoda SDS-PAGE

3.2.2.1 Priprava vzorku

Ke vzorku nefedéné hemolymfy byl pfidan stejny objem 2x vzorkovaciho pufru dle
Laemmliho (100 pl hemolymfy + 100 pl vz. pufru). Takto pfipraveny vzorek byl
promichan na vortexu a po dobu 5 min. zahfan na 95 °C v inkubatoru. Po ochlazeni

Vv ledové lazni byl vzorek centrifugovan v centrifuze 5418 R 5 min. pii 15000 g a 4 °C.

3.2.2.2 Postup

Ctyti sklenéné desky pro nalévani gelu byly diikladné odmastény pomoci ethanolu. Mezi

sklenéné desky byly vlozeny plastové hiebinky a na plastové drzaky skel byla
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popisovacem vyznacena vzdalenost 1 cm od konce zubl hiebinku. Poté byly hiebinky
odstranény.

Do dvou ozna¢enych kadinek pro pfipravu zaostfovaciho a déliciho gelu byly
pipetovany jednotlivé roztoky (slozky gelu):

e délici gel 10%: 3,4 ml AA/BIS (30%/0,8%); 2,5 ml pufru Tris/HCI (1,5 mol.I*;

pH 8,8); 3,8 ml ddH20; 0,1 ml SDS (10%); 0,01 ml TEMED

e zaostfovaci gel 4%: 1,3 ml AA/BIS (30%/0,8%); 2,5 ml pufru Tris/HCI

(0,5 mol.I"Y; pH 6,8); 5,9 ml ddH20; 0,2 ml SDS (10%); 0,02 ml TEMED

Pfidanim Cerstvé piipraveného roztoku APS v objemu 0,07 ml do kadinky pro délici
gel byla zahajena polymerace gelu. Pfipravena smés po promichani na magnetické
michacéce Big Squid byla rychle pfenesena pomoci Pasteurovy pipety do prostoru mezi
skla. Smés byla nalévéana az po znacku na drzéku.

Tato smés byla prevrstvena tenkou vrstvou n-butanolu. Po ztuhnuti déliciho gelu po
30 min. byl odstranén n-butanol a povrch gelu byl oplachnut stiickou destilovanou vodou
a vysusen filtraCnim papirem.

Do kadinky pro zaostfovaci gel bylo ptidano 0,12 ml APS a po rychlém promichéani
na magnetické michacce, byla pfipravena smés pienesena Pasteurovou pipetou do
prostoru mezi skla na ztuhly délici gel. Do smési pro zaostfovaci gel byly opatrné vlozeny
hiebinky tak, aby se pod jejich zuby nedostaly vzduchové bubliny. Zaostfovaci gel tuhnul
30 min.

Popisovacem byly na vnéjsi stran¢ silnych skel vyznaceny jednotlivé zuby hiebinki
a hiebinky byly opatrné¢ vyjmuty. Skla s pfipravenymi gely byla vlozena do
elektroforetické komtrky MINI-PROTEAN Tetra, do niz byl nalit elektrodovy pufr tak,
aby pfetekl do jamek gelu.

Do krajnich jamek (¢. 1 a 8) gelt byly aplikovany automatickou pipetou 2 pl standardu
molekulové hmotnosti proteint. Do jamek ¢. 2 a 5 bylo aplikovano 5 pl ptipraveného
vzorku, do jamek €. 3 a 6 to bylo 10 pul vzorku a do jamek ¢. 4 a 7 to bylo 15 pl vzorku.
Elektroforeticka komurka byla uzaviena vikem, pfipojena ke zdroji elektrického napéti
PowerPac Basic. Na ném bylo nastaveno konstantni napéti 100 V.

Jakmile zéna bromfenolové modii, obsazené ve vzorkovacim pufru, doputovala
na rozhrani zaostfovaciho a dé€liciho gelu (po cca 1 hod.), zdroj napéti byl nastaven

na 200 V.
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Po doputovani zony bromfenolové modii téméf na troven dolniho okraje skel (po dalsi
cca 1 hod.) byl zdroj napéti vypnut. Elektrické kabely byly odpojeny, viko sejmuto
a elektrodovy pufr vylit. Pomoci plastové Spachtle byla oddélena od gelu skla a gely byly
ozna¢eny odkrojenim pravého dolniho rohu (pro orientaci pii vyhodnocovani geld).

Gely byly pomoci Spachtle rozd€leny na poloviny (celkem ¢tyfi gely) a dva z nich
ulozeny do plastovych krabicek s 20 ml fixa¢niho roztoku. Jeden z téchto gela byl
uschovan v lednici pro dal$i vyuziti. Druhy gel byl ponechan na tiepacce 3D.

Ke tietimu gelu bylo piidano 20 ml barviciho roztoku s CBB a v plastové krabicce byl
ponechén na tfepacce do druhého dne. Ke ¢tvrtému gelu bylo ptidano 20 ml detekéniho
roztoku s kvercetinem a AIClz a byl v krabiéce protiepavan 10 min.

Detekéni roztok s kvercetinem a AICIlz byl odstranén a gel byl tfikrat promyt
destilovanou vodou. Barvici roztok s CBB byl odstranén a gel byl tiikrat promyt
odbarvovacim roztokem pro odbarveni gelu. Po jeho odstranéni byl gel étytikrat promyt
destilovanou vodou.

Pomoci dokumentaéniho pfistroje Gel Doc EZ Imager a programu Image Lab
(Bio-Rad) byly dva gely (po barveni CBB/znaceni kvercetinem a AlCI3) zaznamenany
V podobé¢ obrazkii pro nasledné vyhodnoceni.

Z gelu ulozeného Vv ledni¢ce byl odstranén fixaéni roztok. Nasledné byl tento gel
ponofen do 100 ml barviciho roztoku Stdanské ¢erni B po dobu 2 hod. Poté byl tento
barvici roztok odstranén a ke gelu byl pfidan odbarvovaci roztok a gel byl inkubovan na
ttepaCce pfes noc. Poté byl gel promyt tfikrat destilovanou vodou. Pomoci
dokumentaéniho pfistroje Gel Doc EZ Imager a programu Image Lab byl gel

zdokumentovan ve formé obrazki pro nasledné vyhodnoceni.

3.2.3 Metoda Western blot

Z gelu na tiepacee byl odstranén fixacni roztok. Tento gel byl nasledné ctytikrat promyt
destilovanou vodou a ptenesen do blotovaciho pufru spolu s dvéma filtracnimi papiry
a nitrocelulosovou membranou po dobu 10 min., ktera pfedtim byla vystiizena podle
velikosti gelu (5,5 x 4,25 cm).

Do blotovaci komirky Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell byly na anodu (spodni
elektrodu) naskladany jednotlivé vrstvy Vtomto potadi: 1 ks filtracniho papiru,
nitrocelulosova membrana, gel, 1 ks filtraéniho papiru. Pomoci sklenéné tyCinky byly
odstranény vzduchové bubliny mezi gelem a membranou. Na horni filtracni papir byla
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ptilozena katodové elektroda. Blotovaci komiirka byla uzaviena vikem a piipojena ke
zdroji napéti, ktery byl nastaven na 40 mA. Po cca 2 hod. bylo blotovani ukonceno, zdroj
napéti byl odpojen, membrana byla vyjmuta a barvena barvicim roztokem
Ponceau SV plastové krabi¢ce po dobu 5 min. Poté byl barvici roztok odstranén
a membrana byla tfikrat promyta destilovanou vodou a pouzita pro imunochemickou
detekci proteint.

Imunochemicka detekce proteint byla zapocata blokaci membrany inkubaci s 20 ml
roztoku 5% suseného mléka v TBS po dobu 2 hod. Dal§im krokem bylo dvojité promyti
membrany roztokem Tweenu v TBS (TBS-T) (2 x 50 ml) po dobu dvakrat 10 min.
Nasledné byla membrana inkubovana s 10 ml roztoku primarni protilatky v 1% suSeném
mléku v TBS po dobu 2 hod. Dale byla znovu dvakrat promyta roztokem TBS-T
(2x50ml, 2 x 10 min). Poté byla membrana inkubovana s 10 ml roztoku sekundarni
protilatky v 1% suseném mléku v TBS. Nasledn¢ byla znovu dvakrat promyta roztokem
TBS-T (2 x 50 ml, 2 x 10 min). Poté byla membrana inkubovana s 10 ml roztoku
NBT-BCIP pro detekci alkalické fosfatasy po dobu 10 min. Nasledné byla pétkrat
promyta destilovanou vodou (5 x 50 ml). Nakonec byla membrana polozena na sklenénou

podlozku a vyfocena mobilnim telefonem pro nasledné vyhodnoceni.

3.2.4 Bioinformaticka analyza

3.2.4.1 Porovnani sekvenci nukleotidi a aminokyselin

Pro zjisténi nukleotidovych (MRNA) a aminokyselinovych sekvenci genu vitellogeninu
a jeho proteinu a geni vg-like a jejich proteini véely medonosné byla vyuzita webova
stranka NCBI (National Center for Biotechnology Information (NCBI), c1988-2021).
Tyto sekvence byly nasledné ve formatu FASTA porovnany se sekvencemi z ostatnich
hmyzich druhti pomoci vyhledavaciho nastroje BLAST (,,Basic Local Alignment Search
Tool*) na stejné webové strance (Altschul, 1997; Zhang et al., 2000; Altschul et al., 2005;
Morgulis et al., 2008). Porovnavani bylo omezeno na tifidu hmyzu. Pro nukleotidové
sekvence byla pouzita databaze ,Nucleotide collection (nr/nt)“ a vyhledavani bylo
zaméfeno na vysoce podobné sekvence (,,megablast™). Pro aminokyselinové sekvence
byla vybrana databaze ,,Non-redundant protein sequences (nr)“ a algoritmus byl nastaven

na ,,blastp (protein-protein BLAST)*.
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3.2.4.2 Vyhledavani predpokladanych mist fosforylace

Ptredpokladand mista fosforylace byla hledana pomoci webové stranky NetPhos 3.1
Server za pouziti aminokyselinovych sekvenci vitellogeninu a vg-like protein vcely
medonosné ve formatu FASTA (Blom et al., 1999). Vyhledavani nebylo nikterak

omezeno.

3.2.4.3 Vyhledavani predpokladanych mist glykosylace

Pomoci webové stranky NetNGlyc 1.0 Server byla vyhledavéana predpokladana mista
glykosylace v sekvenci vitellogeninu a vg-like proteini vcely medonosné (Gupta
a Brunak, 2001). Sekvence byly pouzity ve formatu FASTA. Vyhledavani nebylo nijak

omezeno.

3.2.4.4 Tvorba 3D modelu

Sekvence vitellogeninu a vg-like proteini véely medonosné ve FASTA formatu byly
pouzity pro homologni 3D modelovani na webové strance SWISS-MODEL (Guex et al.,
2009; Bienert et al., 2017; Bertoni et al., 2017; Waterhouse et al., 2018; Studer et al.,
2020).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vyhodnoceni stanovovani koncentrace proteini Bradfordovou

metodou
Na zékladé¢ namétenych hodnot absorbance standardi proteinu BSA byla sestavena
kalibra¢ni ptimka zavislosti poméru absorbanci pti vlnovych délkach 590/450 nm na
koncentracich standardd (ug.ml™?) (Obr. 6). Jednotlivé standardy byly nanaseny do jamek
desticky v trojim opakovani. Naméfené hodnoty absorbance byly aritmeticky
zprimerovany a byla vypocitana smérodatna odchylka hodnot technickych replikati.

Pro naméfenou zavislost poméru absorbanci na koncentraci standardu byla metodou
linearni regrese ur¢ena rovnice kalibra¢ni ptimky (Tab. 1).

Je ziejmé, Ze zejména hodnoty poméru absorbance u standardu s koncentraci
500 pg.ml? se mirn& odchylily od kalibraéni piimky. Tento jev mohl byt zpiisoben
nepiesnym fedénim standardu nebo jeho pipetovanim do jamek mikrodesticky.

Pomoci ziskané kalibra¢ni rovnice byla vypocitana koncentrace proteinti ve dvou
vzorcich véeli hemolymfy — nefedéném a 10x fedéném (Tab. 2). Pro vypocet
u 10x fedéného vzorku byl pouzit primér naméfenych hodnot poméru absorbanci pii
590/450 nm. Tato hodnota byla dosazena do rovnice kalibraéni piimky za
neznamou Yy a vypocitana hodnota koncentrace tohoto vzorku proteinu, ktera byla
zaokrouhlena na jednotky. Hodnota absorbance netedéného vzorku se nachazela mimo
rozsah hodnot pouzitych koncentraci proteinového standardu, tim padem by vypocet
hodnoty koncentrace nefedéného vzorku s pouzitim ptipravené kalibra¢ni pfimky byl
nespravny. Proto byla hodnota koncentrace u nefedéného vzorku vypocitana ze
zaokrouhlené hodnoty koncentrace naméfené u 10x fedéného vzorku.

V desetkrat fedéném vzorku hemolymfy byla tedy urcena koncentrace proteint

204 pg.mlt a vypodtem u piivodniho nefedéného vzorku 2040 pg.mi™.
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Obr. 6 Kalibra¢ni piimka zavislosti praiméru pomérua absorbanci pii 590/450 nm na
koncentracich standardu hovéziho sérového albuminu (n = 3) (ug.ml™Y). Chybové tsecky
znazoriuji smérodatnou odchylku.

Tab. 1 Hodnoty parametrt rovnice kalibraéni p¥imky.

Rovnice kal. ptimky Parametr Hodnota
a 0,00145

y=ax+b
b 0,81056

Tab. 2 Vysledna koncentrace vzorku (n = 3) proteinti z v¢eli hemolymfy.

Pomér absorbance pfi Vysledna koncentrace
590/450 nm (ug.ml?)
10x fedény vzorek z
1,107 204
hemolymfy
Netedény vzorek
5,453 2040*

z hemolymfy

*Hodnota vypocitana vynasobenim hodnoty vysl. koncentrace u 10x fedéného vzorku deseti.
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4.2 Vyhodnoceni metody SDS-PAGE

4.2.1 Barveni pomoci roztoku s Coomassie Blue

Pomoci barviciho roztoku CBB byly na gelu po provedeni SDS-PAGE identifikovany
jednotlivé zony markeru molekulové hmotnosti a zejména proteind, pfitomnych ve tfech
jamkach (Obr. 7). Gel byl zdokumentovan pomoci piistroje Gel Doc EZ Imager
a programu Image Lab.

Marker molekulové hmotnosti je slozen celkem z dvanacti rizné velkych proteind
0 hmotnosti od 6,5 do 200 kDa, avsak na gelu bylo pozorovano pouze Sest zon (jamka
A), pricemz nekteré byly pfitomny i v krajni nevyuzité jamce. Je zfejmé, ze do nevyuzité
jamky se marker dostal v disledku neptesného pipetovani. Pfitomnost pouze Sesti zOn by
mohla byt vysvétlena pouzitim malého mnozstvi (2 pl) markeru, piipadné také
nedokonalym pipetovanim.

V jamce B, kam bylo pipetovano 5 pl vzorku hemolymfy, byly jasné obarveny zony
proteinti. Na zakladé umisténi zon markeru se podafilo ur¢it zonu odpovidajici velké
podjednotce vitellogeninu o molekulové hmotnosti 150 kDa. Zéna malé podjednotky
vitellogeninu o molekulové hmotnosti 40 kDa nebyla uréena piesné, protoze bylo obtizné
urcit velikost zon markeru. Nedoslo totiz k obarveni v§ech jeho proteinti. Nicméné byly
oznaceny dvé potencialni zony, které by malé podjednotce mohly odpovidat. Bylo tedy
¢asteCné potvrzeno, ze se vitellogenin sklada ze dvou rozdilnych podjednotek, jak uvadi
Havukainen et al. (2011a).

Zbny v jamce C byly silné vyrazné, coz bylo zpusobeno vétsim objemem (10 pl)
pipetovaného vzorku hemolymfy, ve kterém bylo obsazeno VEtsi mnoZstvi proteinii. To
zapfticinilo stiZenou rozliSitelnost zon proteini o velké molekulové hmotnosti.

V jamce D nebylo mozné vzhledem k jesté vétSimu objemu (15 ul) vzorku hemolymfy
s jistotou rozeznat jednotlivé zony velkych proteinti. Naopak zony proteinti o velmi malé

molekulové hmotnosti bylo mozné rozlisit 1épe nezli v jamce B ¢i C.
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Obr. 7 Detekce proteini v SDS-PAGE gelu pomoci CBB. A: Marker molekulové hmotnosti
proteind (SigmaMarker wide range), B: 5 pl vzorku hemolymfy, C: 10 pl vzorku hemolymfy,
D: 15 ul vzorku hemolymfy. M¢titko: 0,236 cm. Vyfoceno piistrojem Gel Doc EZ Imager.
Zpracovano v programu Image Lab.

4.2.2 Znaceni pomoci roztoku s kvercetinem a chloridem hlinitym

Na dalsim gelu z SDS-PAGE, fluorescen¢né znaceném za pouziti detekéniho roztoku
s kvercetinem a AICl3, byly identifikovany slabé zony markeru molekulovych hmotnosti
a zietelné zony proteint ze vzorki hemolymfy (Obr. 8). Gel byl vyfocen pomoci pfistroje
Gel Doc EZ Imager a programu Image Lab.

Pét nevyraznych zon markeru v jamce A mohlo byt zpusobeno podobné jako u gelu,
barveného roztokem CBB, malym pipetovanym objemem (2 pul) nebo neptesnostmi pii
pipetovani. Navic vzhledem k tomu, Ze kvercetin barvi zejména fosfoproteiny, je mozné,
7e nedoslo k obarveni v§ech proteind, vyskytujicich se v markeru (Wang et al., 2014b).

Intenzita znaceni zon velkych proteinti v jamce B byla dostatecné silna, a bylo tedy

mozné uréit zonu velké podjednotky vitellogeninu, piestoZze pipetovany objem vzorku
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hemolymfy byl pouze 5 ul. Kvuli velmi slabému znaceni zon markeru byly vyznaceny
dv¢ potencialni zony, které by mohly odpovidat malé podjednotce vitellogeninu.

Jamka C obsahovala dvojnasobné mnozstvi vzorku (10 ul) hemolymfy, avSak intenzita
signalu byla podobna jako vjamce B. Nicméné signal zon menSich proteini byl
zfetelnéjsi.

V jamce D, obsahujici 15 ul vzorku hemolymfy, byly zony velkych proteint velmi
intenzivni a vétsi neZ v piedchozich jamkach, coz zpisobilo, Ze zony pro obé podjednotky

vvvv

vitellogeninu byly obtizngji rozeznatelné od ostatnich.

kDa

’

e
e
k.

Vg—150kDa 200

116

Obr. 8 Fluorescenéni detekce fosfoproteinti v SDS-PAGE gelu metodou s kvercetinem a AlCls.
A: Marker molekulové hmotnosti proteini (SigmaMarker wide range), B: 5 ul vzorku
hemolymfy, C: 10 ul vzorku hemolymfy, D: 15 ul vzorku hemolymfy. Métitko: 0,236 cm.
Vyfoceno piistrojem Gel Doc EZ Imager. Zpracovano v programu Image Lab.
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4.2.3 Barveni pomoci roztoku Sudanské ¢erni B

Na tretim gelu byly pomoci barviciho roztoku Sudanské ¢erni B detekovany lipoproteiny
(Obr. 9). Z6ny markeru molekulové hmotnosti byly identifikovany velmi obtizné. Zony
proteinti ze vzorkli méli mensi intenzitu nezli u predchozich geld. Gel byl opét
zdokumentovan piistrojem Gel Doc EZ Imager a programem Image Lab.

Sudénska cern B se podle vyrobce (Sigma-Aldrich) pouziva pro barveni lipoproteint
po elektroforéze. To by mohl byt divod slabého zbarveni zoén markeru molekulové
hmotnosti v jamce A, protoze je mozné, ze Se zminéné barvivo nemuselo navazat na
vsechny markerové proteiny. Druhou moznosti by mohlo byt podobné jako u predchozich
gelli pouziti malého objemu markeru (2 pl).

V jamce B, obsahujici 5 pl vzorku hemolymfy, byla identifikovana zona malé
podjednotky vitellogeninu, ktera byla nejintenzivngj$i. Zoéna velké podjednotky byla
uréena podle dvou velmi slabych zon markeru. Zony malych proteini byly velmi slabé
zbarveny.

Jamka C, do niz bylo pipetovano 10 pl vzorku hemolymfy, vykazovala podobné
zbarveni zon proteinil jako jamka B, tedy obtizné rozliSitelné zony velkych proteintl,
intenzivni zénu malé podjednotky vitellogeninu a Spatn¢ identifikovatelné zony malych
proteint.

V jamce D, obsahujici nejvétsi objem vzorku hemolymfy (15 ul), byly piekvapivé
z6ny velkych 1 malych proteinti zbarveny slabéji nezli v pfedchozich jamkéach. Divodem

mohla byt nepiesnost pii pipetovani vzorku do jamek.
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Obr. 9 Detekce lipoproteini v SDS-PAGE gelu metodou se Studanskou ¢erni B. A: Marker
molekulové hmotnosti proteinli (SigmaMarker wide range), B: 5 pl vzorku hemolymfy,
C: 10 pl vzorku hemolymfy, D: 15 pl vzorku hemolymfy. Mefitko: 0,236 cm. Vyfoceno
ptistrojem Gel Doc EZ Imager. Zpracovéano v programu Image Lab.

4.3 Vyhodnoceni metody Western blot
Proteiny separované v SDS-PAGE gelu byly metodou Western blot pfeneseny na
nitrocelulosovou membranu. Membrana byla po inkubaci v blokacnim roztoku
inkubovéna s kralicimi primarnimi protilatkami proti vitellogeninu a nasledné s kozimi
anti-krali¢imi sekundarnimi protilatkami S navazanou alkalickou fosfatasou pro
imunochemickou detekci. Na této membrané byly identifikovany zony odpovidajici
proteinum ze vzorku hemolymfy, zejména vitellogeninu (Obr. 10).

V ¢asti A byly pozorovany slabé zony, jejichz vysvétlenim by mohla byt nespecificka

vazba pouzitych sekundarnich protilatek na markerové proteiny.
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Do casti B byly preneseny zony proteinti vzorku o objemu 5 ul. Byla zde detekovana
zona velké podjenotky vitellogeninu, ktera méla nejvétsi intenzitu, coz je zaptic¢inéno
specifitou primarni protilatky viici tomuto proteinu. AvSak zoéna malé podjednotky méla
pouze slabou intenzitu, coz mohlo byt teoreticky zptisobeno mensim poctem vazebnych
mist pro protilatku.

V casti C, kam byly pfeneseny zony vzorku o objemu 10 pl, Ize identifikovat zonu
velké podjednotky vitellogeninu se slabsi intenzitou a zonu malé podjednotky se siln&jsi
intenzitou nezli v ¢asti B. To by mohlo byt zdivodnéno nedostatecnou optimalizaci
nékterého z kroki metody Western blot, napt. fedéni primarni a sekundérni protilatky.

Cast D obsahuje pouze velmi slabé zony podjednotek vitellogeninu, piestoze na ni
byly pteneseny zony proteint ze vzorku o nejvét§sim objemu (15 pl). Kromé toho je
membrana v mistech zon velkych proteini poskozena pravdépodobné poskrabanim, ke

kterému mohlo dojit pfi jejim vystiihovani.

B C

— ——l__.‘d’

Obr. 10 Imunochemicka detekce vitellogeninu v hemolymf€ vcely na nitrocelulosové membrané
za pouziti polyklonalni krali¢i protilatky a sekundarni kozi protilatky s navéazanou alkalickou
fosfatasou. A: Zony markeru molekulovych hmotnosti (SigmaMarker wide range), B: Zony
proteintl 5 pl vzorku hemolymfy, C: Zény proteind 10 pl vzorku hemolymfy, D: Zony proteinti
15 pl vzorku hemolymfy. Méfitko: 0,224 cm. Membrana byla vyfocena mobilnim telefonem.
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4.4 Vyhodnoceni bioinformatické analyzy

4.4.1 Porovnani nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci

Pomoci nastroje BLAST byly ziskany vysledky porovnavani sekvence nukleotidi genu
vitellogeninu a vg-like geni a aminokyselin vitellogeninu a vg-like proteint véely
medonosné se sekvencemi ostatnich hmyzich druhti. Porovnavané sekvence je mozné
sefadit podle n¢kolika parametri.

Prvnim je tzv. ,,E value®, tento parametr udava pocet nukleotidii nebo aminokyselin,
u kterych lze oéekavat nahodnou shodu. ,,Max score® je kritérium, udavajici nejvyssi
skore shodnych nukleotidll ¢i aminokyselin. ,,Total score* znaci soucet skore shodnych
nukleotidtl ¢i aminokyselin vSech segmentt, které jsou soucasti sekvence shodujici se se
sekvenci zajmu. ,,Query cover udava délku shodujicich se sekvenci v procentech.
,Percent identity (procentualni shoda) je parametr udavajici shodu dvou sekvenci
v procentech. ,,Accession length* zna¢i délku konkrétni sekvence (National Center for
Biotechnology Information (NCBI), c1988-2021). Porovnavané sekvence byly sefazeny
podle parametru procentualni shody.

Nukleotidova sekvence genu vitellogeninu v podobé mRNA byla shodna se Sesti
sekvencemi z vice nez 89 % (Tab. 3). Jednalo se zejména o ruzné¢ dlouhé sekvence,
pochazejici ze véely vychodni (Apis cerana F.), které byly vSechny identické z vice jak
92 %. Také byla vyhledana sekvence ze véely obrovské (Apis dorsata F.), ktera byla
s vice nez 5500 nukleotidy nejvétsi. Posledni byla sekvence, kterou lze nalézt u véely
kvétné (Apis florea F.), obsahujici o vice nez 40 nukleotidit méné. Ta méla méné nez
90% shodu.

U genu vg-like-A byla zjisténa vice nez 90 % podobnost tii sekvenci (Tab. 4). Prvni
sekvenci, ktera ma o 49 nukleotidt vice, 1ze nalézt u vcely vychodni. Druha se nachazi
u vcely obrovské. Ta ma naopak o 31 nukleotidi méné. Posledni pochézi ze véely kvétné
a obsahuje o 15 nukleotidli méné.

Gen vg-like-B se shodoval vysokou mérou (vice nez 97 %) se tiemi sekvencemi
(Tab. 5). Jednalo se o sekvenci z véely vychodni, ktera ma o pouhych Sest nukleotidi
vice. Sekvence pochdzejici ze veely obrovské ma o 12 nukleotidil vice. Nejvétsi sekvence
se nachazela u vcely kvétné, ta byla vétsi o 36 nukleotida.

U genu vg-like-C byly nalezeny pouze dvé sekvence, navic s mensi shodou (cca 83 %)

(Tab. 6). Prvni sekvence pochazela ze vcely kvétné a byla mensi 0 vice nez
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300 nukleotidii. Druh4 sekvence se nachazela u vcely vychodni. Ta byla vyrazné vétsi

nezli sekvence genu vg-like-C (o vice nez 240 nukleotidl).

Tab. 3 Porovnani nukleotidové sekvence genu vitellogeninu véely medonosné s ostatnimi druhy
hmyzu (,,Query cover” > 95 %, procentualni shoda > 89 %)

Gen (NCBI Organismus Procentualni shoda Délka sekvence
referen¢ni (%) (pocet nukleotidtr)
sekvence/GenBank)
vitellogenin Apis mellifera 100,00 5441
(NM_001011578.1)
KP119837.1 Apis cerana 93,16 5313
NM_001328484.1 Apis cerana 92,74 5483
KP398512.1 Apis cerana 92,56 5411
MG775224.1 Apis cerana 92,52 5313
XM_006615976.2 Apis dorsata 92,49 5505
XM_003689645.3 Apis florea 89,44 5395

Tab. 4 Porovnani nukleotidové sekvence genu vg-like-A v¢ely medonosné s ostatnimi druhy
hmyzu (procentualni shoda > 90 %)

Gen (NCBI Organismus Procentualni shoda Délka sekvence
referen¢ni sekvence) (%) (pocet nukleotidu)
vg-like-A Apis mellifera 100,00 4739
(NM_001331117.1)
XM_028667202.1 Apis cerana 94,72 4788
XM_006609516.2 Apis dorsata 93,00 4708
XM_003690825.3 Apis florea 91,46 4724

Tab. 5 Porovnani nukleotidové sekvence genu vg-like-B v¢ely medonosné s ostatnimi druhy
hmyzu (,,Query cover” > 98 %, procentualni shoda > 90 %)

Gen (NCBI Organismus Procentualni shoda Délka sekvence
referen¢ni sekvence) (%) (pocet nukleotidn)
vg-like-B Apis mellifera 100,00 4419

(XM_006561115.3)
XM_017055217.2 Apis cerana 98,51 4425
XM_006622136.2 Apis dorsata 97,60 4431
XM_003691345.3 Apis florea 97,11 4455
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Tab. 6 Porovnani nukleotidové sekvence genu vg-like-C véely medonosné s ostatnimi druhy
hmyzu (,,Query cover” > 69 %, procentualni shoda > 83 %)

Gen (NCBI Organismus Procentualni shoda Délka sekvence
referen¢ni sekvence) (%) (pocet nukleotidn)
vg-like-C Apis mellifera 100,00 1671

(XM_001122505.5)
XM_003691362.3 Apis florea 83,89 1369
XM_017055248.2 Apis cerana 83,80 1917

Pro sekvenci aminokyselin vitellogeninu, jejiz délka je 1770 rezidui, bylo nalezeno
Sest sekvenci, které se shoduji z vice nez 80 % (Tab. 7). VSechny tyto sekvence pochazeji
zruznych druhtt vcely. Nejvyssi hodnotu procentudlni shody méla sekvence
vitellogeninu ze v¢ely vychodni o délce 1770 rezidui. Nasledovala sekvence ze stejného
organismu, ktera méla srovnatelnou procentualni shodu jako sekvence ptedchozi
a obsahovala o jedno reziduum méné. Dalsi sekvence se stejnym poctem rezidui byla opét
ze stejného druhu. Oproti sekvenci véely medonosné se ligila 0 méné nez 2 %. Ctvrta
sekvence pochazela ze vcely obrovské a byla rozdilna také o méné nez 2 %, avSak
chybély u ni dvé rezidua. Nasledovala sekvence oznacovana jako vitellogenin-3 opét ze
véely vychodni, ktera méla podobnost na tirovni piedchozi sekvence, nicmén¢ zahrnovala
0 21 rezidui vice nez sekvence zajmu. Posledni sekvence s podobnosti nad 80 %
pochazela ze véely kvétné a obsahovala o pét rezidui méng.

Aminokyselinova sekvence proteinu vg-like-A, slozena z 1570 rezidui, byla identicka
zvice nez 90 % se tfemi dal$imi sekvencemi z vCelich druhu (Tab 8). Jednalo se
o0 sekvenci vitellogeninu-6-like ze v¢ely vychodni, ktera obsahovala stejny pocet rezidui
a liSila se o vice nez 5 %. Dale to byla sekvence ze v¢ely obrovské opét se stejnym poctem
rezidui. Posledni byla sekvence vitellogenin-6-like, pochazejici ze vcely kvétné,
obsahujici o jedno reziduum vice a lisici se o vice nez 9 %.

Pro sekvenci aminokyselin proteinu vg-like-B, slozenou ze 1420 aminokyselin, byly
nalezeny také tii velmi podobné sekvence, tvorené 1420 rezidui (Tab. 9).
Prvni pochazela ze vcely vychodni, ktera se liSila pouze v méné nez
2 %. Druh4 patfila v¢ele obrovskeé a byla podobné shodna. Tteti pochézela ze vcely kvétné
a byla rozdilnd v méné nez 3 %.

Sekvence aminokyselin proteinu vg-like-C, ktery je zasadné mens$i nez proteiny
ptedchozi (319 rezidui), se shodovala se tiemi sekvencemi z vice nez 70 % (Tab. 10).
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Jednalo se o sekvenci z v¢ely vychodni, ktera méla o ¢tyti rezidua méng a lisila se o méné
nez 15 %. Dalsi byla o jedno reziduum vétsi sekvence ze veely kvétné, jejiz rozdilnost
byla mensi nez 19 %. Posledni byla sekvence ze v¢ely obrovské, ktera také obsahovala
0 jedno reziduum navic a liSila se 0 mén¢ nez 23 %.

Z vysledki je patrné, ze mezi nukleotidovymi i aminokyselinovymi sekvencemi
u véely medonosné a u ostatnich v€elich druht je urcity rozdil. Ten by mohl byt
dasledkem pozitivni selekce genti, pfi niz dochdzi ke zménam v sekvenci nukleotidu,
které se promitaji do sekvence aminokyselin. Pozitivni selekce je u evropské populace
véely medonosné Castéjsi nez u ostatnich porovnavanych druhti. Tyto druhy se v Evropé
nevyskytuji. Diivodem pozitivni selekce by mohla byt adaptace na chladnéjsi evropské
podnebi, ktera mohla probihat po historické migraci véel z Afriky (Ruttner, 1988;
Havukainen et al., 2011b; Kent et al., 2011).

Tab. 7 Porovnani aminokyselinové sekvence vitellogeninu véely medonosné s ostatnimi druhy
hmyzu (procentualni shoda > 80 %)

Protein (NCBI Organismus Procentualni shoda Délka sekvence
referen¢ni (%) (rezidua
sekvence/GenBank) aminokyselin)
Vitellogenin Apis mellifera 100,00 1770
(NP_001011578.1)
AJE68889.1 Apis cerana 89,45 1770
NP_001315413.1 Apis cerana 89,27 1769
AKQ06245.1 Apis cerana 88,88 1770
XP_006616039.1 Apis dorsata 88,72 1768
PBC33094.1 Apis cerana 88,33 1791
XP_003689693.1 Apis florea 85,93 1765
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Tab. 8 Porovnani aminokyselinové sekvence vg-like-A véely medonosné s ostatnimi druhy
hmyzu (procentualni shoda > 90 %)

Protein (NCBI Organismus Procentualni shoda Délka sekvence
referen¢ni sekvence) (%) (rezidua
aminokyselin)
Vo-like-A Apis mellifera 100,00 1570
(XP_001121939)
XP_028523003.1 Apis cerana 94,82 1507
XP_006609579.1 Apis dorsata 93,96 1507
XP_003690873.3 Apis florea 90,78 1508

Tab. 9 Porovnani aminokyselinové sekvence vg-like-B véely medonosné s ostatnimi druhy
hmyzu (,,Query cover = 100 %, procentualni shoda > 90 %)

Protein (NCBI Organismus Procentualni shoda Délka sekvence
referen¢ni sekvence) (%) (rezidua
aminokyselin)
Vg-like-B* Apis mellifera 100,00 1420
(XP_006561178.1)
XP_016910706.1 Apis cerana 98,73 1420
XP_006622199.1 Apis dorsata 98,03 1420
XP_003691393.1 Apis florea 97,54 1420

*isoforma X1

Tab. 10 Porovnani aminokyselinové sekvence vg-like-C véely medonosné s ostatnimi druhy
hmyzu (procentualni shoda > 70 %)

Protein (NCBI Organismus Procentualni shoda Délka sekvence
referen¢ni sekvence) (%) (rezidua
aminokyselin)
Vg-like-C Apis mellifera 100,00 319
(XP_001122505.3)
XP_016910737.1 Apis cerana 85,05 315
XP_003691410.2 Apis florea 81,48 320
XP_006615267.2 Apis dorsata 77,78 320

4.4.2 Predpokladana mista fosforylace

Server NetPhos 3.1, pomoci néjz byly vyhledany pifedpokladand mista fosforylace, také

vyhodnocuje parametr fosforyla¢niho potencialu (v grafu na ose y), jehoz hodnoty se
pohybuji v rozmezi 0-1 (Obr. 11-14). Pokud je hodnota vyssi nez 0,5 (,threshold*

vyznacuje hodnotu 0,5), jedna se o pozitivni predikci fosforylace, tedy pravdépodobnost
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fosforylace vtakovém mist¢ je vice nez nahodna. Na 0Se X jsou vyznaceny
aminokyselinova rezidua dané sekvence, kde by mélo k fosforylaci dochazet. Cervené je
ozna¢ena aminokyselina serin, zelené threonin a modie tyrosin (Blom et al., 1999).

Pro sekvenci aminokyselin vitellogeninu bylo nalezeno 311 pozitivnich predikci
fosforylaci, pficemz nékteré se nachazely na stejném reziduu, ale mély by byt
katalyzovany riznymi kinasami (EC 2.7) (Obr. 11). Podle Havukainen et al. (2012) se
V oblasti polyserinové spojky (rezidua 349-381) nachazi mista, kde dochazi k fosforylaci
pomoci kasein kinasy II (EC 2.7.11.1). Proto byla tato fosforylace ovéfena pomoci
programu Gen 5.0, kde bylo vyhledavani omezeno na tento enzym. Podafilo se najit Ctyti
piedpokladana mista fosforylace, pifi¢emz u jednoho by méla byt fosforylace
katalyzovana pouze kompletnim enzymem, u dvou mist bud’ kompletnim enzymem, nebo
jeho podjednotkou alfa | a u jednoho jenom zminovanou podjednotkou (Tab. 11).

Pro sekvence proteinu vg-like-A bylo zjisténo 214 pozitivnich predikci fosforylaci,
kdy by opét nekteré mély byt zprostiedkovany rtiznymi kinasami na jednom reziduu
(Obr. 12). To platilo i pro sekvence proteinu vg-like-B a vg-like-C, avsak u vg-like-B se
jednalo o 206 pozitivnich predikei fosforylaci (Obr. 13) a u vg-like-C jich bylo nalezeno
57 (Obr. 14). Je tedy ziejmé, ze u vg-like proteini je méné predpokladanych mist
fosforylace. Pti¢inou je pravdépodobné jejich postupné se zmensujici velikost a také
skuteénost, Ze postradaji polyserinovou spojku (Salmela et al., 2016). Na ni by mélo

s jistotou dochazet k fosforylacim (Havukainen et al., 2012).

Predpokladana fosforylacni mista v sekvenci vitellogeninu

Serin

Threonin

Tyrosin
Threshold

‘ . I | I

° | ! . ‘ il ‘ ‘ [ . . ‘ |
a 2ea 400 608 Seo 1688 1288 1488 1608 18008

Pozice v sekvenci

Fosforylacni potencial

Obr. 11 Predikce fosforylacnich mist v sekvenci vitellogeninu pomoci serveru NetPhos 3.1
(Blom et al., 1999).
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Tab. 11 Piehled piedpokladanych mist fosforylace v sekvenci polyserinové spojky vitellogeninu.
Vyhledano pomoci programu GPS 5.0 (Xue et al., 2005).

Poradi Aminokyselina Kinasa

rezidua
354 ) CKllal
355 S CKll
379 S CKllal
379 S CKIlI
380 S CKllal
380 S CKIlI

Predpokladana fosforylacni mista v sekvenci proteinu vg-like-A
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Obr. 12 Predikce fosforyla¢nich mist v sekvenci proteinu vg-like-A pomoci serveru NetPhos 3.1
(Blom et al., 1999).

Predpokladana fosforylacni mista v sekvenci proteinu vg-like-B
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Obr. 13 Predikce fosforylaénich mist v sekvenci proteinu vg-like-B pomoci serveru NetPhos 3.1
(Blom et al., 1999).
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Predpokladana fosforylacni mista v sekvenci proteinu vg-like-C

Serin
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Obr. 14 Predikce fosforylaénich mist v sekvenci proteinu vg-like-C pomoci serveru NetPhos 3.1
(Blom et al., 1999).

4.4.3 Predpokladana mista N-glykosylace

Pomoci serveru NetNGlyc 1.0 byl vytvofen ptedpoklad, kde muze v sekvencich
vitellogeninu nebo vg-like proteini dochazet k N-glykosylaci. Takovym mistem je
aminokyselina asparagin hlavné v piipadé, kdy se nachazi v sekvenci aminokyselin
v poradi asparagin-X-serin/threonin, pticemz X muze byt jakakoliv aminokyselina kromé
prolinu.

Grafy, popisujici pfedpokladana mista N-glykosylace, ukazuji na ose y potencial
N-glykosylace a na ose x potadi rezidua v sekvenci daného proteinu, kde muze
k N-glykosylaci dochazet. Pokud potencial protina hranici ,threshold”, jedna se
0 predpokladané misto N-glykosylace.

Pro sekvenci vitellogeninu bylo nalezeno jenom jedno misto S dostate¢nym
potencialem, kde by mohlo dochazet ke glykosylaci (Obr. 15). Salmela et al. (2016)
popisuji po provedeni in silico analyzy pomoci stejného serveru tii takova mista, avSak
zjejich védecké prace neni jasné, zdali nebyly zapocitany i dvé mista s nizkym
potencidlem o hodnoté¢ mensi nez 0,5. Nicméné¢ Havukainen et al. (2011a) pomoci
iontoméni¢ové chromatografie naznacili, Ze by u tohoto proteinu mohla byt pfitomna dvé
glykosyla¢ni mista.

V sekvenci proteinu vg-like-A bylo identifikovano Sest mist, kde by mélo dochazet
k N-glykosylaci, avsak dvé znich (rezidua 354 a 1412) se nachazela v sekvenci

s prolinem na druhém mist¢, coz znac¢i nemoznost N-glykosylace (Obr. 16). U proteinu
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vg-like-B bylo zjisténo 11 mist s dostateCnym potencialem pro N-glykosylaci (Obr. 17).
Pro protein vg-like-C se podafilo najit stejné jako pro vitellogenin pouze jedno takové
misto (Obr. 18). Stejné pocéty mist glykosylace pro vSechny tii vg-like proteiny uvadi
i Salmela et al. (2016).
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Obr. 15 Predikce mist N-glykosylace v sekvenci vitellogeninu pomoci serveru NetNGlyc 1.0
(Gupta a Brunak, 2001).
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Obr. 16 Predikce mist N-glykosylace v sekvenci proteinu vg-like-A pomoci serveru NetNGlyc
1.0 (Gupta a Brunak, 2001).
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Predpokladana N-glykosylacni mista v sekvenci proteinu vg-like-B
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Obr. 17 Predikce mist N-glykosylace v sekvenci proteinu vg-like-B pomoci serveru NetNGlyc
1.0 (Gupta a Brunak, 2001).

Predpokladana N-glykosylacni mista v sekvenci proteinu vg-like-C
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Obr. 18 Predikce mist N-glykosylace v sekvenci proteinu vg-like-C pomoci serveru NetNGlyc
1.0 (Gupta a Brunak, 2001).

4.4.4 3D modely

Server SWISS-MODEL 3D byl vyuzit k vytvoreni modelu vitellogenu a vg-like proteint.
Tyto modely byly sestaveny na zakladé¢ homologniho modelovani. Jako templat byl
pouzit protein lipovitellin z mihule jednohroté (Ichthyomyzon unicuspis). Modely
nezobrazuji skuteCnou podobu proteinti, jelikoz nejsou kompletné homologni
s templatem. Zelen¢ jsou v modelech vyznaceny beta-skladané listy, fialové alfa-helixy

a bile smycky.
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Model vitellogeninu byl vytvoten podle dvou podjednotek lipovitellinu (LV-1N
a LV-2) (Obr. 19). Prvni podjednotka lipovitellinu se shodovala s ¢asti sekvence
vitellogeninu z 16,03 %. U druhé podjednotky byla tato hodnota 13,03 %. Druhy model
pro protein vg-like-A byl sestaven podle stejnych templatovych sekvenci, jako v piipadé
vitellogeninu (Obr. 20). Podjednotky lipovitellinu se shodovaly ze 14,02 % a 10,85 %.
Model proteinu vg-like-B byl vytvoien pouze podle podjednotky lipovitellinu LV-1N,
u které byla shoda 17,97 % (Obr. 21). Doména nejmensiho proteinu vg-like-C byla také
vymodelovana podle podjednotky LV-1N, pfi¢emz hodnota shody sekvenci byla 12,45 %
(Obr. 22).
(MODELER) v praci Salmela et al. (2016), avSak se nepodafilo vyobrazit molekuly
lipidi. Pozorovatelné vsak jsou u vitellogeninu dvé velké domény — N-list a alfa-helikalni
doména. Ty jsou pritomné také u modelt proteint vg-like-A a -B. U nejmensiho proteinu
vg-like-C piirozen& chybi alfa-helikalni doména. Casti, které se ani v jednom z modeli
nevyskytuji kvili nedostatku homolognich sekvenci, jsou polyserinova spojka, VWFD

doména a C-koncova oblast.
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Obr. 19 Model struktury vitellogeninu vytvoreny serverem SWISS-MODEL 3D (Guex et al.,

2009; Bienert et al., 2017; Bertoni et al., 2017; Waterhouse et al., 2018; Studer et al., 2020).
Zelenég jsou vyznaceny beta-skladané listy, fialove alfa-helixy a bile smycky.
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Obr. 20 Model struktury proteinu vg-like-A vytvofeny serverem SWISS-MODEL 3D (Guex et
al., 2009; Bienert et al., 2017; Bertoni et al., 2017; Waterhouse et al., 2018; Studer et al., 2020).
Zelené jsou vyznaceny beta-skladané listy, fialové alfa-helixy a bile smycky.
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Obr. 21 Model struktury proteinu vg-like-B vytvoieny serverem SWISS-MODEL 3D (Guex et
al., 2009; Bienert et al., 2017; Bertoni et al., 2017; Waterhouse et al., 2018; Studer et al., 2020).
Zelené jsou vyznaceny beta-skladané listy, fialové alfa-helixy a bile smy¢ky.
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Obr. 22 Model struktury proteinu vg-like-C vytvoteny serverem SWISS-MODEL 3D (Guex et
al., 2009; Bienert et al., 2017; Bertoni et al., 2017; Waterhouse et al., 2018; Studer et al., 2020).
Zeleng jsou vyznaceny beta-skladané listy, fialové alfa-helixy a bile smycky.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo vypracovat piehled soucasnych znalosti 0 proteinu vitellogeninu
u véely medonosné, které se tykaly zejména jeho genu, struktury, biosyntézy, a také
funkci v imunité ¢i antioxidacni ochrané. Dale byly shrnuty poznatky o metodach,
kterymi lze studovat tento protein, zaméfujicich se zejména na jeho izolaci, purifikaci
a detekci. V experimentalni ¢asti byly provedeny tfi metody. Jednalo se o stanoveni
proteinti podle Bradforda, metodu SDS-PAGE a Western blot. Také byla uskuteénéna
bioinformaticka analyza, zahrnujici porovnavani sekvenci aminokyselin a nukleotida
vitellogeninu a vg-like proteini a jejich geni. Kromé toho byla u téchto proteind
vyhledavana ptedpokladana mista fosforylace a N-glykosylace. Nakonec byly pomoci
specializovaného serveru vytvofeny homologni modely pro tyto proteiny.

V této praci bylo dosazeno nasledujicich vysledk:

1. Byla uréena celkova koncentrace proteint ve vzorcich véeli hemolymfy pomoci
Bradfordovy metody.

2. Metodou SDS-PAGE byly separovany proteiny ve vzorku hemolymfy
a vitellogenin byl nasledné v polyakrylamidovém gelu detekovan pomoci
nespecifické detekce proteinti i specifické detekce fosfoproteind a lipoproteint.

3. Vyuzitim specifické polyklonalni protilatky byl detekovan vitellogenin metodou
Western blot.

4. Pri porovnavani sekvenci aminokyselin a nukleotidii vitellogeninu a vg-like
proteinii a jejich geni véely medonosné byly zjiStény znac¢né podobnosti se
sekvencemi z dalsich druhu véel, nejcastéji ze véely vychodni s ¢astou shodou
pies 90 %.

5. Byla predikovana mista fosforylace v polyserinové spojce vitellogeninu, Kterou
by podle Havukainen et al. (2012) mohla katalyzovat kasein kinasa I1.

6. Homolognim modelovanim byly nazna¢eny rozdily, které se mizou vyskytovat
mezi strukturnimi doménami vitellogeninu a vg-like proteind.

Dal§i prace by mohla byt zaméfena na kvantifikaci a porovnani exprese genu
vitellogeninu v riznych tkanich véely. Pro ptesnéjsi urceni struktury vitellogeninu by také
mohla byt provedena krystalizace purifikovaného proteinu a jeho rentgenostrukturni

analyza.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
AA/BIS akrylamid/N,N‘-mehylenbisakrylamid

AMK aminokyseliny

APS peroxodisiran amonny

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat

bHLH-PAS rodina proteini ,,basic helix—loop-helix/Per — Arnt— Sim*
BLAST ,,Basic Local Alignment Search Tool* — srovnava¢ primarnich sekvenci
BSA hovézi sérovy albumin

CBB Coomassie Brilliant Blue

cDNA komplementarni DNA

DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DTT dithiotreitol

EC numerické klasifika¢ni schéma pro enzymy

FACS fluorescen¢né-aktivované tfidéni bunék

FASTA format sekvenci aminokyselin ¢i nukleotidi

Fl intenzita fluorescence

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina
HPLC vysokouc€inna kapalinova chromatografie

HRE elementy reagujici na hormon

hROS vysoce reaktivni formy kysliku

LV lipovitellin

LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

MALDI-TOF matrici asistovana laserova desorpce/ionizace s detektorem doby letu

MET protein ,,methoprene-tolerant®

MRNA medidtorova RNA

NBT nitrotetrazoliova modf

PBS fosfatem pufrovany solny roztok

Pbm hnédooka kukla se stfedn¢ pigmentovanou kutikulou
PCR polymerazova fetézova reakce

Pha kukla vypadajici jako dospélec
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ppm
gPCR
RNA
RNAI
SA-B-Gal
S. E.
SDS
SDS-PAGE
TBS
TBS-T
TEMED
USsP

Vg

VgR

Vn
VWFD

jedna miliontina celku

kvantitativni PCR

ribonukleova kyselina

RNA interference

beta-galaktosidasa spojena se starnutim
smérodatna odchylka

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
solny roztok pufrovany Tris

roztok Tweenu v TBS
N,N,N’,N'-tetramethylethan-1,2-diamin
jaderny receptor ,,ultraspiracle*
vitellogenin

receptor vitellogeninu

vitellin

von Willebrandiv faktor, typ D
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