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1 Souhrn

U hmyzu, stejné jako i u jinych organismil, se vyvinul imunitni systém, jehoz cilem je
chranit jedince pred neptfiznivymi vlivy z prostfedi, kde jsou vystaveny tlaku patogenti.
Imunitni systém sestava ze tii irovni individualni ochrany: 1) fyzikélni bariéry, 2) bunécna
imunita, 3) humoralni imunita, u socialniho hmyzu, ke kterému patti i véela medonosna (Apis

mellifera) pak i socialni imunita.

Antimikrobiadlni peptidy jsou vyznamnou soucasti humordlni slozky imunitniho
systému, protoze potlacuji riist mikroorganismi, nachdzeji se v hemolymf€ vcel, jedu,
Vv matefi kaSi¢ce 1 v medu. Antimikrobidlni peptidy jsou produkovany hlavné tukovym
télesem, dale pak hemocyty a buiikami stfeva. Mezi jejich zastupce patfi apidaeciny

produkované pravé do hemolymfy.

Produkce apidaecinl je siln€¢ stimulovdna bakteridlnimi infekcemi. Dosud provedené
studie vlivu jak patogent, tak i dalSich ptipadnych moduldtorti tvorby apidaecinti, napf.
pesticidii, byly sledovany pouze na tirovni exprese genti pomoci molekularné biologickych
metod, avSak metoda pro absolutni kvantifikaci samotného aktivniho peptidu v télech nebo

dil¢ich tkanich v¢el dosud nebyla popsana.

Pro kvantifikaci apidaecinti bylo potieba vyvinout citlivou analytickou metodu a
soucasné vyresit problém rychlych ztrat siln¢ bazickych apidaecini béhem zpracovani vzorka
1 prace se standardy. Optimalizovany protokol zahrnuje zpracovani vzorki vcel nebo jejich
tkdni homogenizaci a tepelnou denaturaci balastnich proteini pfitomnych v homogenatu.
Purifikace apidaecinti vyuziva iontoméniCové chromatografie na slabém katexu v laboratorné
piipravenych kolonkach z GELoader Spic¢ek a vhodného chromatografického sorbentu. Frakce
obsahujici isoformy apidaecinu 1 je dale pfeciSténa a odsolena v tzv. Stage Tip kolonkach s
reverzni fazi typu Cg. Purifikovana frakce isoforem apidaecinu 1 je délena nanopritokovou
kapalinovou chromatografii na koloné¢ sreverzni fazi (C4) ve spojeni s detekei
vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem. Optimalizovana metoda ma navratnost
~45%, a ptesnost <10 % pii hladiné peptidu 0,1 pmol. Kalibrace vykazuje linedrni rozsah v
rozmezi 0 — 5 pmol, limit detekce je ~50 fmol, limit kvantifikace pak 0,1 pmol. Metoda
vyuziva kvantifikace s internim standardem, kterym je [*Cs"°N,] apidaecin 1A znateny na C-
koncovém argininu. Koncentrace isoforem apidaecinu 1 v hemolymfé jednotlivych zdravych

veel byla 13,0 ng/ul (95% konfiden¢ni interval, CI: 7,5 — 18,6 ng/ul). Hrudniky zdravych



ulovych vcel obsahovaly 36,2 ng/hrudnik (95% CI: 18,9-53,6 ng/hrudnik) a hlavy 12,9
ng/hlavu (95% CI: 9,1-16,7 ng/hlavu).

Pro méfeni relativni exprese geni kddujicich apidaeciny a abaecin byla zavedena a
optimalizovana metoda kvantitativni PCR ve vzorcich véel. Metoda zahrnuje izolaci celkové
RNA, piepis do ¢cDNA a samotnou qPCR reakci pro stanoveni relativni exprese. Byly
validovany vybrané provozni geny (Arpl, EFla-F2) a pouzity pro stanoveni relativni exprese

gentl apidaecintl a abaecinu.

Zavedené metody kvantifikace hladiny isoforem apidaecinu 1 a exprese genti pro
apidaeciny a abaecin byly vyuZity pro studium vlivu sloZzeni potravy na tyto faktory
humoralniho imunitniho systému. Vysledky studie ukazuji, Ze proteinova vyziva je nutna pro
vyvoj hrudniku 1 pro produkci isoforem apidaecinu 1. Medidn koncentrace isoforem
apidaecinu 1 byl 0,2 ng/mg hrudniku (95% CI: 0 — 0,4 ng/mg) u v¢el krmenych 18 dni
neproteinovou vyzivou, zatimco v hrudnicich v€el krmenych proteinovou vyzivou byl median
koncentrace peptidu 2,2 ng/mg (95% CI: 1,8 — 2,6 ng/mg). Krmeni véel rtiznou proteinovou
vyzivou, piipadné pylem jako hlavnim zdrojem proteini ve vyzivé vcel, vSak indukuje 1
rozdilnou expresi genti apidaecinti i abaecinu vtkani zadecku dospélych vcel, kde se

nachazeji bunky tukovych téles.

Optimalizovand metoda kvantifikace isoforem apidaecinu 1 miize byt vyuzita pii
vyzkumu imunity v€el a zadrovent mize poslouzit jako modelova strategie kvantifikace jinych

siln¢ bazickych peptidi.



2 Summary
Insects, as well as other organisms, have immune systems to survive in the

environment, and to defend themselves from pathogens. Honey bee innate immunity consists
of three levels of individual responses: 1) physical barriers, 2) cellular immunity, 3) humoral
immunity, and because honey bees are social insects, they have developed also social

immunity level.

Antimicrobial peptides are important part of humoral immunity, because they are able
to supress bacterial growth. They were detected in the hemolymph, sting, royal jelly and
honey. Antimicrobial peptides are produced mainly in fat bodies and also in hemocytes and
intestine cells. Apidaecins belong to the antimicrobial peptide family and are secreted into the
hemolymph.

Production of apidaecins is stimulated by bacterial challenges. The effects of
pathogens, pesticides or other possible immune modulators have been studied only by
molecular biology methods so far, whereas a method for the absolute quantification of

apidaecins in bee bodies or tissues has been missing.

It was necessary to develop a sensitive analytical method for quantification and in
parallel to solve problems with rapid losses of highly basic apidaecins occurring during
sample preparation. The optimized protocol comprises of bee samples preparation by
homogenization and heat denaturation of ballastproteins present in the homogenate. The
purification of apidaecin is based on ion-exchange chromatography on weak cation exchanger
in lab-made columns from GELoader tips filled with a chromatographic sorbent. The enriched
apidaecin 1 isoforms fraction is purified and desalted on Cg Stage Tips. The purified fraction
is separated by a nanoliquid chromatography on C, reverse phase column connected on line
with a high-resolution mass spectrometer. The recovery of the method is ~45%, precision <10
% at 0.1 pmol level. Calibration is linear in range 0 — 5 pmol. The limit of detection is ~50
fmol, limit of quantification 0.1 pmol. Internal standard [*3Cs'°N,] apidaecin 1A labeled on
arginine at C-end is used as internal standard. The concentration of apidaecin 1 isoforms is
13.0 ng/ul (95% confidence interval, CI: 7.5 — 18.6 ng/ul) in hemolymph. Thoraces contain
36.2 ng/unit (95% CI: 18.9-53.6 ng/unit) and heads 12.9 ng/unit (95% CI: 9.1-16.7 ng/unit).

A quantitative PCR protocol was optimized for measuring the relative expression of
genes coding apidaecins and abaecin in bee samples. The method includes RNA isolation,

reverse transcriptase reaction for cONA synthesis and finally the gPCR for determination of
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relative gene expression. Housekeeping genes (Arpl, EFla-F2) were validated and then used
for relative quantification of gene expressions of apidaecins and abaecin.

Validated method for apidaecin 1 isoforms and relative expression of genes for
apidaecins and abaecin were employed in the research of bee nutrition and its” effect on
humoral immunity. The obtained results confirmed that protein diet is important for thorax
development and for production of apidaecin 1 isoforms. Honey bees fed sugar only for 18
days had median of apidaecin 1 isoforms 0.2 ng/mg of thorax (95% CI: 0 — 0.4 ng/mg),
whereas thoraces of bees fed protein diet had median 2.2 ng/mg (95% CI: 1,8 — 2.6 ng/mg).
Various pollen diets as a natural source of protein or protein supplement induce different gene
expressions of genes for apidaecins and abaecin in bee abdomens, where fat bodies produce
them.

The optimized method for apidaecin 1 isoforms quantification will be applied in honey
bee research and can be considered as a proof of concept for quantification of other highly
basic peptides.

10



3 Cile prace

e Priprava literarni reSerSe zadané problematiky a jeji shrnuti formou piehlednych
¢lanka

e Osvojeni a zavedeni metod kvalitativni a kvantitativni analyzy genové exprese a
hladiny vc¢elich antimikrobialnich peptida

e Studium genové exprese, hladiny a funkce vybranych véelich AmP ucastnicich
se imunitni odpovédi véel na infekei patogeny

e Studium vztahu vybranych parametri humordlni imunity véel a

tolerance/odolnosti véel na ndkazu vyznamnymi véelimi patogeny a parazity

4  Teoreticky vod

Kolapsy vcelstev, které jsou v posledni dobé zaznamenavany v Evropé 1 Americe,
vedou k tomu, Ze se zdravi v¢el dostava do popiedi zajmu védct. Sami v¢elafi maji zajem na
tom, aby jejich vcelstva byla zdrava a vitalni, ovSem zdravi vcelstev ovlivituje mnoho faktora
zivotniho prostiedi, choroby vcel i samotné zasahy vcelait. Pied patogeny chrani vcely jejich
vlastni imunitni systém skladajici se z nékolika Urovni ochrany: 1) fyzikdlni bariéry, 2)
bunééna imunita, 3) humoralni imunita (Wilson-Rich et al., 2009). V¢ela medonosna (Apis
mellifera) patii mezi eusocialni hmyz zijici v poCetnych koloniich. MnozZstvi jednotlivctu
(v€el) v hnizd¢ vede nutné k zvySenému riziku prenosu chorob, a proto si véelstva vyvinula
dal$i uroven imunity - socialni imunitu. K té patii hlavné hygienické chovani véelstva, obrana

Cesna, hynuti starych a nemocnych v¢el mimo prostory tlu apod. Hlavnim cilem socialni

imunity je snizovani infek¢niho tlaku ve v¢elstvu (Cremer et al., 2007).

Faktory ovliviiuji zdravi vcelstev lze hodnotit jednak na tGrovni zootechnické, kdy
zkusSeny vcelaf pozna vitalitu 1 vliv chorob na zdravi v¢el pfimo na vcelnici, tak i na irovni
laboratorni, kde se sleduji vlivy na jednotlivé véely nebo skupiny véel v in vitro pokusech.
Mezi nejcastéji sledované parametry patfi zmény v expresi, tvorb&é ¢i aktivité¢ molekul
ucastnicich se humordlni imunitni odpovédi. Mezi tyto parametry patii lektiny, enzym

fenoloxidasa a vyznamna skupina antimikrobialnich peptidi (Evans et al., 2006).

4.1 Antimikrobialni peptidy

Antimikrobialni peptidy (AmP) vcel se vyskytuji v hemolyfé¢ (apidaeciny, abaecin,
defensin-1), tam se nachazi i maly antimikrobialni protein hymenoptaecin, dale pak v matefi
kaSi¢ce (royalisin, jelleiny) i jedu a na kutikule (melittin, apamin) (Casteels et al., 1989;

Casteels et al., 1990; Fujiwara et al., 1990; Casteels et al., 1993; Klaudiny et al., 2005). AmP
11



vykazuji aktivitu proti Sirokému spektru bakterii i hub, pficemz jejich specifita se vzajemné
doplije, napt. apidaeciny jsou vice aktivni vii¢i Gramnegativnim (G’) bakteriim, naopak na
abaecin jsou citliv&j$i Grampozitivni bakterie (G*). Jejich u¢inek spoc¢iva v elektrostatické
interakci peptidu s buné¢nou sténou bakterie, skrze kterou mohou projit do cytosolu buiky a
navazat se na ,heat shock® protein DnaK nebo na chaperoninovy komplex GroEL-GroES,
¢imz je zabranéno skladani nové syntetizovanych proteini (Hancock & Chapple, 1999; Otvos
et al., 2000). Tvorba antimikrobidlnich peptidt je fizena signalni drahou Toll a IMD, které
reaguji po interakci receptorovych proteini na povrchu bunék s lipopolysacharidy
Z bakterialnich bunéénych stén, nebo s -1,3-glukany typickymi pro bunééné stény hub
(Evans et al., 2006). Pravé po nakaze véely patogenem dochazi ke zvySené expresi peptidu a
jejich zvysené hladingé v hemolymfé véel. Syntéza peptidi probihda piedevsim v tukovém
télese vCel nachazejicim se v zadecku a dale pak v hemocytech nebo buiikach stteva, peptidy
jsou produkovany do hemolymfy, kde také reaguji s patogennimi mikroorganismy (Vilmos &
Kurucz, 1998). Mohou byt produkovany pfimo do matefi kasi¢ky z hltanovych zlaz délnic
(jelleiny, royalisin) nebo v jedové zlaze (melittin, apamin), kde se pak stavaji slozkou vceliho

jedu.

4.2  Apidaeciny

Apidaeciny patii do skupiny silné bazickych peptida (pI ~ 11) bohatych na prolin,
skladaji se z 18 aminokyselin. Jejich aktivni forma je proteolyticky odstépena
Z prekurzorového proteinu, jenz obsahuje nékolik kopii isoforem peptidu. Na zéklad¢ analyzy
cDNA byly detekovany tii varianty genu apidaecinu: Apid14, Apid22 a Apid73 (Casteels-
Josson et al., 1993).

12



Tab. ¢. 1. Ptehled isoforem aktivnich apidaecini se zvyraznénim odli$nosti
v aminokyselinovych sekvencich (tu¢ng) (Casteels et al., 1989; Casteels-Josson et al., 1993).

Nazev Sekvence Uniprot  Nazev genu Pocet
isoformy ¢islo kopii/gen
Apidaecin 1A GNNRPVYIPQPRPPHPRI Q06601  Apidl4 1
P35581  Apid22 1
Q06602  Apid73 1
Apidaecin 1B GNNRPVYIPQPRPPHPRL Q06601  Apidl4 2
P35581  Apid22 3
Q06602  Apid73 6
Apidaecin 2 GNNRPIYIPQPRPPHPRL Q06601  Apidl4 2
Apidaecin* GNNRPVYISQPRPPHPRL Q06602  Apid73 2
*predikovany peptid

Produkce aktivnich apidaecini pravdépodobné probihd ve tfech krocich, kdy je
prekurzorovy protein obsahujici nékolik kopii aktivnich isoforem apidaecinu (viz. Obr. ¢. 1)
sestfizen na propeptidy, u kterych samotnou sekvenci aktivniho peptidu piedchazi 6-8
aminokyselin dlouha prekurzorovda sekvence. Tu pro aktivaci peptidi odstrani
dipeptidylaminopeptidasa (Casteels-Josson et al., 1993). Ptitomnost tohoto enzymu jiz byla u

véel popsana v souvislosti se sestiithem peptidu melittinu (Kreil et al., 1980).

10 20 30 40 50

MKNFALAILV VTFVVAVFGN TNLDPPTRPA RLRREAKPEA EPGNNRPIYI

60 80 90 100

PQPRPPHPRL RR_ GNNRPIYIPQ PRPPHPRLRR HEESEEEEGN

110 130 140 150

NRPVYIPQPR PPHPRLRR_GN'NRPV yIPQPRPPHP RLRREEENEE
160

GNNRPVYIPQ PRPPHPRI

Obr. €. 1: Pfedpovézena sekvence prekurzorového proteinu, ktery je kodovan genem
Apidl14 s vyznacenim signalni sekvence (zlut¢), propeptidi (¢ervené) a dvojic arginint, které
jsou odsttizeny z C-konce aktivnich peptidli (modte). Aktivni isoformy apidaecinu jsou

zvyraznény tuéné a podtrzeny (Casteels-Josson et al., 1993).
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4.3 Metody analyzy biologicky aktivnich peptidi

Vyhledavani, identifikace a testovani biologicky aktivnich peptidii bez ohledu na
experimentalni pfistup je vyzvou pro kazdy vyzkumny tym, ktery se touto problematikou
zabyva. Ptiprava vzorku klade pozadavky na minimalni ztraty analytu, G¢inné odstranéni
nezddoucich latek a kontaminantd, cely analyticky proces by mél byt rychly, efektivni a
snizkymi naklady (Kataoka, 2003). Analytickda separace a nasledna identifikace ¢i
kvantifikace peptidi zahrnuje elektromigra¢ni nebo chromatografické metody s hmotnostni
detekci (MS), z nichz pravé kapalinovd chromatografie v pfimém nebo nepfimém spojeni
S MS detekci je dnes nejcastéji vyuzivanou strategii. Vyvojovy posun V rychlosti, pfesnosti a
snadnosti pouziti hmotnostnich analyzatora a také ve zdokonalovani separa¢nich technik vede

k posunu od prosté identifikace ke kvantifikaci peptidt a proteind v biologickych vzorcich.

V ramci dosavadniho vyzkumu v jinych laboratofich byly antimikrobialni peptidy vcel
(apidaeciny, abaecin, defensin-1) izolovany z jedinct laboratorné infikovanych bakterii E.
coli (Casteels et al., 1989; Casteels et al., 1990; Fujiwara et al., 1990). Hemolymfa v¢el byla
sbirdna, precipitovana pomoci 0,1% trifluoroctové kyseliny (TFA) a nasledné tepelné
denaturovana. K separaci byla pouzita chromatografie na reverzni fazi s naslednou UV-Vis
detekci (HPLC-UV-Vis). Aminokyselinova sekvence peptidl byla zjisténa pomoci Edmanovy
degradace (Casteels et al., 1989; Casteels et al., 1990; Casteels et al., 1993). Metoda MALDI-
TOF MS byla vyuzita pro detekci peptidii melittinu a apaminu na kutikuldch vcel, kde
pravdépodobné zastavaji imunitni funkci. MALDI-TOF detekce v ,,off-line* kombinaci
s kapalinovou chromatografii byla vyuzita pro detekci peptidi z organti corpora cardiaca a
corpora allata (Audsley & Weaver, 2006). Peptidy royalisin a defensin z matefi kaSicky nebo
homogenatii hrudnikii nebo hlav vcel byly izolovany pomoci klasické gelové chromatografie
nasledovanou identifikaci pomoci enzymového Sté€peni (Fujiwara et al., 1990). VétSina
védeckych praci zaméfend na sledovani zmén ve tvorbé antimikrobidlnich peptidi vcel
vyuzivd metod molekuldrni biologie. Metody kvantitativni PCR a jeji modifikace jsou
vyuzivany ke stanoveni exprese gen antimikrobidlnich peptidd (Chaimanee et al., 2012;
Siede et al., 2012; Jefferson et al., 2013). Znalost miry exprese je dulezita pro porozuméni
humoralnimu imunitnimu systému a jeho reakcim na mozné vlivy, avsak je obecné znamo, ze
samotna hladina mRNA peptidu nemusi nutné korelovat s koncentraci peptidii v konkrétni
tkani nebo celém organismu. Vhodna a citlivd metoda pro kvantifikaci antimikrobidlnich

peptidl v tkanich nebo telech celych vcel doposud chybéla.
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5 Metody

5.1 Zpracovani vzorki vcel

Pti zpracovani vzorkll v€el a hemolymfy byl pouzit protokol zalozeny na vysrazeni
nezadoucich proteini 0,1% trifluoroctovou kyselinou (TFA) a nasledné denaturaci
nezadoucich proteini varem (Casteels et al., 1989). Hemolymfa nebo télni ¢asti byly
homogenizovany v kulovém mlynku FastPrep FP120 homogenizer pii intenzité¢ 5 m/s po dobu
20 s. Homogenat byl nasledné centrifugovan (15000 x g, 10 min), inkubovan pii 100 °C po
dobu 10 min a po ochlazeni znova centrifugovan stejné jako v pfedchozim kroku. Supernatant

vzorku byl zamrazen a lyofilizovan.

5.1.1 Chromatograficka predseparace vzorku s vyuZitim sorbentu WCX Oasis™"

Sorbent WCX Oasis™ (Waters, UK) se pouzivé pro déleni bazickych latek jako slaby
kationtoméni¢ kombinovany s reverzni fazi. Zdrojem sorbentu byly SPE kolony, které byly
rozebrany a sorbent byl nasledné¢ nanesen do Spicek GELoader (Eppendorf) v navazce 5

mg/Spicka.

Tab. €. 2: Optimalizovany postup purifikace apidaecinu 1.

WCX Oasis™

Ekvilibrace methanol (4 x 50 ul)
voda (2 x 50 ul)
naneseni 50 ul vzorku
Promyti NHsHCO3, pH 9 (2 % 50 pl)
methanol (2 x 50 ul)

Eluce 50% v/v acetonitril + 5% v/v FA (2 x 50 pul)

5.2 Odsoleni vzorku na Cg Stage Tip

Vzorky byly po predisténi na WCX Oasis'™ sorbentu odsoleny s vyuzitim sorbentu z
Cs extrakénich diskd plnénych do 200 ul Spicek (Rappsilber et al., 2007). Vzdy 2 kusy
sorbentu vykrojenych ocelovou jehlou z extrakénich diskl byly plnény do koncové ¢asti 200
ul Spicek. Jednotlivé mobilni faze byly pies sorbent protlaceny odstfedivou silou pfii

centrifugaci (1000 x g, 5 min) Spicky zasazené v plastové mikrozkumavce.
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Tab. €. 3: Postup odsoleni vzorkl na Cg sorbentu z extrakcnich disk.

Cs

isopropanol (50 ul)

Ekvilibrace 5% v/v FA (2 x 50 pl)

naneseni 50 uL vzorku
Promyti 5% v/v FA (2 x 50 pul)

Eluce 50% v/v acetonitril (2 x 50 ul)

5.3 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Metoda MALDI-TOF MS byla vyuZzita pro kontrolu prubéhu reakce piichemické
derivatizaci standarda peptidi a také pro optimalizaci postupu purifikace na iontoménicich.
K méfeni byl pouZit ptistroj Microflex LRF20 (Bruker Daltonik, Némecko) vybaveny
iontovym zdrojem microScout s dusikovym laserem 337 nm o frekvenci 60 Hz. Jako matrice
byla pouzita a-kyano-4-hydroxy-skoficova kyselina (CHCA) v koncentraci 5 mg/ml v 60%
(v/v) acetonitrilu obsahujicim 0,1% TFA (v/v). Pfed samotnym méfenim byly vzorky
odsoleny pomoci Cg Stage Tip. Pfed smisenim s matrici byly vzorky rozpustény v 0,1% TFA,

poté bylo 0,6 pul vzorku a 0,6 ul matrice nanaseno na desticku MSP AnchorChip™ 600/96.

5.4 Nanoprutokova kapalinova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou

detekei

Identifikace a kvantifikace peptidii byla provedena na hmotnostnim spektrometru
UHR-QTOF maXis v pfimém spojeni s nanopritokovym chromatografem nanoEASY (oba
ptistroje od firmy Bruker Daltonik, Némecko). Podrobny popis nastaveni a separace

studovanych peptidt je uveden v ¢lanku Danihlik et al. (2014).
5.5 Optimalizace méreni exprese genti antimikrobidlnich peptidii

5.5.1 Izolace a precisténi RNA
Vzorky véel ptipravené pro kvantifikaci exprese genti antimikrobidlnich peptid byly

pfed zpracovanim zmrazeny pii -80 °C. Ke kvantifikaci genové exprese byly pouzity zadecky
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véel, které byly homogenizovany v kulickovém mlynku v prostfedi guanidium
thiokyanatového pufru (GITC pufr) v mnozstvi 300 pl pufru/zadecek. GITC pufr obsahuje:
5,25 M guanidium thiokyanat, 50 mM Tris-HCI (pH 6,4), 20 mM EDTA, 1,3% Triton X-100,
1% B-merkaptoethanol (Evans et al., 2013). Vzorek 100 pl homogenatu byl smichan s 350 pl
RNA pufru. K izolaci celkové RNA byl pouzit kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), postup
izolace byl totozny s navodem vyrobce kitu. Kontaminujici DNA byla z izolath RNA
odstranéna DNAsou Turbo DNase (Ambion). Okamzité¢ po oSetfeni vzorkii DNAsou byla
RNA izolovana magnetickymi kulickami pomoci kitu Agencourt RNAclean XP (Beckman
Coulter). Integrita izolované RNA byla testovana separaci horizontalni agarosovou
elektroforézou: 1,1% w/v agarosa byla za horka rozpusténa v TRIS-acetatovém-EDTA pufru,
k vizualizaci RNA byl pouzit bromid ethidia, elektroforéza probihala pii konstantnim napéti
100 V. Jako standard velikosti (50 — 1000 bp) produktii na agarosovém gelu byla pouzita sada
PCR Markers (Promega).

5.5.2 Reverzné transkriptasova reakce prepisu RNA do cDNA

RNA byla za vyuziti reverzni transkriptasy ptepsana do cDNA. K ptepisu byl pouzit
Transcriptor High Fidelity kit (Roche). Bylo pfepisovano maximdlni mnozstvi RNA béhem
jedné reakce. Reakéni objemy jednotlivych komponent a nastaveni reakce byly zachovany dle
navodu vyrobce. Kontrola pfepisu RNA do cDNA a také kontrola odstranéni kontaminujici
DNA ze vzorki RNA byly provadény pomoci PCR a naslednou vizualizaci produktti reakce

na 3% w/v agarosovém gelu barveném bromidem ethidia.

5.5.3 Kvantitativni PCR

Experimenty gPCR byly provedeny s kitem Syber Select Master Mix (Life
Technologies) v reakénim objemu 5 pl: 2,5 pl 2x SyberSelect™ Master Mix, 0,45 pl 3,3 pM
kédujici primer, 0,45 pl 3,3 uM antikodujici primer, 1,6 pl templatu. Pro gPCR méfeni byl
vyuzit piistroj CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio Rad). Nastaveni
reakce: 95 °C - 10 min, 40%[95 °C - 15 s, 60 °C - 60 s] disociac¢ni kiivka 60 — 95 °C, 0,5°C -
10's, 4 °C.

6 Vysledky

Vyvoj metody kvantifikace peptidu isoforem apidaecinu 1 ve vzorcich ze vcel byl
doprovazen fadou komplikaci. Témi hlavnimi byly vysoké ztraty siln€¢ bazického peptidu na

povrchu plasti nebo skla a dale pak zdlouhavy vyvoj a optimalizace iontoméni¢ové
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chromatografie slouzici k purifikaci peptidu z extraktd tkani. Nize uvedeny obrazek nastifiuje

vyvoj celé metody vcetné zkouSenych neuspésnych postupt, které nevedly ke kyzenému

vysledku.
Vzorek k analyze Mladuska Synteticke standardy
(tkan, télni cast) . (optimalizace kvantifikace)
’
K
’
. v
v 4 . e
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Obr. ¢. 2: Vyvoj metody izolace a kvantifikace isoforem apidaecinu 1 s uvedenim
riznych pfistupt vyvoje metody.

6.1 Derivatizace apidaecinu 1A malondialdehydem

Postup zpracovani vzorkt v¢el a hemolymfy byl odvozen od pavodnich praci
(Casteels et al., 1989; Casteels et al., 1990). Jelikoz jde o siln¢ bazicky peptid, bylo snahou
jeho bazicitu snizit chemickou derivatizaci. Pro snizeni bazicity byl zkouSen protokol pro
derivatizaci s vyuzitim malondialdehydu, ktery reaguje s postrannimi fetézci arginini za
vzniku 2-pyrimidylargininu. Metoda derivatizace byla vyvijena na standardu apidaecinu 1A.
Pfi derivatizaci vSak vznikd vice produktl reakce, které komplikuji absolutni kvantifikaci.
Cesta chemické modifikace peptidu vedouci ke sniZeni bazicity a =zlepSeni jeho
chromatografického chovani byla opusténa a vyvoj metody smétoval k vyuziti iontoménicové

chromatografie.
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6.2 Optimalizace chromatografické purifikace apidaecinu 1 z komplexni matrice

vzorku

Nasledna strategie vyvoje metody se obratila k vyuziti siln€¢ bazickych vlastnosti
peptidu. Nejprve byly testovany vhodné chromatografické sorbenty — anexy i katexy pro
purifikaci silné¢ bazickych peptidd z komplexni matrice. Pro iontoménicovou purifikaci
apidaecinu 1 byla nejprve optimalizovana metoda s pouzitim ¢asti SCX extrakénich diskt
(3M) plnénych do 200 pl spicek (Rappsilber et al., 2007). Vzhledem k tomu, ze apidaecin 1 je
silné¢ bazicky peptid, ktery se velmi obtiZzné uvolhuje ze silného katexu, byla nasledné
testovana moznost pouziti slabého katexu. Pouzity sorbent WCX Oasis'™ (Waters) je
¢asticovym sorbentem, jehoZ plnéni je mozné do SPE kolonek nebo 20 pul GELoader $picek
(Eppendorf).  Pouzité slozeni roztokti pro purifikaci apidaecinu 1 vychazi z postupu

navrzeného vyrobcem (Waters, 2005).

A Waters Optimalizovany
protokol pro

apidaecin 1

[ Ekvilibrace: voda | | Ekvilibrace: voda |

Poradi jednotlivych krokt

[p——— |
o
o
3
=
N
Q
X
w
@]
I

I Eluce 1: CH;0H |

| Eluce 2: CH;OH + 2% FA | | Eluce 2: 50% AcN + 5% FA |

Obr. ¢. 3: A: Porovnani doporuceného a optimalizovaného purifika¢niho postupu silné
bazickych latek na sorbentu WCX Oasis™; upraveno dle doporugeného postupu vyrobce
(Waters, (2005); B: GELoader $picka plnéna sorbentem WCX Oasis' ™.
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6.3 Separace a kvantifikace isoforem apidaecinu 1 metodou nLC-MS
V dalsi fazi vyvoje bylo ptistoupeno k nanoprutokové chromatografii na reverzni fazi

pro déleni smési peptidii a nasledné detekci a kvantifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie

(MS).

Vypocet koncentrace nebo mnozstvi peptidu vyuziva kalibraéni ptimky s linedrni
zavislosti. Kalibra¢ni fada byla ptipravena nafedénim syntetického standardu apidaecinu 1A
spolu s konstantnim pridavkem izotopové znadeného [*Cs™°Ny]apidaecinu 1A, ktery slouzil
jako interni standard (IS). Pro pfipravu kalibra¢ni fady syntetickych peptidi neni mozné
pouzit jednoduchého rozpusténi peptidd, protoze béhem nékolika minut dochazi k jejich ztraté
na stén¢ skla ¢i plastu, coz se projevuje zvlasté u malych koncentraci (pod 1 pmol/30 pnl
rozpoustédla). Kalibracni fada se proto piipravuje s pouzitim preciSténého homogenatu
mladusky, Cerstvé vylihnuté vcely, jako matrice pro ptipravu vzorkli. Tyto vcely maji
koncentraci isoforem apidaeicnu 1 pod limitem detekce, takze nehrozi zkresleni kalibrace.
Tento postup zabraniuje ztratdm peptidl, proto umoziuje vytvoreni kalibra¢ni piimky. Béhem
optimalizace vybéru pouzitych koncentraci peptidu pro urceni kalibra¢ni zavislosti bylo
zjisténo, ze zavislost mezi koncentraci peptidu a méfenymi signdlem vykazuje linedrni
charakter v rozmezi od 0,1 do 5 pmol ptidanych do kalibracniho roztoku, nedochazi ke
ztratam peptidl na sténach zkumavek a intenzita signalu jednoho vzorku je stabilni po né€kolik

dni.

6.4 Validace metody

Navratnost metody purifikace byla hodnocena jednak na zakladé vypoctu poméru
ploch signalt (pikti) standardu piidaného pied a po purifikaci, ale i s pfepocCtem ndvratnosti na
znam¢é mnozstvi pfidané¢ho interniho standardu. Navratnost apidaecinu 1A vypoctena bez
normalizace na IS se pohybovala od 40 +3,9% do 55 + 6,6%. Podobnd navratnost byla
ziskana 1 pro IS, kterd se pohybovala od 40 + 2,5% do 48 + 4,6%. Navratnost normalizovana
na IS byla od 85 £ 5,7% do 100 £ 7,1%.

Po optimalizaci piipravy kalibracni pifimky a stanoveni navratnosti celého postupu
purifikace bylo testovana spravnost meéfenych koncentraci. JelikoZ pocet méteni je mensi nez
20, byl pro vypocet intervalll spolehlivosti méfeni aplikovan Horniiv postup pivota (Meloun
& Militky, 2012). Uvedené mnozstvi syntetického standardu bylo piecisténo spolu
s biologickou matrici (hemolymfa nebo homogenidt mladusky) a nasledné precisténo

optimalizovanym protokolem. Testovani spravnosti stanoveni standardu apidaecinu 1A bylo
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provedeno intervalem spolehlivosti (Hornliv postup pivotl). Intervaly spolehlivosti byly
stanoveny pro mnozstvi 0,1 pmol, 0,2 pmol, 1,0 pmol, a 2,0 pmol, ve vSech testovanych

koncentraci bylo stanoveno spravné mnozstvi ve vzorku.

Spodni limit kvantifikace (LLOQ) byl stanoven na 0,1 pmol davajici pomér signalu
k Sumu (S/N) v hodnoté 1604. Tato mez ma jesté¢ dostate¢nou spravnost stanoveni, nizsi

hodnoty nevyhovuji podmince spravnosti stanoveni na hladiné a = 0,05.

Metoda zahrnujici ptipravu a zpracovani vzorku, purifikaci isoforem apidaecinu 1,
detekci a kvantifikaci byla uspé$né vyvinuta a otestovana. Metoda je vysoce citlivd, nebot’
umoznuje méfit hladiny isoforem apidaecinu 1 v hemolymf&€ nebo hrudnicich jednotlivych
dospélych véel. Isoformy apidaecinu 1A a 1B jsou isobarické, za danych chromatografickych
podminek se vSak nepodafilo rozlisit zastoupeni jednotlivych isoforem 1A a 1B, protoze se

eluuji ve stejném Case.

6.5 Kbvantifikace relativni exprese genu pro apidaeciny a abaecin
Metoda méfeni exprese genii kodujicich apidaeciny a abaecin byla zavedena pro
rozSifeni sledovani zmén parametrii imunitniho systému vcel. Exprese byla sledovdna v

télnich Castech - zadecek vcely.

Primery pro provozni geny (,housekeeping genes®) byly navrzeny dle literatury
(Lourengo et al., 2008). Jako provozni byly zvoleny geny pro aktin (AB023025) a EF-la
(NM_001014993) (Lourengo et al., 2008). Vhodnost pouziti téchto provoznich geni byla
ovéfovana aplikaci BestKeeper urcené pro Excel (Pfaffl et al., 2004). Na zakladé porovnani
hodnot Cq (hodnota, pii niz dochazi k nartistu fluorescence nad prah Sumu) provoznich genti
pro vzorky cDNA ze zpracovanych zadecki vcel bylo zjisténo, ze hodnoty Cq obou gent
mezi sebou navzajem koreluji (Pearsontiv korelacni koeficient) R = 0,719 (p = 0,001),
regresni analyza pouzité aplikace ukazuje, ze Pearsonilv parovy korela¢ni koeficient R = 0,92
pro gen kodujici EF-laa R = 0,94 pro gen kddujici aktin. Oba geny jsou vhodnymi
provoznimi geny, nebot’ nedochdzi ke zméné jejich exprese za riznych podminek a soucasné

exprese obou gend vzajemné koreluje.

Primery pro peptid abaecin byly navrzeny podle publikace Evans (2006) a primery pro
gen Apidl4 dle publikace Simone et al. (2009). Primery navrzené ve zminéném ¢lanku jsou

cileny na gen Apidl4, jsou vsak univerzalni pro vSechny tfi varianty gend pro apidaeciny
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Apid14, Apid22, Apid73. Pii pouziti téchto primerd vznika pouze jeden amplikon PCR, ktery

reprezentuje sumarni expresi vSech tii gend apidaecind.

6.6 Aplikace optimalizovanych metod k analyze experimentalnich vzorki vcel

Dospélé véely medonosné kranského plemene (Apis mellifera carnica) mladsi nez
jeden den byly ziskany vylihnutim plodu za laboratornich podminek (Williams et al., 2013).
Nasledné byly vcely rozdéleny do skupin a umistény do chovnych klicek, kde jim byla

podévana riizna potrava, jejiz vliv byl sledovan.

Véely v klickach byly krmeny potravou S rozdilnym obsahem zdroje proteinti: 50%
roztokem sacharosy (w/v), komerénim produktem Feedbee (pylova nahrazka) nebo
monofloralni rouskovymi pyly, které obsahovaly 1) 94,8 % pylu Helianthus spp.; 2) 91,2 %
pylu Sinapis sp.,; 3) 70,6 % pylu Asparagus sp. nebo 4) 87,6 % pylu Castanea sativa
(87,6%).

Hrudniky jednotlivych v€el byly pouzZity pro kvantifikaci apidaecinu 1 a zadeCkové
¢asti v¢el byly zpracovany pro méfeni relativni exprese genti pro apidaeciny a abaecin. AmP
jsou syntetizovany piredev§im v tukovém télese vCel, v mensi mife pak v hemocytech a
bunikach stieva. AmP jsou produkovany do hemolymfy, ktera koluje celym télem vcetné
hrudniku (Vilmos & Kurucz, 1998). Tukové téleso i stievo se nachazi pravé v zadecku vcel,
proto byla pro méfeni exprese genil pro apidaeciny a abaecin vybrana pravé zadeckova cast

vc¢el a hrudnik pro stanoveni koncentrace aktivnich isoforem apidaecinu 1.

Vysledky potvrzuji vliv proteinové vyzivy na mnozstvi isoforem apidaecinu 1
V hrudni tkéni véel. U vcel krmenych proteinovou vyzivou byla detekovana vyssi hladina
isoforem ve srovnani se skupinou v¢el krmenych pouze cukernym roztokem (Independent-
Samples Kruskal-Wallis Test, p < 0.05); Obr. ¢. 4). Rozdily v hladiné isoforem apidaecinu 1
byly zaznamenany i mezi jednotlivymi skupinami v¢el krmenymi rdznou proteinovou
vyzivou. Skupina krmena pylem z rostlin Castanea sativa méla vyssi koncentraci peptidu nez
skupina krmena smési pyld (median: 31,7 ng/mg, respektive 33,8 ng/mg) (Independent-
Samples Kruskal-Wallis Test, p < 0.05); Obr. ¢. 4).
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Obr. ¢. 4: Koncentrace isoforem apidaecinu 1 v hrudnicich vcel. * znaci odlehlé hodnoty.

Krmeni vcel riznou proteinovou vyzivou, potazmo pylem, indukuje rozdilnou expresi
gentl pro apidaeciny a abaecin v tkani zade¢ku dospélych véel. Zatimco exprese genu Apidl je
V porovnani se v€éelami krmenymi cukrem snizend jen u skupiny krmené smési pylt, ostatni
pokusné skupiny krmené jednodruhovym pylem nebo komerénim produktem FeedBee maji
expresi genu zvysenou. Rozdilné slozeni potravy u pokusnych skupin ovlivnilo expresi genu
druhého sledovaného peptidu abaecinu odlisné nez u apidaecinti. Exprese genu abaecinu je
zvySend pouze u v¢el krmenych pylem rostlin z rodu Castanea nebo Asparagus. Zjisténé
vysledky indikuji, Ze vyZiva vyrazné ovliviiuje parametry humoralniho imunitniho systému na

urovni exprese geni i samotné mnozstvi efektorového AmP v tkanich.

7 Diskuse

Béhem doktorského studia se podatfilo shrnout dosavadni poznatky o humoralni
imunité vcel, pfedev§im o antimikrobidlnich peptidech, jejich funkci a zménéch v tvorbé pti
reakci na urcity podnét. Poznatky z piivodnich praci byly publikovany v jednom zahrani¢nim
impaktovaném Casopise a jednom Ceském recenzovaném. Aktudlni poznatky o tloze AmP

jsou tak pfistupné védecké komunité 1 SirSi odborné vetejnosti.
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Vyrazna cast doktorského studia byla vénovana optimalizaci purifikace, detekce a
kvantifikace antimikrobidlniho peptidu apidaecinu 1. Béhem optimalizace bylo ovéfovano
nékolik strategii prace s timto silné¢ bazickym peptidem, vysledkem je publikovand metoda
kvantifikace apidaecinu 1 z hemolymfy nebo ¢asti tél jednotlivych véel. Nové vyvinuta
metoda umozni rozsifit studie imunitniho systému vcel o ptimou kvantifikaci peptidu, ktery
vykazuje antimikrobidlni aktivitu. Diky této metod¢ bude mozné doplnit poznatky z méfeni
genové exprese AmP. Strategie aplikovana pro vyvoj metody kvantifikace apidaecinu 1 je
nasledn¢ dale vyuzZitelnd pro vyvoj metod stanoveni dalSich vcelich antimikrobialnich
peptidii. Nova metoda ¢i jeji modifikace jsou vyuzitelné nejen ve vyzkumu imunity vcel,
podobnou strategii kvantifikace a kalibrace je potencialné mozné aplikovat pii studiu jinych

bazickych peptidi.

Isoformy apidaecinu 1 byly kvantifikovdny ve vzorcich vcel krmenych rGznou
vyzivou, souCasné¢ byla sledovana exprese genti kodujicich apidaeciny 1 dal§i vyznamny
antimikrobialni peptid abaecin. Z hlediska stanoveni koncentrace apidaecinu 1 v tkani véel jde
o prvni znamé vysledky, protoZze dosud se Zadnd jind publikovana prace nezabyvala
stanovenim apidaecinil v jednotlivych véelach nebo studiem zmén v jeho obsahu. Vysledky
tedy poukazuji na potiebu zaméfit se pii studiu vlivii na vceli imunitni systém nejen
sledovanim exprese genti riznych parametri imunitni odpovédi, ale 1 kvantifikaci samotnych

efektorovych molekul, v tomto pfipadé antimikrobialnich peptidu.

8 Zavér

AmP jsou dilezitou slozkou humoralni imunitniho systému vcel. Mohou byt
zkoumany na urovni exprese jejich genli nebo piimo na trovni hladiny samotnych peptida
Vv tkanich vcel. Porozuméni vlivu riiznych faktort (vyziva, stres, patogeny) na humoralni
imunitni systém pomiize porozumet ztratam vcéelstev i omezeni vlivu rizikovych faktora, které

muze ¢lovek svou ¢innosti ovlivnit, napt. pouzivani agrochemikalii.

Literarni reSerSe o imunité vcel, antimikrobialnich peptidech a vyznamu vyzkumu
véeli imunity do véelaiské praxe byla zpracovana do dvou piehlednych ¢lanki. Clanek
S nazvem ,,Antimicrobial peptides: a key component of honey bee inate immunity* byl piijat
k publikovani v casopise Journal of Apicultural Research, druhy ¢&lanek uréeny odborné
veterindrni a vcelafské vefejnosti byl publikovan v Ceském recenzovaném Casopise

Veterinafstvi s ndzvem ,,Aktudlni védecké poznatky o imunité a zdravi v¢cel®.
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Tato prace se zaméfuje na kvantifikaci mnozstvi antimikrobialniho peptidu apidaecinu
1 ve tkanich véel. Praci s timto peptidem je silné¢ komplikovana jeho vysokou bazicitou a
rychlymi ztratami na povrchu laboratorniho skla a plasti. Protokol pro kvantifikaci
apidaccinu 1 kombinuje iontoméni¢ovou chromatografii pro purifikaci ztkani, s
nanoprutokovou kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii. Metoda byla
publikovana v ¢asopisu Journal of Chromatography A Vv ¢lanku S nazvem ,,A sensitive
quantification of the peptide apidaecin 1 isoforms in single bee tissues using a weak cation
exchange pre-separation and nanocapillary liquid chromatography coupled with mass

spectrometry.

Pro studium relativnich zmén exprese genil pro apidaeciny a abaecin byla zavedena
metoda kvantitativni polymerasové fetézové reakce (qQPCR). Metoda zahrnuje izolaci celkové
RNA z tkéani veel (zadecki), pfepis do cDNA a samotnou qPCR reakci pro stanoveni relativni
exprese. Primery pouZité pro reakci byly pfevzaty z literatury. Primery pro provozni geny
(Arpl, EFla-F2) byly validovany a pouzity pro stanoveni relativni exprese genil pro

apidaeciny a abaecin.

Vyziva v€el je jeden z vyznamnych faktort, ktery mutze ovlivnit imunokompetenci
jednotlivych vcel. Zavedené metody kvantifikace hladiny isoforem apidaecinu 1 a exprese
genl pro apidaeciny a abaecin byly vyuzity pro studium vlivu sloZzeni potravy na tyto faktory
humoralniho imunitniho systému. Proteinova vyziva je nutna pro vyvoj hrudniku i pro
produkci isoforem apidaecinu 1. Krmeni vcel riznou proteinovou vyzivou, potazmo pylem,
vSak indukuje i rozdilnou expresi gent pro apidaeciny i1 abaecin v zadeCku dospélych vcel.
Vysledky této studie jsou prezentovany V pfipravovaném rukopisu odborného clanku s
nazvem: ,,Does the pollen diet influence the production and expression of antimicrobial

peptides in honey bee body parts?*

9 Seznam zkratek
AmP — antimikrobialni peptid(y)

Cq — hodnota po¢tu cykh, pti niz doslo k rozlieni fluorescence od Sumu pii qPCR
Cl — konfiden¢ni interval
bp — ,,base pair®, pary bazi

EDTA — kyselina ethylediamintetraoctova
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FA — kyselina mravenci

G” Gram-negativni

G" - Gram-pozitivni

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
CHCA - a-kyano-4-hydroxy-skoticova kyselina
IEC — iontoménicova chromatografie

IS — interni standard

LLOQ — spodni limit kvantifikace

MALDI-TOF — Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation — Time-of-Flight, Laserova

desorp¢ni ionizace s pomoci matrice — letova hmotnostni spektrometrie
MS — hmotnostni spektrometrie
PCR polymerasova fetézova reakce
pl —isoelektricky bod
gPCR — kvantitativni polymerasova fetézova reakce
R — Pearsontiv korela¢ni koeficient
RP-LC — chromatografie na reverzni fazi
SIN - pomér signalu viéi Sumu
SCX — silny kationtoménic
SPE — extrakce na pevné fazi
TFA — trifluoroctova kyselina
Tris - 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
UHR-QTOF — ultravysokorozliSovaci kvadrup6lovy analyzator doby letu
UV-Vis — ultrafialova — viditelna

WCX — slaby kationtoménic¢
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