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U hmyzu, stejn¢ jako i u jinych organismul, se vyvinul imunitni
systém, jehoz cilem je chranit jedince pfed neptiznivymi vlivy
z prostiedi, kde jsou vystaveny tlaku patogent. Imunitni systém
sestava ze tfi urovni individualni ochrany: 1) fyzikalni bariéry, 2)
bunéfnd imunita, 3) humoralni imunita, u socidlniho hmyzu, ke
kterému patii i véela medonosna (Apis mellifera) pak i socialni
imunita.

Antimikrobiadlni peptidy jsou vyznamnou soucasti humoralni slozky
imunitniho systému, protoze potlacuji rist mikroorganismu,
nachazeji se v hemolymf& vcel, jedu, v matefi kaSi¢ce i v medu.
Antimikrobialni peptidy jsou produkovany hlavné tukovym télesem,
dale pak hemocyty a bunkami stieva. Mezi jejich zastupce patii
apidaeciny produkované pravé do hemolymfy.

Produkce apidaecint je silné¢ stimulovana bakterialnimi infekcemi.
Dosud provedené studie vlivu jak patogen, tak i dalSich pfipadnych
modulatorti tvorby apidaecinti, naptf. pesticidi, byly sledovany
pouze na urovni exprese geni pomoci molekularné biologickych
metod, avSak metoda pro absolutni kvantifikaci samotného
aktivniho peptidu v télech nebo diléich tkanich vcel dosud nebyla
popsana.

Pro kvantifikaci apidaecint bylo potfeba vyvinout citlivou
analytickou metodu a soucasné vyfesit problém rychlych ztrét siln¢
bazickych apidaecini b&éhem zpracovani vzorkli i prace se
standardy. Optimalizovany protokol zahrnuje zpracovani vzorki
véel nebo jejich tkdni homogenizaci a tepelnou denaturaci
balastnich  proteint  pfitomnych v homogenatu. Purifikace
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apidaecinii vyuzivd iontoméni¢ové chromatografie na slabém
katexu v laboratorné pfipravenych kolonkach z GELoader $picek a
vhodného chromatografického sorbentu. Frakce obsahujici isoformy
apidaecinu 1 je dale piecisténa a odsolena v tzv. Stage Tip
kolonkach s reverzni fazi typu Cg. Purifikovana frakce isoforem
apidaecinu 1 je délena nanoprutokovou kapalinovou chromatografii
nakolon¢ sreverzni fazi (C;) ve spojeni s detekci
vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem. Optimalizovana
metoda ma navratnost ~45%, a piesnost <10 % pii hladiné peptidu
0,1 pmol. Kalibrace vykazuje linearni 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°Ng]
apidaecin 1A znaceny na C-koncovém argininu. Koncentrace
isoforem apidaecinu 1 v hemolymf€ jednotlivych zdravych vcel
byla 13,0 ng/ul (95% konfiden¢ni interval, CI: 7,5 — 18,6 ng/ul).
Hrudniky zdravych tlovych vcel obsahovaly 36,2 ng/hrudnik (95%
Cl: 18,9-53,6 ng/hrudnik) a hlavy 12,9 ng/hlavu (95% CI: 9,1-16,7
ng/hlavu).

Pro méfeni relativni exprese genti kodujicich 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 pouZzity
pro stanoveni relativni exprese gent apidaecint a abaecinu.
Zavedené metody kvantifikace hladiny isoforem apidaecinu 1 a
exprese gend pro apidaeciny a abaecin byly vyuzity pro studium
vlivu slozeni potravy na tyto faktory humordlniho imunitniho
systému. Vysledky studie ukazuji, ze proteinova vyziva je nutnd pro
vyvoj hrudniku i pro produkci isoforem apidaecinu 1. Median
koncentrace isoforem apidaecinu 1 byl 0,2 ng/mg hrudniku (95%
CI: 0 — 0,4 ng/mg) u vcel krmenych 18 dni neproteinovou vyzivou,
zatimco v hrudnicich véel krmenych proteinovou vyZzivou byl
median koncentrace peptidu 2,2 ng/mg (95% CI: 1,8 — 2,6 ng/mg).
Krmeni vcel rGznou proteinovou vyzivou, piipadné pylem jako
hlavnim zdrojem proteint ve vyzivé vcel, vSak indukuje i rozdilnou
expresi genu apidaecinu i abaecinu v tkani zadecku dospélych vcel,
kde se nachazeji buniky tukovych téles.

Optimalizovana metoda kvantifikace isoforem apidaecinu 1 miize
byt vyuzita pfi vyzkumu imunity véel a zarovein muize poslouzit
jako modelova strategie kvantifikace jinych siln€ bazickych peptidi.

Antimikrobidlni peptidy, v€ela medonosnd, vrozend imunita,
apidaecin, abaecin, vyZiva vcel
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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 ballast proteins present
in the homogenate. The purification of apidaecin is based on ion-
exchange chromatography on weak cation exchanger in lab-made
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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 [**Cs"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 cDNA synthesis and finally the gPCR
for determination of 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.

Antimicrobial peptides, honey bee, innate immunity, apidaecin,
abaecin, honey bee nutrition
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1 Uvod

1.1 Uvod do problematiky

Véela medonosna (Apis mellifera) patii mezi eusocialni hmyz, Zije ve
spolecenstvich ¢itajicich v letnim obdobi az n¢kolik desitek tisic jedinct (~ 50 tisic).
Pocetnost populace vcel v hnizdé se méni v zavislosti na ronim obdobi, v zim¢ tvori
veelstvo pouze 15 — 20 tisic vcel. Vcelstvo je dynamicky organismus, jehoz sila a
vitalita se mize béhem roku vyznamné€ ménit. V kazdém vcelstvu se nachazi jedna
matka, kter jako jedina ve v&elstvu klade vajicka. Radové stovky trubcii se ve véelstvu
nachazeji od jara do podzimu, jejich hlavni funkci je oplodnit mladé matky, vylihnuté
v dané sezéné. K dal§im jejich ¢innostem patii 1 zahfivani plodu v dob¢, kdy se vétSina
dé€lnic vénuje sbéru vody, pylu, nektaru, medovice 1 propolisu.

Rod vcel je celosvétove rozsiteny, v Evrope, Americe 1 Africe se vykytuje vcela
medonosna (Apis mellifera), v Asii pak véela vychodni (Apis cerana). Véela medonosna
neni pro Cloveéka diilezita jen kviili produkci vcelich produktt, jako je obecné zndmy
med ¢i propolis, vosk, jed nebo mateti kaSiCka. Opylovaci Cinnost, kterou vcely
piirozené provadeji, je nezbytna pro zajisténi dobré hospodaiské vynosnosti mnoha
kulturnich plodin, soucasné je opylovani neméné dilezité pro hmyzosnubné rostliny
nachazejicimi se volné v ptirod€. Vice nez tietina vyprodukovanych potravin je ptimo
nebo nepiimo zavisla na dostatetném opyleni (Klein et al., 2007). Odhaduje se, Ze
celosvétovy piinos hmyzich opylovateld je kolem 215 miliard USD (Gallai et al., 2009).

Viela medonosna je velmi cenny opylovatel, kterého lze navic vcelku snadno
chovat a pfisouvat k plodindam, u nichz je opyleni Zadouci. Bohuzel pocty vcelstev
hlavné v euroamerickém prostoru klesaji. Ztraty vcelstev jsou zaznamenavany jak
vV Evropé, kde za poslednich 30 let klesly pocty vcelstev o pfiblizné 25 %, tak i
v Severni Americe, kde se stavy vcelstev dokonce sniZily od roku 1947 o 59 %. Na
druhou stranu v Cin& a Argentiné narostly poéty véelstev v poslednich 50 letech o 45 %
(Goulson et al., 2015).

Problematika tthynt v¢elstev je intenzivné sledovana a zkoumana. Od roku 2007
mezinarodni asociace COLOSS systematicky monitoruje ztraty vcelstev v n€kolika
evropskych i mimoevropskych zemich (van der Zee et al., 2012; van der Zee et al.,
2013; van der Zee et al., 2014), od roku 2014 probiha monitoring i v CR. Ukazuje se, Ze
na zdravi vcelstev neplisobi pouze jeden faktor, ale jde o kombinaci mnoha stresovych

faktord, naptiklad kombinace parazitdzy, virdzy a Spatné vyzivy.
13



Pro zajisténi vitality a kondice vcelstev je bezesporu nutny jejich vlastni imunitni
systém. Imunita véel se dostava do poptedi zajmu védci, nebot jeji popis a pochopeni
funkci jednotlivych slozek v imunitnim systému ndm muize pomoci lépe porozumét
vztahiim parazit — hostitel, ale také usnadnit odhaleni skrytych rizik v chemickych
latkéch pouzivanych v zemédé€lstvi.

Véela béhem svého vyvoje prochazi metamorfézou, kdy se z vajicka vylihne
larva, ta se nasledné zakukli, az nakonec vznikne dospélec. Larvy jsou béhem svého
vyvoje krmeny dospélymi vcelami, které zajistuji chod vcelstva jakozto spoleCenstvi.
Potrava vcel sestava hlavné z medu, ktery je zdrojem cukri a pylu jakozto zdroje

proteinti a tuk.

Lateralni pohled

Obr. ¢. 1: Vyvojova stadia vcel a laterdlni pohled na dospélce s vyznacenim

hlavnich télnich ¢asti. Schéma upraveno dle Carreck et al. (2013).

1.2 Imunita vcel

Imunitni systém hmyzu je jednodussi neZ imunitni systém obratlovcli. Obratlovci
vyuzivaji ke svému pieZiti vrozeny i ziskany imunitni systém, hmyz si v8ak vystaci jen

S vrozenou imunitou, pfesto je hmyzi imunitni systém U¢inny a efektivni. Imunitni
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reakce hmyzu jsou zaloZeny na nespecifické reakei viici patogentim. Imunita jedince ma
tti urovné: 1) fyzikalni bariéry, 2) bunénd imunita, 3) humordlni imunita. Vcely si
navic vyvinuly socidlni uroven imunity.

Véely jsou ohrozovany mnoha mikroorganismy, z nichz né¢které mohou byt pro
véely patogenni. Velmi nebezpecné jsou bakterie zplisobujici mor a hnilobu vceliho
plodu (Paenibacillus larvae, Mellisoccocus plutonius, Paenibacillus alvei), ve
véelstvech se také Casto vyskytuji pivodci houbovych onemocnéni jako je Ascosphaera
apis nebo Nosema spp. Kromé toho bylo popsano mnoho virdz, které napiiklad ve
spojeni s roztocem kleStikem véelim (Varroa destructor) mohou zptsobit nemalé skody
(P¥idal & Cermak, 2005; Chen & Siede, 2007). Véely se pohybuiji po ulu, kde je vysoka
koncentrace jedincti na malém prostoru. V ulu je relativné vysoka vlhkost a teplota
kolem 35 °C, coz napomahé rozvoji mikrobialnich chorob a vyskytu plisni. Dospélé
véely jsou navic v kontaktu s vnéjsim prostiedim, protoze se vénuji sbéru potravy, vody
1 propolisu. Véely si proto vyvinuly né€kolik Grovni imunitniho systému, ktery chrani jak
jednotlivé veely (individualni imunita), tak i cela vCelstva (socialni imunita) (Wilson-

Rich et al., 2009).

1.3 Socialni imunita

Socialni hmyz si vyvinul obranyschopnost, ktera je zalozena na spolupraci mezi
jednotlivci v hnizdé vedouci ke snizovani infekéniho tlaku z okoli (Cremer et al., 2007).
Mezi dualezité prvky sociadlni imunity vcelstva patii hygienick¢ chovani, ,,Varroa
Sensitive Hygiene* (VSH), které se projevuje odstranovanim plodu napadeného
klestikem velim, dale tzv. ,grooming®, pii némz délnice strhavaji jinym dé&lnicim
roztoCe z téla, a péce o hnizdo pii sbéru propolisu ¢i socialni horecka (Evans & Spivak,
2010). Hygienické chovani vcelstva se projevuje jako vyklizeni uhynulého nebo
nemocného plodu (larev, kukel) z hnizda (Panasiuk et al., 2010). V¢ely uhynuly plod
zkonzumuji nebo vynesou z ulu ven. Toto chovani ma vyznam piedevsim pro snizovani
tlaku pro véely patogennich 1 nepatogennich bakterii, nebot’ rozkladajici se tkan¢ jsou
potencidlnim rizikem pro celé vcelstvo. Vcasné odklizeni bakteridlné napadenych
jedinci mize omezit Sifeni sporulujici bakterie Paenibacillus larvae, pivodce moru
véeliho plodu ¢i houby Ascosphaera apis (zvapenaténi plodu) (Spivak & Reuter, 2001;
Palacio et al., 2010).

Jako VSH chovani se oznacuje CiSténi bun€k napadenych kleStikem vcelim

(Varroa destructor). Vcelstva odolna k této parazitdze se oznacuji jako varroatolerantni,
15



jako mozny mechanismus pfeziti se u téchto vcelstev uvadi schopnost rozpoznat a
odstranit kukly napadené roztocem (Rosenkranz et al., 2010). Byly popsany populace
véelstev, které prezivaji i vysoké napadeni roztocd, nachéazeji se na ostrové Gotland ve
Svédsku nebo i ve Francii (Le Conte et al., 2007; Locke & Frigs, 2011). Dalsi
vlastnosti, ktera se podili na snizovani populace roztoct ve vcelstvech je ,,grooming*,

Pro potlacovani rozvoje bakteriéz ma jesté vyznam sbéru propolisu, coz je velmi
proménliva smés pivodem z rostlin se silné antibiotickymi ucinky. Vcely pouzivaji
propolis k lakovani prostor tlu i plastt (Simone et al., 2009; Bilikova et al., 2013). Jako
socialni horecka se oznacCuje zvyseni teploty uvnitf ulu, kterd vede k potlacovani ristu

na teplo citlivé houby Ascosphaera apis (Starks et al., 2000).

1.4 Individualni imunita
1.4.1 Fyzikalni bariéry a buné¢na imunita

Jednotlivé veely maji svilj vlastni imunitni systém, ktery sestdva z fyzikdlnich
bariér, bunééné a humoralni imunity. Fyzikalni bariéry tvofi zdkladni Grovent ochrany
jednotlivych vcel a larvicek, protoze brani vstupu mikroorganismi do téla hostitele.
PoruSenim kutikuly parazitickym rozto¢em klestikem vcelim (Varroa destructor) se
otvira prostor pro vstup virti a bakterii do téla vyvijejicich se kukel (Kanbar & Engels,
2004). Jakmile mikroorganismus prostoupi skrz fyzikalni bariéry, dochazi k aktivaci
bunééné imunitni odpovédi, ta je uzce spjata s imunitou humoralni. Buné¢nou imunitni
odpovéd’ zajist'uji imunitni buiiky — hemocyty. V hemolymfé¢ hmyzu se nejcastéji
vyskytuji prohemocyty, plasmocyty, granulocyty, sferulocyty a oenocyty (Lavine &
Strand, 2002). Hemocyty se ucastni fagocytdzy, nodulace a enkapsulace patogennich

mikroorganismu, jejich zastoupeni se méni s vékem vcel (Turner, 1994; Amaral et al.,
2010).

1.4.2 Humoralni imunita

Humoralni imunita je spjata s buné¢nou imunitou, protoze hemocyty jsou schopny
produkovat nékteré komponenty humoralni imunitni odpovédi, napiiklad
antimikrobialni peptidy - AmP (Casteels et al., 1989; Casteels et al., 1990). Tato ¢ast
imunitniho systému je tvofena jednotlivymi molekulami, mezi néZ patii pravé zminéné
AmP, lektiny a enzymy lysozym (EC 3.2.1.17) a fenoloxidasa (EC 1.14.18.1) (Glinski
& Jarosz, 2001).
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Lektiny maji afinitu ke glykosylovanym proteintim bunécné stény bakterii, na niz
se vazou. Vazbou spoustéji fagocytézu, kterou vykondvaji hemocyty obsazené
vV hemolymf€ (Turner, 1994). Lysozym hydrolyzuje -1,4,-glykosidovou vazbu mezi N-
acetylmuramovou kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminem v peptidoglykanu mureinu a
mezi N-acetyl-D-glukosaminovymi zbytky chitinu. Je tedy aktivni pfedev§im proti
Gram-pozitivnim bakteriim (G"), pfi infekci jeho koncentrace mize vzrist z5 — 25
pug/ml na 1300 pg/ml (Glinski & Jarosz, 1993).

Biochemicka draha aktivace enzymu fenoloxidasy je spousténa lipopolysacharidy
a peptidoglykanem z bunéénych stén bakterii nebo i -1,3-glukany z bunéénych stén
hub (Cerenius & Soderhall, 2004). Fenoloxidasa je aktivovana ze svého zymogenu pro-
fenoloxidasy pomoci serinovych proteas (Cerenius et al., 2010). Principem ucinku
fenoloxidasy je oxygenace fenoli na o-difenoly a naslednd oxidace o-difenolii na o-
chinony. Vysledny produkt, barvivo melanin, 1 meziprodukty reakce jsou latky
s antimikrobialni funkci (Kanost & Gorman, 2008). Aktivita fenoloxidasy se méni
s vékem vcely nebo 1 v zavislosti na kasté (matka, trubec, d€lnice). Napiiklad vcely
vyletujici za zdroji potravy maji vyssi aktivitu fenoloxidasy, protoze jsou v kontaktu
s mnoha mikroorganismy ve venkovnim prostfeni. Mladusky a tllové v€ely maji aktivitu
tohoto enzymu niZzsi, zfejme proto, ze nejsou vystaveny tak vysokému infekénimu tlaku
(Wilson-Rich et al., 2008).

Dalsi vyznamnou sloZzkou humoralni imunity jsou AmP. Tyto se Casto tvofi na
ribozomech, nékteré ale také mohou byt (napf. v mikroorganismech) syntetizovany
neribozomalnimi peptidovymi syntetasami. Mezi takovéto peptidy produkované
bakteriemi patii napiiklad glykopeptid vancomycin, lipopeptidové antibiotikum
daptomycin nebo imunosupresant FK506 (Giessen & Marahiel, 2012). U v¢el byly
nalezeny peptidy apidaecin (isoformy 1A, 1B a 2), abaecin, defensin a maly
antimikrobialni protein hymenoptaecin v hemolymf¢ (Casteels et al., 1989; Casteels et
al., 1990; Casteels et al., 1993; Klaudiny et al., 2005), jelleiny a royalisin v matefi
kasi¢ce (Fujiwara et al., 1990; Fontana et al., 2004), kone¢né pak melittin, apamin a
,mast cell degranulating (MCD) peptidy v jedu (Fennell et al., 1968; Lima &
Brochetto-Braga, 2003).
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1.5 Antimikrobialni peptidy

AmP se nachdzeji napfi¢ vSemi organismy, u nichz se podileji na imunitni
odpovédi pii ochrané¢ pifed infekénimi agens, jako jsou bakterie, houby a dalsi
mikroorganismy (Wimley & Hristova, 2011; Li et al., 2012). AmP byly popsany
prakticky u vSech organismi, vétSinou jsou to kratké aminokyselinové fetézce (30 — 60
aminokyselin) s ptevazujicim kladnym nabojem a cytotoxickym ucinkem na
prokaryontni bunky (Li et al., 2012). N&které AmP jsou vSak i krat$i, napt. apidaeciny

maji 18 aminokyselin (Casteels-Josson et al., 1993).

1.6 Rozdéleni antimikrobialnich peptidu

Celkové bylo popsano vice nez 1500 AmP napti¢ vSemi organismy, z toho vSak
piiblizné¢ 200 AmP bylo nalezeno u hmyzu (Li et al., 2012). Mtzeme je rozdélit podle
struktury na cyklické a linedrni, zaroven podle ndboje na kationtové a aniontové nebo
podle zvySeného obsahu konkrétnich aminokyselin (Andreu & Rivas, 1998; Powers &
Hancock, 2003; Neubauerova et al., 2009; Yi et al.,, 2014). Schéma déleni AmP

nasleduje:
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Struktura a-helix

Linearni
Rozvolnéné a bohaté na aminokyselinu
Kationické AMP (PR, G, W)
1 disulfidovy mustek
Cyklické

(struktura p-list)
2 disulfidové mustky

Linearni ——— Struktura a-helix

Anionické AMP

Cyklické

Aromatickée dipeptidy

Derivaty protein( vazicich kyslik

Obr. ¢. 2: Schéma rozdéleni antimikrobialnich peptidi podle jejich struktury.
Upraveno dle Andreu & Rivas (1998); Powers & Hancock (2003); Neubauerova et al.
(2009); Li et al. (2014).

1.6.1 Kationtové antimikrobialni peptidy

Skupina kationtovych AmP je nejrozsahlejsi, navic tyto AmP vykazuji
mnohondsobn¢ vyssi antimikrobidlni aktivitu v porovnani s ostatnimi skupinami peptida
(Vizioli & Salzet, 2002). Kationtové AmP jsou aktivni proti G* i Gram-negativnim (G")
bakteriim (Powers & Hancock, 2003). Strukturné tyto peptidy obsahuji vétsi mnozstvi
aminokyselin s bazickym postrannim fetézcem, jako jsou histidin, arginin nebo lysin.
Jejich celkovy naboj se pohybuje od +2 do +9 (Hancock & Sahl, 2006), naboj peptidu
se muze podilet na celkové antibakterialni aktivité peptidu (Dathe et al., 2001). Neméné
dilezitym faktorem pro antimikrobidlni funkci peptidd je i jejich sekundarni struktura.
Aminokyseliny prolin a glycin Casto tvofi smycku mezi dvéma o-helixy u skupiny
peptidit s a-helikalni strukturou. Smycka, resp. pocet prolini, miZe mit vliv na
antimikrobialni aktivitu peptidu. Se zvySujicim se poctem prolint ve struktuie peptidu
klesa jeho schopnost vytvaiet kanaly v membrané bakterii (Zhang et al., 1999). Peptidy
se strukturou B-listu obsahuji disulfidové mustky, které stabilizuji molekulu peptidu,
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coz je dulezité pro interakci peptidu s membranou, kdy dochazi k ohybu peptidu
(Powers & Hancock, 2003). Napiiklad peptid tachyplesin ma strukturu antiparalelniho
B-listu obsahujici 2 disulfidové vazby. Tato struktura je dulezitd pro jeho afinitu
Kk lipopolysacharidam, pies které se peptidy s B-strukturou translokuji pfes bunéénou
sténu a membranu bakterii do cytoplazmy. Translokace pies fosfolipidovou dvojvrstvu
je prave nejvyssi u B-struktur v porovnani s a-helixy nebo rozvolnénymi strukturami, u
linearni poklesla jeho antimikrobidlni aktivita, protoZe byla narusena schopnost peptidu

translokovat se pfes membranu (Tamamura et al., 1993; Matsuzaki et al., 1997).

1.6.2 Aniontové antimikrobialni peptidy

Skupina aniontovych AmP je vyrazné méné pocetnd neZ skupina peptidi
kationtovych. Peptidy z této skupiny obsahuji ve své struktute kyselé aminokyseliny,
které jim udavaji zaporny naboj pohybujici se v rozmezi -1 az -7, vyjime¢né pak az -20
(Laverty et al., 2011). Mechanismus piasobeni anionickych AMP neni tak dobie
prozkoumany jako u kationickych peptidi. Peptidy mohou interagovat s molekulami
uvnitt bunck, vazat se na chitin v bunécné sténé nebo mohou prochazet pies
plasmatickou membranu pfi interakci s lipidy (Prabhu et al., 2013). Mezi zastupce
aniontovych peptida patii peptid izolovany z obojzivelniki maximin HS5, peptid
izolovany z lidského potu dermicidin (Laverty et al., 2011), ¢i opioidni peptid
s antibakterialni funkci enkelytin (Stefano et al., 1998).
1.6.3 Aromatické dipeptidy a derivaty proteinu vazici kyslik

Aromatické dipeptidy byly izolovany zlarev hmyzu zftadu dvoukiidlych
(Diptera). Zastupcem této skupiny je peptid 5-S-GAD, ktery vykazuje protinddorovu
aktivitu a potlacuje angiogenezi (Brogden et al., 1996). Mezi derivaty proteint vazicich
kyslik patii hemocyaninové derivaty z hemolymfy krouzkovcii a ¢lenovcd, podobné
molekuly byly popsany i v hemolymf€ klistat (Destoumieux-Garzon et al., 2001). Ve
srovndni s kationtovymi AmP je vSak ucinek zéastupct téchto skupin peptidi slaby

(Vizioli & Salzet, 2002).

1.7 Mechanismus G¢inku antimikrobialnich peptida

Mechanismus G¢inku na molekulové Grovni byl studovan u mnoha AmP, jejich

ucinky se vSak zna¢né 1iSi. Nékteré AmP interaguji s bunéénou membranou, kterou
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mohou lyzovat nebo v ni vytvéiet pory, a naruSovat tak membranovy potencial. Jiné

peptidy vstupuji do cytosolu bunék a interaguji s vnitrobuné¢nymi cili (Brogden, 2005).

Zmény cytoplazmatické membrany:
PR-39, PR-26, indolicidin, microcin 25

Aktivace autolyzy
Inhibice syntézy N-g(c:’etylmuramoyI-L-aIanln
bunécné stény: amicasa
Mersacidin

Transkripce Translace
T) RNA ————> Protein
ce| S DNA
\
\éa?bg n”a DN: b Inhibice enzymové aktivity

uforin Il tachyplesin Histadin, pyrrhocoricin,

drosocin, apidaeciny

Inhibice tvorby DNA, RNA, proteint
Pleurocidin, dermaseptin, PR-39,
HNP-1, HNP-2, indolicidin
Obr. ¢. 3: Mechanismy interakce AmP se slozkami prokaryotické burnky,

upraveno dle Brogden (2005).

AmP nespecificky interaguji s vnéjsi bunécnou sténou bakterii, kde jejich kladné
naboje kontaktuji zdporné¢ nabité lipopolysacharidy. Elektrostatickd interakce a
membranovy potencial jsou divodem piiblizeni peptidi k bunécné stén¢ bakterii.
Vysledkem interakce je bud’ neutralizace naboje, nebo proniknuti peptidu pies
bunécnou sténu do prostoru mezi bunéfnou sténou a cytoplazmatickou membranou
(Hancock & Chapple, 1999; Neubauerova et al., 2009). Pro ptiblizeni peptidu k butice
je dulezita hodnota membranového potencialu. Pro sav¢i buiiky se hodnota Ay pohybuje
Vv rozmezi -90 az -110 mV, pro bakterialni bufiky v logaritmické fazi rustu je typicka
hodnota Ay -130 az -150 mV (Yeaman & Yount, 2003). Fosfolipidové membrany
eukaryot obsahuji fosfatidylcholin, sfingomyelin a cholesterol udavajici bunécéné
membrané neutralni naboj, ale 1 fosfatidylethanolamin, ktery je slab¢ aniontovy. Naopak
bakterialni membrany obsahuji ve velké mife fosfatidylglycerol a fosfatidylserin, dale
pak lipoproteiny a v piipadé gramnegativnich bakterii i lipopolysacharidy (Neubauerova
et al., 2009).
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Existuje nckolik modeli mechanismu reakce AmP s bakteridlni membranou

(Brogden, 2005; Laverty et al., 2011):

a)

b)

d)

agregacni model (,,aggregate model“): peptidy vytvareji uvnitf membrany
agregaty, coz roztahuje membranu diky vzniku komplexnich micel z lipidl a
peptidu;

model toroidniho poru (,torroidal pore®): peptidy se postupné zaclenuji do
membrany, coz vede k jejimu ohybani a deformaci; na rozdil od modelu
sudové skruze por tvoii jak peptidy, tak i fosfolipidy z membrany;

model sudové skruze (,barrel-stave model®): peptidy ve formé monomert
tvoti kruhovité Utvary, nasledné se paralelné orientuji k lipidové dvojvrstvé a
nakonec vytvofi por ve tvaru sudu;

kobercovy model (,,carpet model): peptidy se shlukuji na povrchu membrany,
hydrofébni ¢ast je orientovana k povrchu membrany a vazana k peptidu,
jakmile koncentrace peptidu dosahne limitni hranice, dojde k rozpadu

membrany.
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Obr. €. 4: Schématické znazornéni interakci peptidit s membranami. A — agregacni
model, B — model toroidniho p6ru, C — model sudové skruze, D — kobercovy model,

pievzato z Laverty et al. (2011).

1.8 Antimikrobialni peptidy vcel

U vCely medonosné (Apis mellifera) byly jako prvni detegovany AmP
V hemolymfé€, kde byly nalezeny apidaeciny, abaecin a maly protein hymenoptaecin.
Tyto peptidy se 1isi ve své antimikrobidlni specifité. Apidaeciny jsou ucinné proti G
bakteriim, zatimco abaecin je u¢innéjsi proti G* bakteriim, jeho inhibiéni uéinky byly
prokazany i proti bakterii Paenibacillus larvae. Hymenoptaecin vykazuje podobné jako
apidaeciny inhibicni ucinky proti G™ bakteriim. K jeho expresi vSak dochazi i po
expozici véel syntetické dsRNA (Casteels et al., 1989; Casteels et al., 1990; Casteels et
al., 1993; Evans, 2004; Schluns & Crozier, 2007).

Fujiwara et al. (1990) detegovali v matefi kasicce AmP, ktery byl pojmenovan
jako royalisin a zafazen do skupiny defensini. Klaudiny et al. (2005) pozdé&;ji zjistili, ze
v genomu vcely jsou kodovany dvé isoformy defensinti: defensin-1 a defensin-2.
Isoforma defensinu-1 se nachazi jak v hemolymf€, tak i matefi kasicce. Hmotnostné

spektrometrickou analyzou se dale zjistilo, ze defensin-1 obsazeny v hemolymfé ma
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amidovy C-konec peptidu (posledni aminokyselinou je fenylalanin) a defensin-1
z matefi kaSicky (nazvany royalisin) ma v aminokyselinové sekvenci na pozici 50
tyrosin namisto argininu, ktery je zde pritomny v sekvenci defensinu-1 z hemolymfy
(Casteels, 1998). V mateti kasicce je pritomna jesté tieti isoforma defensinu-1, jehoz C-
koncovou terminalni aminokyselinou je arginin (Klaudiny et al., 2005; Ilyasov et al.,
2013). Kwakman et al. (2010) studovali antimikrobialni u¢inky medu, které jsou dany
ptitomnosti peroxidu vodiku, methylglyoxalu ale i defensinem-1. Defensin-2 dosud
nebyl nalezen, jde o peptid pfedpovézeny na zakladé analyzy cDNA (Klaudiny et al.,
2005).

Jinou skupinou AmP detegovanych v mateti kaSicce jsou jelleiny, které byly
prvné izolovany u afrikanizovanych véel (Apis mellifera scutelata). Popsany byly ¢tyfi
isoformy jelleint liSicich se ve své antibakteridlni aktivité. Rozdilnd aktivita peptidi
muze byt ddna odliSnostmi v jejich sekvenci. Nejvétsi antimikrobidlni aktivitu vykazuje
isoforma jellein-l (Fontana et al., 2004; Romanelli et al., 2011). Jelleiny nejsou
syntetizovany jako aktivni peptidy, aktivni forma peptidu vznikd az proteolytickym
St€penim prekurzorového proteinu MRJP-1 (,,major royal jelly protein-1°) (Fontana et
al., 2004).

Ptiblizné¢ 40 — 60 % hmotnosti suSiny vceliho jedu obsahuje amfipaticky, 26
aminokyselin dlouhy peptid melittin vykazujici lytickou aktivitu proti G* i G™ bakteriim;
snizuje povrchové napéti, ¢imz plsobi jako pfirodni detergent. Vceli jed obsahuje
v daleko mens$im zastoupeni pro obratlovce i bezobratlé neurotoxicky apamin a dalsi
peptidy adolapin a MCD peptid (Fennell et al., 1968; Lima & Brochetto-Braga, 2003).
inhibuje cyklooxygenasu-2 a produkci superoxidu, které iniciuji a podporuji zanétlivy

proces pii artritidé (Lee et al., 2008).

1.8.1 Apidaeciny

Na zékladé analyzy ¢cDNA knihovny véel (Apis mellifera) byly popsany c¢tyii
varianty pro geny apidaecintl. Jednotlivé geny byly pojmenovany jako Apid14, Apid22 a
Apid73 a koduji prekurzorovy protein, z n€hoz jsou nasledné proteolyticky sestfizeny
jednotlivé sekvence propeptidi az do vzniku aktivniho peptidu (Casteels-Josson et al.,
1993).
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Tab. ¢. 1: Prehled isoforem aktivnich apidaecinli se zvyraznénim odliSnosti
v aminokyselinovych sekvencich (tu¢n¢) (Casteels et al., 1989; Casteels-Josson et al.,
1993).

Nazev Sekvence Uniprot  Nazev genu Pocet
isoformy ¢islo kopii/gen
Apidaecin 1A GNNRPVYIPQPRPPHPRI Q06601 Apid14 1
P35581 Apid22 1
Q06602 Apid73 1
Apidaecin 1B GNNRPVYIPQPRPPHPRL Q06601 Apid14 2
P35581 Apid22 3
Q06602 Apid73 6
Apidaecin 2 GNNRPIYIPQPRPPHPRL Q06601 Apid14 2
Apidaecin* GNNRPVYISQPRPPHPRL Q06602 Apid73 2
*predikovany peptid

Produkce aktivniho apidaecinu pravdépodobné probiha ve tfech krocich, kdy je
prekurzorovy protein obsahujici nékolik kopii aktivnich isoforem apidaecini (viz. Tab.
¢. 1) sestiizen na propeptidy, u kterych samotnou sekvenci aktivniho peptidu piredchazi
6-8 aminokyselin dlouhd prekurzorova sekvence. Tu pro aktivaci peptidi odstrani
dipeptidylaminopeptidasa (Casteels-Josson et al., 1993). Pfitomnost tohoto enzymu jiz

byla u véel popsana v souvislosti se sestiihem peptidu melittinu (Kreil et al., 1980).
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160

GNNRPVYIPQ PRPPHPRI

Obr. €. 5: Predpovézena sekvence prekurzorového proteinu, ktery je kodovan
genem Apidl14 s vyznacenim signalni sekvence (zluté), propeptidi (Cervené) a dvojic
arginind, které jsou odstfizeny z C-konce aktivnich peptidi (modie). Aktivni isoformy

apidaecinu jsou zvyraznény tuc¢n¢ a podtrzeny (Casteels-Josson et al., 1993).
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Apidaeciny patfi k silné¢ bazickym peptidim, jejich isoelektricky bod je 11,71.
Bazicita peptidu je ddna obsahem tii arginini v sekvenci peptidu, které udavaji peptidu
celkovy naboj +3. Diky obsahu Sesti prolinti (33 % ze vSech aminokyselin v sekvenci)
patii apidaeciny do skupiny peptidi bohatych na prolin. Pomérné zastoupeni tii
isoforem apidaecinu v hemolymf€ je: apidaecin 1A 5%, apidaecin 1B 80 — 90 %,
apidaecin 2: 5 — 15 %, pti¢emz celkovy obsah apidaecinti v hemolymf€ je po nakaze az

360 pg/ml hemolymfy (Casteels-Josson et al., 1993).

1.9 Vyznam studia antimikrobidlnich peptidi

Pocatky hledani a identifikace latek s antimikrobidlni aktivitou sahaji do zacatku
20. stoleti, kdy Alexander Fleming objevil latku obsazenou v lidskych sliznicich,
projevujici se svou antimikrobidlni aktivitou. Tuto molekulu pojmenoval jako lysozym
(Nakatsuji & Gallo, 2012). Pozd¢ji byly nalezeny latky, které produkuje pidni bakterie
Bacillus brevis. Ukazalo se, ze jde o smés AmP s bakteriostatickym i bakteriocidnim
ucinkem, peptidy byly pojmenovany jako gramicidiny (Dubos, 1939a; Dubos, 1939b).
V soucasnosti je zndmo, ze peptidy s antimikrobialni funkci produkuji prokaryotni i
eukaryotni organismy, a byly jich jiz identifikovany fadové stovky (Wimley &
Hristova, 2011). Vyhledavani a vyzkum latek zabrafiujicich nebo inhibujicich rozvoji
patogennich mikroorganismti u hmyzu zapocal Hans G. Boman. Boman et al. (1972)
popsali nespecifickou imunitni odpovéd” v hemolymf& octomilky (Drosophila
melanogaster) jako reakci po infekci bakteriemi (P. aeruginosa, E. coli, Aerobacter
cloacae) rezistentnimi na antibiotika. Nasledovaly objevy mnoha dalSich AmP,
napiiklad cekropinii z martinace cekropiového (Hyalophora cecropia) nebo pozdéji
lidského peptidu LL-37 (Steiner et al., 1981; Piitsep & Faye, 2009).

AmP maji diky svym vlastnostem velky potencidl vyuziti v medicin€ nebo
biotechnologiich, testuji se jako nihrada klasicky pouZzivanych antibiotik nebo i jako
latky aplikovatelné potencialné pii 1é¢bé rakoviny (Li et al., 2014). Strategie spoc¢iva ve
vyhleddvani stdle novych a novych peptidi napii¢ vSemi organismy, testovani jejich
aktivity proti riznym vice ¢i méné odolnym kmenim bakterii, hub a dalSich
mikroorganismil. Nasleduje testovani toxicity proti savéim a lidskym bunkam. Pokud
jsou prvotni testy UspéSné, jsou zavadény technologie pro pfipravu vétSitho mnoZstvi
peptidi k dal§im testim in vitro nebo in vivo. S aplikaci peptidi v riznych odvétvich

samoziejm¢& souvisi 1 celkova cena potencidlni 1écby nebo jiné aplikace a také jeji
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ucinnost (Hancock & Sahl, 2006). Do dnesni doby prochazi testy cela fada peptida
testovanych jako mozna lécba diabetickych viedu, rize, chronickych zanéta stfedniho
ucha a dalSich. Naptiklad magainin peptid/pexiganan acetat je jiz ve tfeti fazi testovani
pii lécbeé diabetickych viedu (Fjell et al., 2012; Fox, 2013).

Pro produkci AmP se vyuzivaji razné expresni systémy. Peptidy lze produkovat
Vv bakteriich nebo kvasinkach (Zhou et al., 2007; Jin et al., 2009). Bakterie jsou vSak na
nékteré¢ AmP prirozené citlivé, protoze peptidy jsou proti nim vlastné namifeny, a tak
jsou Casto tvofeny v neaktivni formé prekurzoru, ktery je nasledné in vitro sestfizen do
aktivni formy (Ingham & Moore, 2007). Nékdy jsou pro produkci vyuzivany i kvasinky
(napt. Pichia pastoris) (Shiloach et al., 2003; Jin et al., 2009). Jinou moznosti, jak levné
a efektivné produkovat antimikrobidlni peptidy je jejich ziskdvani v rostlinnych
expresnich systémech, které potencidlné umoznuji vysSi produktivitu 1 moZnost
skladovani, napt. v semenech (Giddings et al., 2000).

Ackoli véela medonosnd patfi mezi eusocidlni hmyz, tak vyzkum celularni a
humoralni imunity na trovni jednotlivych vcel je dilezity pro pochopeni, jak mohou
ruzné faktory ovlivnit imunitni systém. AmP byly popsany na biochemické urovni
véetn¢ jejich UCinkl proti riznym mikroorganismiim. BohuZzel vSak stale neni zcela
znamo, jak rizné patogeny, xenobiotika ¢i vyziva ovliviiuji genovou expresi a tvorbu
téchto peptidii. Sice jsou popsany rozdily v expresi geni pro AmP u vcel uméle
infikovanych rtznymi agens (napf. E. coli nebo patogenni P. larvae) nebo jen
stimulovanych fyziologickym roztokem, ovSem stdle chybi detailni studie, které by
zahrnovaly 1 sledovani tvorby samotnych AmP v hemolymf€ nebo tkanich vcel ¢i jejich

vyvojovych stadii (Evans, 2004; Evans et al., 2006).

1.10 Metody analyzy biologicky aktivnich peptidu

Vyhledavéni, identifikace a testovani biologicky aktivnich peptidi bez ohledu na
experimentdlni pfistup je vyzvou pro kazdy vyzkumny tym, ktery se touto
problematikou zabyva. Ptiprava vzorku klade poZzadavky na minimdlni ztraty analytu,
ucinné odstranéni nezddoucich latek a kontaminantii, cely analyticky proces by mél byt
rychly, efektivni a s nizkymi naklady (Kataoka, 2003). Analyticka separace a nasledna
identifikace ¢i kvantifikace peptidii zahrnuje elektromigra¢ni nebo chromatografické
metody s hmotnostni detekci (MS), z nichz pravé kapalinova chromatografie v pfimém
nebo nepiimém spojeni s MS detekci je dnes nejcastéji vyuzivanou strategii. Vyvojovy

posun V rychlosti, pfesnosti a snadnosti pouziti hmotnostnich analyzatori a také ve
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zdokonalovani separac¢nich technik vede k posunu od prosté identifikace ke kvantifikaci

peptidu a proteinil v biologickych vzorcich.

1.11 Priprava vzorku pro purifikaci peptidia

Identifikace peptidi minoritné zastoupenych ve studovanych vzorcich s sebou
nese komplikace jak ve stabilité peptidd, tak 1 v odstranéni majoritnich proteinti nebo
peptidt, které by zpisobily vysoky signal pozadi a intereferovaly se stanovenim
cilovych analytti. Biologické vzorky mohou také obsahovat mnoho anorganickych soli a
nizkomolekularnich metabolitti, typickym piikladem takového vzorku je moc¢ nebo
plasma.

Dialyza je klasicka biochemickd metoda pro odstranéni kontaminujicich nebo
interferujicich latek ze vzorku, bohuzel jeji nevyhodou je <Casovd naro¢nost
(Tantipaiboonwong et al., 2005). Ultrafiltrace je v porovnani s dialyzou vyrazné
rychlejsi metoda, k dispozici jsou komercéni ultrafiltraéni patrony s riiznou technologii
vyroby membran, objemil, pro které¢ jsou kolony urfeny, nebo velikosti pori
definujicich velikost molekul schopnych membranou projit (tzv. cut off limit)
(Millipore, 2014). Ultrafiltrace je vyuzivana pro odd¢leni proteini na zakladé
molekulové velikosti, coz ma Siroké uplatnéni, naptiklad pfi separaci peptida a proteinii
produkovanych do bakteridlnich kultur nebo produkti zlaz s extracelularni sekreci
(Bilikova et al., 2001; Butler et al., 2013). Pokud ultrafiltraci nelze z n¢jakého divodu
pouzit (nedostupnost, nevhodnost pro dany vzorek atp.) je mozné analyty ze vzorka
separovat precipitaci. Ke srazeni lze pouzit organickd rozpoustédla nebo jejich smési.
Tento pristup miize byt vyuzit pii izolaci peptidit z moci. Proteiny a lipidy Ize ze vzorki
vysrazet vychlazenym acetonem, acetonitrilem okyselenym trifluoroctovou kyselinou,
smési methanol/chloroform/voda nebo smési trichloroctové kyseliny a acetonu
(Tantipaiboonwong et al., 2005). Relativné novym pfistupem je vyuziti magnetickych
¢astic k purifikaci biomolekul. Na tyto ¢astice se mohou biomolekuly vazat specificky i
nespecificky, vyhoda purifikace pomoci magnetickych castic je pfedevsim rychlost a

relativné nizka cena (Safaiik & Safatikova, 2004).

1.12 Extrakce na pevné fazi

Extrakce na pevné fazi (SPE, ,,;solid phase extraction®) byla vyvinuta pro analyzu
farmaceutik, drog ¢i metabolitd pfitomnych v biologickych vzorcich. SPE nahrazuje
konven¢ni extrakci z kapaliny do kapaliny, které je zdlouhava, pracna a relativné draha
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z diivodu spotieby velkého mnozstvi velmi Cistych rozpoustédel. Metoda SPE ma
vysokou navratnost, spotfeba rozpoustédel je vcelku nizka Vv porovnani s extrakci z
kapaliny do kapaliny, vzorky nepéni a navic celou metodu lze v laboratofi snadno
automatizovat (Kataoka, 2003). Jako sorbenty pro plnéni SPE kolonek se pouzivaji
rizné anorganické nebo polymerni materidly. Mezi nejbéznéjsi patii silikagely,
polymerni materidly jakym je kopolymer styrenu a divinylbenzenu nebo zesitovany
methakryldt. Na né¢ jsou pak navdzany funkéni fetézce pro purifikaci vyuzivajici
chromatografie na reverzni f4zi nebo ionexovou chromatografii. Existuji 1 smiSené
sorbenty, pii jejichz funkci se soucasné uplatiiuji reverzni 1 ionexové chromatografie
(Novékova & Vickova, 2009). S bézn€ pouzivanymi SPE kolonkami je snadné
pracovat, avSak silikagelové sorbenty maji tu nevyhodu, ze béhem postupu extrakce
nesm¢ji vyschnout, jinak ztraceji svou funkci; naproti tomu kolonky s polymernimi
sorbenty jako jsou Oasis™ (Waters) nebo Absolut (Varian) toto omezeni nemaji
(Novéakova & VIckova, 2009).

Dostupnost SPE sorbentli ve formé kolonek nebo extrakénich diskd skytd moZnost
vlastni laboratorni ptipravy kolonek. Ty jsou sice k dostani komeréné€ pro rizné objemy
vzorkll, avSak v nekterych ptipadech je mozné zakoupit samostatn¢ konkrétni sorbent
nebo extrakéni disky a s nimi pracovat. Rappsilber et al. (2007) vyvinuli protokol pro
mikroextrakci peptidi, ktery je zaloZen na laboratorni ptipravé kolonek z pipetovacich

Spicek a teflonového disku s funkénimi skupinami pro chromatogratfii.

1.13 Chromatografické techniky pro purifikaci antimikrobialnich peptida

Mnoho studii o izolaci biologicky aktivnich peptidii zahrnuje ¢asto specifickou
analytickou strategii purifikace téchto biomolekul z tkani, pletiv ¢i biofilmt zakon¢enou
spojenim kapalinové chromatografie s UV-Vis detekci nebo specifictéjsi a citlivéjsi
detekci hmotnostné spektrometrickou (Sasaki & Minamino, 2013). Vzrustajici nabidka
komerc¢nich antimikrobidlnich nebo 1 jinak biologicky aktivnich peptidii pfinesla
potiebu dostupnych analyticky metod detekce a kvantifikace téchto peptidl pied a po
jejich otestovani, piipadné i stanovovani jejich fyziologickych koncentraci v zivych
systémech (Diehl et al., 2011). K analyze AmP nachézejicich se v hemolymf¢ byla
nejcastéji vyuzivana chromatografie na reverzni fazi s UV-Vis detekci (Casteels et al.,
1989; Casteels et al., 1990; Casteels et al., 1993), neuropeptidy byly dokonce piimo
analyzovany v mozkové tkani vcel hmotnostné spektrometrickou analyzou bez

predchozi purifikace (Boerjan et al., 2010).
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1.14 VyuZziti iontoménicové chromatografie

Iontoménicova chromatografie (IEC,” ion-exchange chromatography*) je
zalozena na interakci nabitych molekul ve vzorku a nabitymi funkénimi skupinami
chromatografického sorbentu v prostfedi s vhodnym pH. Analyty jako aminokyseliny,
peptidy a proteiny se v pouzivanych pufrech chovaji jako nabité molekuly, které lze
s uspéchem separovat na riznych iontoméni¢ovych sorbentech v zavislosti na povaze
konkrétniho analytu. IEC je vyuzivana pii vyzkumu i v klinickych laboratofich, protoze
se jednd o relativné levnou metodu a sorbenty i1 plnéné kolony jsou snadno dostupné u
mnoha dodavateld laboratornich potieb (Velickovic et al., 2012).

AmP jsou za fyziologickych podminek nabité molekuly, coZ je nezbytna vlastnost
pro jejich interakci S membranami mikrobialnich bunék nebo i pro interakci
s vnitrobunéénymi cili. Nejvétsi skupinu AmP tvoii kladné nabité bazické peptidy,
mensi skupinou jsou pak zaporné nabité peptidy s pl v kyselé oblasti (Kang et al.,
2014). 1EC je tedy technika vyuzitelna i1 pfi izolaci zkoumanych AmP z rtznych

organismil.
1.14.1 Tontoménicova chromatografie na anexech

Tato varianta vyuziva aniontoménicl (anexy), ty jsou silikagelové nebo polymerni
nerozpustné sorbenty s navazanym terciarnim aminem nebo jinou kladné nabitou
skupinou schopnou elektrostaticky vazat zaporné nabité molekuly zroztokd. Silné
anexy jsou vhodné pro izolaci slabé nabitych aniontl, protoze ty mohou byt snadno
eluovany jinym aniontem nebo zménou pH roztoku, ¢imz zachyceny aniont dostane
neutralni nebo kladny naboj zplisobujici jeho eluci ze sorbentu. Pro siln¢ kyselé peptidy
je vhodnéjsi pouzit slaby anex, ktery ma navdzanou jinou funkcéni skupinu s nizsi
disociaéni konstantou.

Kapalinovd chromatografie na anexech byla vyuZita pro studium proteomu
bunééného lyzatu nebo pii studiu glykosylaci proteinti (Behan & Smith, 2011; Ritorto et
al., 2013). Pro studium AmP je vSak vzhledem k jejich silnému naboji mnohem castéjsi

IEC na kationtoméni¢ich.

1.14.2 Tontoménicova chromatografie na katexech

Katexy maji na svém povrchu, napt. zdporng€ nabité sulfatové skupiny, tyto se pak
oznacuji jako silné katexy (SCX), nebo karboxylové skupiny, které¢ jsou funkéni
skupinou u slabych katexi (WCX). Vhodnost vybéru slabého nebo silného katexu je
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analogicka jako u prace s anexy, opét zavisi na povaze analyzovaného peptidu. Pro silné

bazické latky bude vhodné€jsi WCX a pro slabé bazické molekuly SCX.

Oasis MCX Oasis MAX
Mixed-Mode Cation Mixed-Mode Anion
eXchange sorbent for bases eXchange sorbent for acids

: & Oasis HLB
b Hydrophilic-Lipophilic Balanced
reversed-phase sorbent for acids,

bases, and neutrals

oK.<1  Hydrophil

ic -
Retention /' N

of Polars .
Oasis WCX Kt M
Mode Weak Mixed-Mode Weak
Mixed Cation Anion eXchange
eXchange sorbent for strong sorbent for strong acids
bases and quaternany amines Stable from pH 0-14
= Water-wettable

No silanol interactions

Obr. ¢. 6: Struktury funkénich skupin riznych iontoméni¢ovych sorbenti a jejich

interakce s analyty, pfevzato z firemniho materialu Waters (2005).

Kapalinova chromatografie na katexech nasla vyuZiti pro ptedseparaci a purifikaci
kladné nabitych molekul v¢etné biologicky aktivnich peptidi. Recio & Visser (1999)
izolovali antibakterialni peptidy z pepsinového hydrolyzatu glykoproteinu laktoferinu.
Novy antibakterialni peptid byl izolovan z kultury bakterie Brevibacillus laterosporus
S vyuzitim srdZeni siranem amonnym a nasledné purifikaci na katexu a s odsolenim na
koloné pInéné reverzni fazi (Zhao et al., 2012). Mezi dalsi biologicky aktivni peptidy,
které byly izolovany s vyuzitim katexu, patfi napiiklad endostatin nebo desmopressin
(Shiloach et al., 2003; Thomas et al., 2011). IontoméniCova chromatografic neni

vyuzivana jen pro vyhledavani a izolace antimikrobidlnich peptidd, ale i pfipadnych
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markert rakoviny nebo peptidovych hormonti (Bansal et al., 2009; van den Broek et al.,
2010).

Pro nanéseni, promyti a eluci vzorkl z katexti se vyuzivad zmény pH a ptipadné i
iontové sily rozpoustédla. Mezi nejcastéji vyuzivané slozky mobilni faze patii
mravenan amonny, octan amonny nebo hydrogenuhli¢itan amonny. Analyty se ze
sorbentli uvoliiuji zménou pH okyselenim elué¢niho roztoku (napt. kyselinou mravenci,
FA) nebo iontovou silou roztoku chloridu sodného, pfipadné i1 organickym
rozpoustédlem (Recio & Visser, 1999; Staby et al., 2006; Bansal et al., 2009; Thomas et
al., 2011).

1.14.3 Chromatografie na reverzni fazi

Chromatografie na reverzni fazi (RP-LC) déli peptidy a proteiny na zékladé jejich
hydrofobicity. Separace molekul probihd na ziklad¢ interakce mezi ligandem
stacionarni faze, na které jsou navazany hydrofobni alifatické (Cs - 18) nebo aromatické
uhlovodikové fetézce. Eluce analyti z téchto sorbent probihd bud’ isokraticky, nebo
vzristajicim gradientem organického rozpoustédla, ¢imz roste elu¢ni sila mobilni faze
(Aguilar, 2004).

Gruber et al. (1976) zavedli techniku RP-LC do analyzy peptidi, od té doby se
tato metoda stala nejvyuzivanéjSi pro piipravu vzorkii 1 samotnou finalni separaci
peptidu ¢i proteint (Di Palma et al., 2012). ProtoZe vzorky jsou na kolonu nanaseny
v rozpoustédle s nizkym obsahem organické slozky (tou je nejcastéji acetonitril nebo
methanol) je metoda vhodna i pro odsoleni vzorkl purifikovanych na iontoménicovych
kolonach nebo odstranéni soli po proteolytickém $tépeni vzorku proteinti (Di Palma et
al., 2012).

Dvoudimenzionalni chromatografie pak vyuziva kombinace ionexti a reverzni
faze nebo i dvou typu reverznich fazi (Di Palma et al., 2012). Kombinace SCX a RP je
mozné vyuzit i pro piimou purifikaci peptidii ze vzorkd, oba sorbenty mohou byt
dokonce naplnény v jedné kolong. Pfi ¢isténi pak dochazi k multidimenzionalnimu
odsoleni, filtraci, promyti i zkoncentrovani analyzovanych peptidi nebo proteinil

(Ishihama et al., 2006).

1.15 Vyuziti hmotnostni spektrometrie pro kvantifikaci peptidi

Hmotnostni spektrometrie (MS) se stala hlavnim analytickym nastrojem pro

studium vyskytu, vlastnosti a funkci proteind a peptidi. Proteomika i peptidomika
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vyuziva hmotnostni spektrometrii pro charakterizaci proteinii a jejich posttranslac¢nich
modifikaci, dale pro porovnavani rozdili v proteinovém spektru obsazeném
V konkrétnich vzorcich (zdrava vs. nemocna tkan) a také pro studium protein-
proteinovych interakci. MS se postupné stava dilezitou a casto vyuzivanou metodou
Vv biologii, protoze muze relativné rychle prispét k objasnéni funkce studovanych
proteinli. Mnohdy se kombinuji pfistupy molekularn¢ biologick¢é a hmotnostné
spektrometrické, napt. pti kontrole kvality rekombinantnich proteini (Pandey & Mann,
2000). Rozvoj purifika¢nich metod proteint i peptidii a potiebnost rychlého stanoveni
koncentrace analyzovanych biomolekul vedl 1 k rozvoji kvantitativni MS.

Vyvoj metody pro kvantifikaci konkrétniho proteinu nebo peptidu zahrnuje casto
nutnost optimalizovat laboratorni postup od zpracovani vzorki, purifikaci dané¢ho
analytu az po MS detekci (Taylor et al., 2007). Isotopové znaceny peptid nebo vhodna
¢ast proteinu, se pouzivaji jako interni standardy (IS). Na zakladé¢ naméfenych signala
pro IS se vysledna data normalizuji a z poméru signdlu endogenni molekuly k
znacenému IS lze vypocitat koncentraci (Martinez-Bartolomé et al., 2013). Ke znacéeni
IS se pouzivaji isotopy >N nebo B¢, které jsou inkorporovany ve struktufe molekuly

(Kuhn et al., 2004; Bansal et al., 2009; Voges & Noack, 2012).
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2 Cile prace

e Priprava literarni reSerSe zadané problematiky a jeji shrnuti formou
ptehlednych ¢lanki

e Osvojeni a zavedeni metod kvalitativni a kvantitativni analyzy genové
exprese a hladiny v¢elich antimikrobidlnich peptida

e Studium genové exprese, hladiny a funkce vybranych vcelich AmP
ucastnicich se imunitni odpovédi v¢el na infekci patogeny

e Studium vztahu vybranych parametri humordlni imunity vcel a
tolerance/odolnosti véel na ndkazu vyznamnymi vcelimi patogeny a

parazity
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3 Metody

3.1 Syntetické standardy peptidi
Pro vyvoj metody byly pouzity nasledujici syntetické peptidy:

Tab. ¢. 2: Sekvence, molekulové hmotnosti a pI syntetickych standardd peptida,

zakoupenych od firmy Clonestar (CR) — apidaeciny a Sigmy Aldrich (USA)

bradykininy.
Monoisotopova
molekulova
Nazev Aminokyselinova sekvence hmotnost pl
Apidaecin 1A GNNRPVYIPQPRPPHPRI 2107,06 11,70
Apidaecin 1B GNNRPVYIPQPRPPHPRL  2107,06 11,70
[13C615N4] )
) ) GNNRPVYIPQPRPPHPR L  2117,17 11,70
Apidaecin 1A
Bradykinin RPPGFSPFR 1059,56 12,00
K-des-R-
o KRPPGFSPF 1031,56 11,00
Bradykinin

oznacuje isotopoveé znacenou aminokyselinu
Apidaecin 1A a apidaecin 1B jsou isobarické, pokud neni rozliSena dana

isoforma, oznacujeme peptid jako apidaecin 1 (bez pismena A/B).

3.2 Zpracovani vzorki vcel

Pti zpracovani vzorki véel a hemolymfy byl pouzit protokol zaloZzeny na
vysraZzeni nezadoucich proteini 0,1% trifluoroctovou kyselinou (TFA) a nasledné
denaturaci nezadoucich proteini varem (Casteels et al., 1989). Hemolymfa nebo télni
Casti byly homogenizovany v kulovém mlynku FastPrep FP120 homogenizer
(MPBiomedicals, Illkirch, Francie) pii intenzit¢ 5 m/s po dobu 20 s. Homogenat byl
nasledné centrifugovan (15000 x g, 10 min), inkubovan pti 100 °C po dobu 10 min a po
ochlazeni znova centrifugovan stejné jako v ptedchozim kroku. Supernatant vzorku byl

zamrazen a lyofilizovan.
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3.2.1 Chromatograficka predseparace vzorku s vyuZitim sorbentu WCX Oasis

Sorbent WCX Oasis'™ (Waters, UK) d&li latky jako slaby kationtoméni
kombinovany s reverzni fazi. Zdrojem sorbentu byly SPE kolony, které byly rozebrany
a sorbent byl nésledné¢ nanesen do Spicek GELoader (Eppendorf) v navazce 5
mg/Spicka.

Tab. ¢. 3: Optimalizovany postup purifikace apidaecinu 1.

WCX Oasis' ™
Ekvilibrace methanol (4 x 50 pl)
voda (2 x 50 pul)

naneseni 50 ul vzorku

Promyti NH4HCO3, pH 9 (2 x 50 pl)
methanol (2 % 50 pl)
Eluce 50% v/v acetonitril + 5% v/v FA (2 x 50 ul)

3.3 Odsoleni vzorku na Cg Stage Tip

M sorbentu odsoleny s vyuzitim Cg

Vzorky byly po pfe¢isténi na WCX Oasis’
extrak¢nich diskt plnénych do 200 ul Spi¢ek (Rappsilber et al., 2007). Vzdy 2 kusy
sorbentu vykrojenych ocelovou jehlou z extrakcnich diskt byly pInény do koncové Casti
200 ul spicek. Jednotlivé mobilni faze byly pies sorbent protlateny odstiedivou silou
vzniklou béhem centrifugace (1000 x g, 5 min) Spicky =zasazené v plastové

mikrozkumavce .

Tab. €. 4: Postup odsoleni vzorkli na Cg sorbentu z extrak¢nich diski.

Cs

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

naneseni 50 ulL vzorku
Promyti 5% v/v FA (2 x 50 pl)
Eluce 50% v/v acetonitril (2 x 50 pl)
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3.4 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Metoda MALDI-TOF MS byla vyuzita pro kontrolu prob&hlé derivatizace
standardii 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 o-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 ul vzorku a 0,6 pL matrice nanaSeno na desticku

MSP AnchorChip™ 600/96.

3.5 Nanopritokova kapalinova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou

detekci (nLC-MS)

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

separace je uveden v ¢lanku Danihlik et al. (2014), viz. P¥iloha 1.
4  Optimalizace méreni exprese genii antimikrobialnich peptida

4.1 Izolace a precisténi RNA

Vzorky vcel ptipravené pro kvantifikaci exprese genli antimikrobialnich peptidi
byly pfed zpracovanim zmrazeny pii -80 °C. Ke kvantifikaci genové exprese byly
pouzity zadeCky vcel, které¢ byly homogenizovany v kulickovém mlynku v prostiedi
guanidium thiokyanatového pufru (GITC pufr) v mnozstvi 300 ul 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% p-merkaptoethanol (Evans et al., 2013). Vzorek 100 ul
homogenatu byl smichan s 350 ul RNA pufru. K izolaci celkové RNA byl pouzit Kit
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), postup izolace byl totozny s ndvodem vyrobce kitu.
RNA byla eluovdna 95 pl vody. Koncentrace a Cistota izolované RNA byly stanoveny
na mikrobjemovém spektrofotometru (BioSpec-nano).

Kontaminujici DNA byla zizoldth RNA odstranéna DNAsou Turbo DNase
(Ambion) a to tak, ze k 90 pl vzorku RNA byl pfidan 1 pl Turbo DNAasy a 10 pl
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reak¢niho pufru. Vzorek byl inkubovan 30 min pti 37 °C. Poté byl ke vzorku opétovné
ptidan 1 pl Turbo DNAasy a opét byl inkubovan za stejnych podminek.

Okamzité¢ po oSetieni vzorkii DNAsou byla RNA izolovana magnetickymi
kulickami pomoci kitu Agencourt RNAclean XP (Beckman Coulter). K celkovému
objemu RNA (priblizn¢ 100 pl) bylo ptidano 50 pl suspenze magnetickych kulicek a
40 pl isopropanolu. Smés byla promichdna a inkubovana pii laboratorni teploté 10 min.
Magnetické kulicky s navazanou RNA byly zachyceny pomoci magnetu na dné
mikrozkumavky a nékolikrat promyty 70% v/v ethanolem. Po promyti a vysuSeni
ethanolu byla RNA eluovana do 32 pl vody prost¢ RNAsy. Koncentrace pre€isténé
RNA byla opét zméfena na mikrospektrofotometru (BioSpec-nano). Integrita izolované
RNA byla testovana separaci horizontalni agarosovou elektroforézou: 1,1% w/v agarosa
byla za horka rozpusténa v TRIS-acetaitovém-EDTA pufru (tzv. TAE pufr),
k vizualizaci RNA byl pouzit bromid ethidia, elektroforéza probihala pfi konstantnim
napéti 100 V. Jako standard velikosti (50 — 1000 bp) produktti na agarosovém gelu byla
pouzita sada PCR Markers (Promega).

4.2 Reverzné transkriptasova reakce prepisu RNA do cDNA

RNA byla za vyuziti reverzni transkriptasy prepsana do cDNA. K piepisu byl
pouzit Transcriptor High Fidelity kit (Roche). Bylo pfepisovano maximalni 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 vzorkii RNA byly provadény pomoci PCR a naslednou vizualizaci produktti reakce
na 3% w/v agarosovém gelu barveném bromidem ethidia.

K PCR reakci byly pouzity primery totozné s témi, které byly pouzity pro qPCR
reakci. Kit Go Taq Polymerase Green Master Mix (Promega) byl pouzit pro PCR
reakci: 4,75 pl voda, 0,5 pl 10 uM koédujici primer (,,forward®, zkratka F), 0,5 ul 10 uM
antikodujici primer (,reverse®, zkratka R), 0,5 pl templatu, 6,25 pl of GoTaq” Green
Master Mix 2x. Jako standard velikosti produktii na agarosovém gelu byla pouzita sada
50-1000 bp PCR Markers (Promega). Nastaveni reakce: 95 °C - 2 min, 35%[95 °C - 40
s, 60 °C - 305, 72 °C - 1 min], 72 °C - 5 min, 4 °C.
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4.3 Kvantitativni PCR

Experimenty qPCR 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

uM kodujici primer, 0,45 pl 3,3 uM antikodujici primer, 1,6 ul templatu. Pro qPCR

méfeni byl vyuzit pristroj CFX96 Touch'™ Real-Time PCR Detection System (Bio
Rad). Nastaveni reakce: 95 °C - 10 min, 40%[95 °C - 15 s, 60 °C - 60 s] disociacni

kiivka 60 — 95 °C, 0,5°C - 10 s, 4 °C.

Tab. €. 5: Sekvence primera pouzitych pti kvantifikaci exprese danych gent.

Nazev

genu ID genu

Peptid/protein

Amplikon (bp)

Primer 5’ — 3~

(°C)

Odkaz

LOC406

1aa 406144

>
o
QD
D
(@)
5

Apidaecin
typ 14

*

Apidl” 406140

Aktin Arpl 406122

EF-la EFla-F2 544670

~
N

80

155

153

CAGCATTCGC
ATACGTACCA
GACCAGGAAA
CGTTGGAAAC
TTTTGCCTTAG
CAATTCTTGTT
G
GTAGGTCGAG
TAGGCGGATC
T
TGCCAACACT
GTCCTTTCTG
AGAATTGACC
CACCAATCCA
GGAGATGCTG
CCATCGTTAT
CAGCAGCGTC
CTTGAAAGTT

64,6

63,3

60,0

63,4

64,0
64,1
63,9

64,4

(Evans, 2006)

(Simone et al., 2009)

(Lourengo et al.,
2008)

(Lourengo et al.,
2008)

“alternativni jméno genu je Apid14

Suvedenymi primery byla optimalizovdna metoda kvantitativni PCR (qPCR),

s naslednou relativni kvantifikaci exprese piepo¢tenou na provozni geny. Primery pro

gen Apidl jsou univerzalni pro vSechny tfi geny apidaecint, tedy Apild, Apid22 a

Apid73.
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4.4  Software pouZzity pro vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni ziskanych dat probéhlo v programu QC Expert 2.9 a
SPSS verze 21. Vysledky z kvantitativniho PCR byly hodnoceny softwarem vyrobce
pristroje Bio Rad CFX Manager. Hmotnostn¢ spektrometrickd data byla analyzovana
v programu DataAnalysis verze 4.0 SP5. Validace provoznich gend pro qPCR metodu
byla provedena aplikaci BestKeeper pro MS Excel (Pfaffl et al., 2004). Kvantifikace
relativni exprese sledovanych genii byla poéitdna softwarem REST® (Pfaffl et al.,

2002). V3echna statisticka hodnoceni byla provedena na hladiné vyznamnosti o = 0,05.

4.5 Statistické vyhodnoceni dat

Pro statistické vyhodnoceni dat byly pouzity testy shody sttednich hodnot (t-test).
Pti validaci nLC-MS metody byl pro 95% intervalové odhady spolehlivosti zjisténych
koncentraci aplikovan Horniiv postup pivoti, ktery je ureny pro malé vybéry (4 <n <
20). Pti analyze rozptylu byla vyuzita ANOVA, kterou podmifiuje normalita rozd€leni
testovanych hodnot. Post hoc analyza byla provedena Scheffeho metodou pro zjisténi

vzéjemnych rozdilii mezi testovanymi skupinami (Meloun & Militky, 2012).
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5 Vysledky a diskuse

Vyvoj metody kvantifikace peptidu isoforem apidaecinu 1 ve vzorcich ze vcel byl
doprovazen tadou komplikaci. Témi hlavnimi byly vysoké ztraty silné bazického
peptidu na povrchu plastd nebo skla a dale pak zdlouhavy vyvoj a optimalizace
iontoméni¢ové chromatografie slouzici k purifikaci peptidu z extraktti tkani. Nize
uvedeny obrazek nastiiluje vyvoj celé metody vcetné zkousenych neuspésnych postupi,

které nevedly ke kyzenému vysledku.

Vzorek k analyze Mladuska Syntetické standardy

(tkan, téIni ¢ast) (optimalizace kvantifikace)

7/
7/
/

v
‘ Ztraty peptidu na plastu a skle
1

A 4

Extrakce Homogenizace, denaturace, -
peptidd lyofilizace s l.'
7’ Prag 1
,I ! -~ 1
s I ka’* *
,* . Derivatizace v
ke v peptidu Kvantifikace
Purifikace SCX wex malondialdehydem  (dva pfidavky)
apidaecinu 1 (3M) (Oasis™, Waters)
I Precistany
. .y homogenat —+=— - — >
| R mladusky ¥

A Externi kalibraéni fada
| Odsoleni na Cg disku € R
| (kalibracni pfimka)

v
‘ nLC-MS analyza |

Obr. ¢. 7: Vyvoj metody izolace a kvantifikace isoforem apidaecinu 1 s uvedenim

ruznych piistupil vyvoje metody.

5.1 Stabilita syntetického standardu peptidu v roztoku

Synteticky ptipraveny apidaecin 1A byl pouZit jako standard k vyvoji metody pro
kvantifikaci peptidu v tkanich véel. Silné bazické peptidy s obsahem argininu je velmi
problematické identifikovat a kvantifikovat, protoZe se siln¢ adsorbuji na povrchu
laboratorniho skla nebo plastu a ve vzorcich s nizkou koncentraci mize dochazet béhem
kratkého ¢asového obdobi k velkym ztratam analytu (Foettinger et al., 2006). Pro

ovéteni kvality standardu ptipraveného chemickou syntézou na zakdzku a soucasné k
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otestovani stability peptidu byl analyzovan samotny rozpustény standard pomoci nLC-
MS metody. Peptid byl rozpustén v 0,1% v/v TFA nebo 5% v/v FA a poté ovéfovana
Cistota a stabilita standardu v uvedenych rozpoustédlech. Hmotnostni spektrum peptidu

bylo potvrzeno na zakladé vypocitanych nabojovych stavii apidaecinu 1.

Tab. ¢. 6: Efektivni hmotnosti iontl apidaecinu 1 v zévislosti na nabojovém stavu

Naboj Pseudomolekulovy ion m/z (teoreticka)
1+ [M+H]* 2108,17

2+ [M+2H]* 1054,59

3+ [M+3H]** 703,40

4+ [M+4H]** 527,80

5+ [M+5H]>* 422,44

Roztok ptipraveného peptidu o koncentraci 33 nM byl piipraven do tzv. ,total
recovery vials“ HPLC lahvicek (Waters, UK). Bylo zjisténo, Ze pifi rozpuSténi
samotného standardu peptidu v 5% FA dochazi k velkym ztratdm na povrchu lahvicky,
protoze pozorované plochy signala (,,pikti*) iont apidaecinu byly o nékolik fada nizsi
nez pii pouziti stejné koncentrace peptidu rozpusténého v 0,1% TFA (ukazkovy
chromatogram je na Obr. ¢. 8). Stejné¢ tak byla pozorovatelna nereprodukovatelna
intenzita signalu, kterd se velmi liSila mezi jednotlivymi lahvickami obsahujicimi
vzorek se stejnou koncentraci peptidu piipraveny ve stejny den provedeni analyzy
(ANOVA, p <0,05). Vysledky srovnani intenzit signalt pro jednotlivé lahvicky jsou na

Obr. €. 9, rozsahy intenzit (osa y) se liSi o vice nez jeden tad.
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Obr. €. 8: Porovnani ploch piku pseudomolekularniho iontu 3+ peptidu apidaecinu

1A: A — peptid byl rozpustény v 5% FA, intenzita signalu 1 x 10%; B — peptid byl

rozpustény v 0,1% TFA, intenzita signdlu 5 x 10°.

4x10°
Max
3x10°
75%
50%
(U T o
I
o 2x10°
= 25%
i J‘ T Max 5%
Min =
1x1 05 | Mex— 75% = gg"é‘:
o 50%
Mir— 25%
0 T T — T T E
Vialka 1 Vialka 2 Vialka 3 Vialka 4 Vialka 5

Obr. &. 9: Srovnani intenzit iontu apidaecinu 1A [M+3H]** mezi jednotlivymi

lahvickami s domnéle totoznou koncentraci peptidu.

Nestalost koncentrace standardu vlivem adsorpce na povrchy komplikuje ptipravu

kalibraéni fady pro stanoveni koncentrace peptidu v redlném vzorku. Pfipravit

kalibra¢ni fadu roztokdi v potiebném rozsahu koncentraci standardu apidaecinu 1A

v 0,1% TFA nebylo mozné. Jednou z moznosti, jak ztratam bazickych peptidi omezit,

je snizeni bazicity peptidu jeho chemickou derivatizaci (Foettinger et al., 2006). Na
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zaklad¢ vysledkd, které publikoval Foettinger et al. (2006), byla pro testovani zvolena
metoda derivatizace S pouzitim malondialdehydu, ktera byla optimalizovana pro
standard apidaecinu 1A. Béhem reakce vSak dochazelo ke vzniku nékolika produktd,
¢imz se tato moznost ukédzala nepouzitelnou pro potiebu kvantifikace produktu. Postup
a vysledky optimalizace chemické derivatizace apidaecinu 1A malondialdehydem jsou

uvedeny v Priloze 2.

5.2 Optimalizace chromatografické purifikace apidaecinu 1 z komplexni matrice

vzorku

Pro iontomeni¢ovou purifikaci apidaecinu 1 byla nejprve optimalizovana metoda
s pouzitim ¢asti SCX extrakénich diskti (3M) pInénych do 200 pl Spicek (Rappsilber et
al., 2007). Vzhledem k tomu, ze apidaecin 1 je silné bazicky peptid, ktery se velmi
obtizn¢ uvoliuje ze silného katexu, coz dokladaji i vysledky uvedené v Priloha 3, byla
nasledng testovana moznost pouziti slabého katexu. Pouzity sorbent WCX Oasis'™
(Waters) je Casticovym sorbentem, jehoz plnéni je mozné do SPE kolonek nebo 20 pl

GELoader $picek (Eppendorf).

5.2.1 PouZiti chromatografického sorbentu WCX Oasis'" pro purifikaci
apidaecinu

Pro siln¢ bazické peptidy je vyhodnéjsi pouziti slabého katexu, z néhoz je mozné
tyto latky snadnéji eluovat. Pro peptid apidaecin 1 byl optimalizovan postup purifikace
na sorbentu WCX Oasis™. Sorbent byl zakoupen ve form& SPE kolonek, které byly
rozebrany a sorbent byl rozvazen a plnén do upravenych plastovych Spi¢ek. Sorbent lze
zakoupit piipraveny a rozvazeny v SPE kolonkach, avSak v pfipad¢ analyzy tkéni
jednotlivych vcel postaci vyrazné mensi mnozstvi sorbentu pInéného nejlépe
Vv jednorazovych kolonkach, aby bylo zabranéno pienosu analytu mezi vzorky. Inspiraci
pro piipravu a technické provedeni purifikace apidaecinu 1 z tkani byla publikace
Rappsilber et al. (2007), kde pouzili ¢asti extrak¢énich diskd piimo ve Spickach.
V ptipadé purifikace apidaecinu 1 byla nejprve zkousena moznost pouziti 200 pl Spicek,
kde je vSak nutno pouzit fritu, aby nedoslo k Uniku sorbentu ze Spicky. Jako frity byly
pouZzity €asti membranovych diski Cg Empore. Ty jsou kompatibilni s provedenim
purifikace na WCX sorbentu, protoZe se k eluci pouziva okyselena organicka mobilni
faze, kdy by nemélo dochéazet k zachytu peptidu na reverzni fazi Cg sorbentu. BohuZzel

vV tomto uspofadani dochazelo k castému ucpavani kolon pii purifikaci homogenath
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veel, proto bylo technické uspofadani upraveno tak, ze 200 pl Spicky byly nahrazeny
ten¢imi 20ul GELoader $pickami (Eppendorf), které lze na konci zplostit pinzetou.
Zmacknuti konce $picky zabrani Gniku sorbentu a soucasné purifikaci nekomplikuje
material z Cg diskl nachylny k ucpavani. Postup purifikace apidaecinu 1 byl tedy dale
optimalizovan v jednorazovych kolonkach ptipravenych z GELoader $pi¢ek a WCX
sorbentu. Kolonky byly vkladany do plastovych mikrozkumavek s otvorem ve vicku.
Zdrojem sily protlacujici mobilni faze nebo vzorky ptes sorbent byla odstiediva sila
vytvofena béhem centrifugace. Vyuziti centrifugy usnadnilo pritok mobilni faze ptes
kolonku a také umoznilo cely postup purifikace zrychlit, nebot” pocet precisténych
vzorkli v jednom kroku je limitovan poctem pozic v rotoru centrifugy. Purifikace na
pouzitém sorbentu navic neni naruSena vyschnutim sorbentu béhem purifika¢niho
postupu, na rozdil od jinych na trhu dostupnych ionexovych sorbentii (Novakova &
Vickova, 2009).

Pouzité sloZeni roztokt pro purifikaci apidaecinu 1 vychéazi z postupu navrZzené¢ho
vyrobcem (Waters, 2005). Funkéni skupiny sorbentu WCX Oasis™ jsou karboxylové,
coz zajistuje vyménu iontil, zarovenl sorbent diky obsahu hydrofobnich ¢asti ¢astecné
pracuje na principu chromatografie na obracené fazi. Postup purifikace navrzeny
vyrobcem musel byt modifikovan, protoze nedochazelo k eluci apidaecinu 1 ze
sorbentu. V prvni kroku promyti vzorku je odmyta vétSina peptidd s hodnotou
isolektrického bodu nizsi nez 9 a v dalsim kroku jsou odstranény latky zachycené na
zaklad¢ hydrofobnich interakci. Pfi vyvoji metody byl zkouSen elu¢ni roztok 50%
MeOH + 5% FA, av8ak pro eluci apidaecinu 1 nemd dostatecnou eluc¢ni silu (Obr. ¢&.
10). Ke kvantitativni eluci apidaecinu 1 je tedy nutné pouzit 50% AcN + 5% FA.
V tomto optimalizacnim kroku byl pouzit jak synteticky apidaecin 1A, tak i synteticky
peptid K-des-R-bradykinin, ktery neni pro véely fyziologicky, ma vSak podobné
chemické vlastnosti (viz. Tab. €. 2) jako apidaecin 1. Tento peptid byl pouzit pouze pro
ilustraci elu¢niho chovani apidaecinu 1. Ackoliv se tento peptid eluuje z WCX Oasis™

sorbentu i pfi pouziti 50% MeOH s 5% FA, k eluci apidaecinu 1 nedochazi (Obr. ¢. 10).
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Obr. ¢. 10: Hmotnostni spektrum jednotlivych frakci eluce standardu isoformy

apidaecinu 1A a K-des-R-bradykininu ze sorbentu WCX Oasis™.

Na 2 mg sorbentu bylo naneseno 25 pmol kazdého standardu (50 ng apidaecinu
1A; 25 ng K-des-R-bradykininu). Kazda frakce byla eluovana 2 x 50 ul, odpafena na
vakuové odparce, rozpusténa v 10 pl 0,1% TFA a nanesena na MALDI desticku

v mnozstvi 0,6 ul vzorku a 0,6 ul matrice CHCA.

Pfi dalsim vyvoji protokolu bylo testovano, zda k eluci apidaecinu 1A z kolonky
postaci eluce dvakrat 50 pl 50% AcN s 5% FA. Apidaecin 1A byl obsaZen v prvni
eluované frakci, pfi druhém a tfetim naneseni 50 pl 50% AcN s 5% FA se jiz ze
sorbentu Zadny apidaecin neuvoliioval. Eluce dvéma ddvkami po 50 ul by tedy méla byt
dostatecna pro kvantitativni uvolnéni analytu. Postupné zvySovani elu¢ni sily az na Cisty

AcN s 5% FA také nevedlo k dalsi eluci peptidu (Obr. ¢. 10).
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Obr. ¢. 11: Porovnani doporuc¢eného a optimalizovaného purifika¢niho postupu

siln& bazickych latek na sorbentu WCX Oasis'™: upraveno dle (Waters, 2005).

5.3 Kvantifikace hladiny peptidu metodou nLC-MS

5.3.1 Stanoveni kapacity sorbentu pro analyzu isoforem apidaecinu 1

Pro vzorky homogenati véel a hemolymfy bylo pouZivano 5 mg WCX Oasis™

sorbentu na jednu purifikacni kolonku. Kapacita kolonky byla testovana pro hemolymfu

vvvvvv

matrice, protoze obsahuje extrakt mnoha tkani, v€etné traviciho traktu, kde se nachazeji

Zbytky stravené i nestravené potravy pavodem z pylu a medu.
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Obr. &. 12: Stanoveni kapacity kolonky obsahujici 5 mg sorbentu WCX Oasis™™
pfi purifikaci homogenatu véely (A) nebo hemolymfy (B).

Ze vcel bylo odebrano 2,5 pul hemolymfy, kterd byla srazena piidavkem 0,1%
TFA a oSetfena varem, nasledné centrifugovana (15000 xg, 10 min) a supernatat byl
lyofilizovan. Poté byla ¢astecné zpracovand hemolymfa opé€t rozpusténa ve 100 pl 5%
FA a nandSena na WCX kolonku. Obsah proteinii ve vzorku zpracované a nafedéné
hemolymfy nanasené na WCX sorbent byl 0,28 pg/ul, 95% konfidencni intervaly (CI):
0,22 pg/ul, 0,34 npg/ul, n = 28, coz odpovidd koncentraci proteinii v odebrané
hemolymfe¢ 11,28 pg/ul (95% CI: 8,69 pg/ul, 13,53 pg/ul, n = 28). Naproti tomu
koncentrace proteini ve zpracovaném homogenatu mladusky nanaseném na WCX je
1,14 pg/pl (Horniv postup pivotit pro malé vybéry: dolni pivot xp = 0,98 ug/ul, horni
pivot Xy = 1,28 ug/ul, n = 10). Pfi naneseni 25 pl homogenatu véely je téméf dosazena
kapacita kolonky odpovidajici piiblizné 28,5 ug proteint, protoze dochazi k ohybu
regresni kiivky poméru apidaecinu 1A k [“C¢"°N,] apidaecinu 1A pouZitého jako
interni standard (Obr. ¢. 12). Kapacita kolonky ovSem mitize byt snizena v dusledku
obsahu bazickych nizkomolekuldrnich latek obsazenych v tkanich vcel, napt. v travicim

traktu.

5.3.2 Kvantifikace isoforem apidaecinu 1 metodou dvou standardnich pridavki

Kvantitativni hmotnostni spektrometrie vyuziva isotopové znacenych internich
standardii pro kontrolu uUspéS$nosti purifikace a kvality analyzy. Interni standard (IS)
kompenzuje ndhodné 1 systematické chyby, matricové efekty, a normalizuje signal
samotného analytu (Villanueva et al., 2014). Jako IS byl pfipraven chemickou syntézou
[*Cs"°N4] apidaecin 1A znageny na argininu 17.

Jelikoz je problematické ptipravit kalibra¢ni fadu obsahujici standard apidaecinu

1 a znaceny IS vsamotném rozpoustédle, napt. v 0,1% TFA dochdzi ke ztratdm
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standardu na povrchu skla (Obr. ¢. 9), byla ovéfovana moznost kvantifikace peptidu
metodou dvou standardnich ptidavkl. Vzorek byl rozdélen na tfi alikvoty, do kazdého
Z nich bylo ptfidano stejné latkové mnozstvi znaceného IS a do dvou alikvotl rozdilné
latkové mnozstvi neznaceného peptidu. Vzorky byly nasledné ptecistény pies WCX
sorbent, odsoleny na Cg Stage Tip a analyzovany na nLC-MS systému. Extrapolaci
regresni piimky zjisténé metodou nejmensich ¢tvercii Ize zjistit vztah mezi koncentraci
peptidu ve vzorku a pomérem piidanych mnozstvi neznaceného a znac¢eného standardu.
Pokud regresni piimka prochéazi pocatkem, analyt se v daném vzorku nenachazi. Béhem
optimalizace a validace metody bylo zjiSténo, Ze Cerstvé vylihnuté véely (mladusky)
apidaecin 1 neobsahuji nebo jeho koncentrace je natolik nizkd, ze pifi daném

purifika¢nim postupu a detekei se nachazi pod limitem detekce i kvantifikace.
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Obr. ¢. 13: Kvantifikace peptidu metodou dvou standardnich ptidavki. A —
stanoveni apidaecinu 1 v téle létavky, B — stanoveni apidaecinu 1 v téle Cerstve

vylihnuté véely (mladusky). R? - koeficient determinace

Jelikoz ve vzorcich mladusek (Cerstvé vylihnutych vcel) nebyl detegovan
apidaecin 1, byla ovéfovdna moznost pouzit precistény homogenat mladusek jako

matrici pro rozpusténi standardi pfi ptiprave externi kalibracni fady.
5.3.3 Kuvantifikace isoforem apidaecinu 1 metodou kalibra¢ni pFimky

Prosté rozpusténi standardt peptidu a IS v 0,1% TFA vede ke ztratdm na povrchu
laboratorniho skla a plastu. Rozpousténi apidaecinu 1 v 0,1% TFA obsahujici volny
arginin nebo digest hovéziho sérového albuminu (BSA) nevedlo k zabranéni ztratam
peptidu pii ptfipravé kalibracni fady. Zvlast€¢ u malych koncentraci dochazelo
K vyraznému poklesu signalu na detektoru v fadu nékolika minut od pfipravy vzorku.

Na zéklad¢ zjisténi, Ze mladusky vcel neobsahuji detekovatelné mnoZzstvi endogenniho
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apidaecinu 1, byla ovéfovana moznost pouziti homogenati mladusek jako matrice pro
rozpusténi standardi pro ptipravu kalibracni fady ke kvantifikaci apidaecinu 1
Vv realnych vzorcich vcel.

Homogenat mladusky byl pfe¢istén na WCX sorbentu, odsolen na Cg disku stejné
jako vzorek uréen k analyze a nasledné€ znova rozpustén. Do takto piecisténé bazické
frakce homogenatu byla pfipravena kalibra¢ni fada obsahujici konstantni mnozstvi IS a
rostouci mnozstvi syntetického peptidu. Béhem optimalizace vybéru pouzitych
koncentraci peptidu pro ur€eni kalibracni zavislosti bylo zjisténo, Ze zavislost mezi
koncentraci peptidu a méfenymi signdlem vykazuje linearni charakter v rozmezi od 0,1
do 5 pmol ptidanych do kalibra¢niho roztoku, nedochazi ke ztratam peptidli na sténach
zkumavek a intenzita signalu jednoho vzorku je stabilni po nékolik dni. U pfipravenych
kalibracnich tfad byla pozorovana linearni zdvislost mezi koncentraci peptidu a

intenzitou signalu (Tab. ¢. 7).

Tab. €. 7: Porovnani parametri zjiSténych kalibra¢nich pfimek ptipravenych

Vv rizném Case. Kazdy bod kalibrace byl ptipraven dvakrat a dvakrat zméten.

Rozsah  Interval smérnice Interval useku Korelaéni Pocet bodi

M¢éfeni (pmol) (Lo-Lp) (Lo-Lp) koeficient kalibrace
1 0.1-5.0 1.164 - 1.224 0.013 -0.142 0.999 7

2 0.1-5.0 1.053 - 1.085 -0.028 - 0.038 0.999 7

3 0.25-5.0 0.926 - 1.067 0.073 - 0.463 0.992 4

5.4 Hodnoceni navratnosti metody purifikace

Navratnost metody purifikace byla hodnocena jednak na zéklad¢é vypoctu poméru
ploch pikt standardu ptfidaného pted a po purifikaci, ale i s pfepoctem navratnosti na
znam¢é mnozstvi ptidaného interniho standardu. Bylo provedeno hodnoceni vlivu IS na
plochu signalu apidaecinu 1A. Apidaecin 1A byl v riznych pomérech smichan s IS
vV homogenatu vcel pred purifikaci (Tab. €. 8), ndsledné byl biologicky vzorek spolu
s pfidanymi standardy purifikovan na WCX sorbentu, odsolen na Cg Stage Tip a
analyzovan na nLC-MS. Méfeni bylo provedeno se dvéma nezavislymi vzorky, kazdy
roztok z celkem 9 testovanych pomért apidaecinu 1A a IS byl pfipraven v technickém

duplikatu.
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Tab. ¢. 8: Poméry apidaecinu k IS ptidanému do vzorku pted WCX purifikaci ke

zjisténi vlivu obsahu IS a analytu na ndvratnost metody purifikace.

IS Apidaecin 1A (pmol)
(pmol) 0,5 1 2,5
0,5 1 2 5
1 0,5 1 2,5
2,5 0,2 0,4 1

Bylo zjiSténo, ze mnozstvi pfidaného IS neovlivituje velikost plochy piku
apidaecinu 1A (dvoufaktorova ANOVA, nevyvazend, p = 0,254). Soucasné piidavek
apidaecinu 1A neovliviluje velikost plochy piku IS (dvoufaktorovd ANOVA,
nevyvazena, p = 0,167). Koncentrace analytu po purifikaci a odsoleni byla
normalizovana vzhledem k pouzité koncentraci interniho standardu podle néasledujiciho

vzorce:

Apidaecin 1A (nLC) [3C4'5N,] Apidaecin 1A(WCX)

Koncentrace(WCX) = Koncent LC) x
oncentrace(WCX) = Koncentrace(nL.C) X 750560 T A bidaecin 1A(nLC) Apidaecin 1A(WCX)

e Koncentrace (WCX) — vypoctena koncentrace peptidu

e Koncentrace (nLC) — koncentrace peptidu pii 100% navratnosti

e Apidaecin 1A (nLC) — plocha piku po nLC separaci (bez ionexové purifikace)

e [2C™N4] Apidaecin 1A (nLC) - plocha piku po nLC separaci (bez ionexové
purifikace)

e Apidaecin (WCX) - plocha piku po WCX purifikaci a nLC separaci

o [*Cs™N4] Apidaecin 1A (WCX) - plocha piku po WCX purifikaci a nLC

separaci

Vypocitand navratnost apidaecinu 1A po normalizaci vypoctu koncentrace
peptidu neni ovlivnéna ptidavkem interniho standardu (dvoufaktorovda ANOVA, p =
0,118), na druhou stranu navratnost je ovlivnhéna mnozstvim ptidaného analytu
(dvoufaktorovd ANOVA, p = 0,001). ZvySené mnozstvi analytu ve vzorku tedy muize
vést k navratnosti ptesahujici 100%. Opacny trend popisuje Sato et al. (2008), ktery
popisuje vyssi navratnost WCX purifikace bazickych drog s vyuziti SPE kolon u niz§ich
koncentraci analytu. Néavratnost apidaecinu 1A vypoctend bez normalizace na IS se

pohybovala od 40 + 3,9% do 55 + 6,6%. Podobné ndvratnost byla ziskana 1 pro IS, ktera
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se pohybovala od 40 + 2,5% do 48 + 4,6%. Navratnost normalizovana na IS byla od 85
+5,7% do 100 = 7,1%.

5.4.1 Validace metody

Po optimalizaci ptipravy kalibracni pfimky a stanoveni navratnosti celého postupu
purifikace bylo testovana spravnost métenych koncentraci. Jelikoz pocet méteni je
mensi nez 20, byl pro vypocet intervali spolehlivosti méfeni aplikovan Horniiv postup
pivott. Uvedené mnozstvi syntetického standardu bylo piecisténo spolu s biologickou
matrici (hemolymfa nebo homogenat mladusky) a nasledné pteciSténo optimalizovanym

protokolem.

Tab. ¢. 9: Testovani spravnosti stanoveni standardu apidaecinu 1A intervalem

spolehlivosti (Horniiv postup pivotlt).

Apidaecin 1A 0,1 pmol 0,2 pmol 1,0pmol 1,0 pmol” 2,0 pmol

Pocet méfeni 11 9 14 6 4

Stanovované

0,108 0,215 1,025 1,04 1,963
mnozstvi (pmol)

Interval spolehlivosti 0,088 - 0,188 — 0,967 — 0,994- 1,833 -

0,128 0,242 1,083 1,0856 2,094
Odpovidajici

koncentrace v 0,84 1,69 8,43 16,69
hemolymf€ (ng/ul)
Odpovidajici
mnozstvi

2,11 4,21 21,07 21,07 42,14

Vv homogenatu

hrudniku (ng)

stanovovano v homogenétu celé vCely pouzité jaké matrice
Dle Tab. ¢. 9 je patrné, Zze stanovované mnozstvi syntetického standardu

apidaecinu ptidaného k biologickému vzorku vede ke sprdvnému stanoveni, protozZe

stanovované mnozstvi se nachdzi ve vypocteném intervalu spolehlivosti.
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Spodni limit kvantifikace (LLOQ) byl stanoven na 0,1 pmol déavajici pomér
signdlu k Sumu (S/N) v hodnoté¢ 1604. Tato mez ma jest¢ dostateCnou spravnost
stanoveni (Tab. ¢. 9), niz§i hodnoty nevyhovuji podmince spradvnosti stanoveni na
hladiné o = 0,05.

Metoda zahrnujici pfipravu a zpracovani vzorku, purifikaci apidaecinu 1, jeho
detekci a kvantifikaci byla uspéSné vyvinuta a otestovana. Metoda je vysoce citliva,
nebot’ umoziuje métit hladiny apidaecinu 1 v hemolymf€ nebo hrudnicich 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.
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6 Optimalizace méfeni exprese gent peptida abaecinu a isoforem
apidaecinu

Metoda méteni exprese gent kodujicich apidaecin a abaecin byla zavedena pro
rozsiteni sledovani zmén parametrd imunitniho systému vcel. Exprese byla sledovana
Vv celych télech vcel nebo télnich castech, napi. zadeCek veely. Pied zpracovanim byly
vzorky vcel skladovany pti -80 °C. Izolace celkové RNA byla provedena po
piredchozim rozmélnéni tkani v kuliCkovém mlynku. Stanoveni koncentrace a Cistoty
izolovan¢ho vzorku byla provedena spektrofotometricky. Integrita RNA byla sledovana
separaci vzorku na 1,1% w/v agarosovém gelu (Obr. ¢. 14). Izolovana RNA byla
oSetfena DNAsou, aby bylo zabranéno replikaci genomové DNA béhem PCR reakce.
PreciSténa RNA byla piepsana do cDNA. Pomoci PCR reakce byla kontrolovana kvalita
oSetfeni DNAsou 1 pfepis do cDNA. Vysledny produkt reakce byl detegovan na 3% w/v

agarosovém gelu (Obr. ¢. 16).

Vzorky izolované RNA
M B I *

bp

<— 28SRNA
1500 —> - - - — -
1000 —> = & S <— 18SRNA
900 —>

Obr. ¢. 14: Kontrola integrity izolované RNA vyhodnocend pomoci past 18S a

28S RNA. M — marker, B — blank, * degradovany vzorek.
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DNAsou oSetfena RNA
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Obr. €. 15: Produkt PCR amplifikace pro genu kdédujiciho apidaeciny ze vzorku
RNA po osetteni DNAsou. Neptitomnost pasu signalizuje spravné oSetfeni vzorku, M —

marker, +ctrl - pozitivni kontrola.

Produkt PCR reakce templatu cDNA

|

750 —>
500 —>
300 —>
150 —> S ——————

50 —>

Obr. €. 16: Kontrola piepisu RNA do ¢cDNA sledovanim vzniku PCR produktu
genu kodujiciho aktin z cDNA templatu.

6.1.1 Validace primert pro provozni geny

Primery pro provozni geny (,,housekeeping genes*) byly navrzeny dle literatury
(Lourenco et al., 2008). Jako provozni byly zvoleny geny pro aktin (AB023025) a EF-
1o (NM_001014993) (Lourengo et al., 2008). Vhodnost pouziti téchto provoznich gent
byla ovétovana softwarem BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). Na zakladé porovnani

hodnot Cq (hodnota, pti niz dochdzi k nartstu fluorescence nad prah Sumu) provoznich
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genl pro vzorky cDNA ze zpracovanych zadeckl vcel bylo zjisténo, ze hodnoty Cq
obou genti mezi sebou navzajem koreluji (Pearsontiv korela¢ni koeficient) R = 0,719 (p
= 0,001), regresni analyza pouzité aplikace ukazuje, ze Pearsonliv parovy korelacni
koeficient R = 0,92 pro gen kodujici EF-1a a P = 0,94 pro gen kodujici aktin. Oba geny
jsou vhodnymi provoznimi geny, nebot nedochazi ke zméné jejich exprese za rtiznych

podminek a soucasné exprese obou genti vzajemné koreluje.

Tab. ¢. 10: Vysledek regresni analyzy provoznich genti pro EF-1a a aktin pomoci
aplikace BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). Vysledky jsou vyhodnocenim 81 PCR reakci

(triplikaty slouceny v jednu reakci) cDNA piipravenych z 81 vzorki zadecka vcel.

Regresni analyza: HKG vs. BestKeeper

EF-o Aktin
HKG 1 HKG™ 2
VS. VS.
BK™ BK™
korelaéni koeficient [R] 0,92 0,94
koeficient determinace [R?] 0,84 0,88
asek [CP] 1,49 -1,48
smérnice [CP] 0,92 1,08
standardni chyba [CP] +0.301 +0.303
p-hodnota 0,001 0,001
Utinnost of HKG [x-fold] 1,91 2,12

“provozni gen,” BestKeeper

6.1.2 Testovani primera pro sledované geny abaecinu a isoformy apidaecini

Casteels-Josson et al. (1993) publikovali analyzu c¢DNA knihovny pre-
proproteini apidaecinu 14 (gen apidl4, ID 406140), apidaecinu 22 (gen apid22, ID
494510) a apidaecinu 73 (gen apid73, ID 406115). Cilem optimalizace méfeni exprese
gent pro apidaeciny bylo rozlisit jednotlivé varianty gentt Apid14, Apid22 a Apid73.

KrozliSeni exprese genii byly navrZzeny primery pomoci softwaru MU Primer
schopné rozliSit vysledné produkty tak, aby vzniklé amplikony disociovaly pti rliznych
teplotach (Tm). Tim by se staly rozlisitelné, a bylo by tak mozné expresi genu Apid14,
Apid22 a Apid73. V nukleotidové sekvenci cDNA variant genti se opakuji sekvenéni
motivy, a proto dochazelo Kk vazani primert i do jinych nez zamyslenych mist Obr. ¢.
24. V sekvenci neexistuje misto odliSujici se ve vSech tfech genech. PCR s navrZzenymi

primery tak vedla k nékolika smésnym produktim P¥iloha 4.
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Testovanim jednotlivych primert cilenych pro gen kodujici apidaeciny prevzatych
z literatury bylo zjisténo, ze primer z publikace Evans (2006) nevede Kk zadnému
produktu. Primery pro peptid abaecin byly pouzity z publikace Evans (2006) a primery
pro gen Apid14 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 Apid14, Apid22, Apid73. Pii pouziti téchto primert vznika pouze jeden
amplikon PCR (P¥iloha 4), ktery reprezentuje sumarni expresi gent apidaecind.

Gen Apid14 ma alternativni nazev Apidl, ktery bude pouzivan v dalSim textu.
Me¢feni exprese genu Apidl reprezentuje sumu exprese pro vSechny tfi varianty gent

apidaecind.

Pt1 pouZiti uvedenych primerti v PCR reakci vznika pouze jeden produkt, coZ 1ze

dolozit jak na gelu (PFiloha 4), tak i pomoci kiivek tani (Obr. ¢. 17).
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Obr. ¢. 17: Disociaéni teploty (Tm) amplikonu qPCR reakce provedené s primery
pouzitymi pro relativni kvantifikaci exprese. A: EFla-F2; B: Arpl (gen kddujici aktin);
C: LOC4006144 (gen kodujici abaecin); D: Apidl (gen kodujici preprotein apidaecinu
14); zkratky a ¢isla genti, viz. Tab. ¢&. 5.

Béhem optimalizace méfeni exprese byla stanovena uc¢innost jednotlivych primeri
pouzitych pro meéfeni. Méfeno bylo provedeno na nékolika nezédvislych vzorcich

jednotlivych zadeckt veel.
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Tab. ¢ 11: Uginnost jednotlivych primert stanovena z riznych méfeni (Horntiv
postup pivotl pro malé vybéry). Uginnost primert se vzajemné nelisi (ANOVA, p =
0,185).

Arpl EFla-F2 Apidl LOC4006144
Pocet méteni 5 5 5 5
Stifedni hodnota 2,03 2,02 2,08 2,00
Interval spolehlivosti  1,95-2,11 1,98-2,06 1,89-2,26 1,92 - 2,08
Pivotové rozpéti 0,04 0,02 0,09 0,04

Pro méteni exprese genll pro apidaeciny a abaecin byl optimalizovan postup
izolace celkové RNA, piepis do cDNA, kontrola kvality a tispéSnosti jednotlivych krokt
a nasledn¢ 1 metoda qPCR s vyuzitim primert publikovanych v literatute ale ptesto
znova otestovanymi, protoze provozni geny nebyly validovany pro sledovanou télni ¢ast

(zadecky vcel).
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7 Aplikace optimalizovanych metod k analyze experimentalnich vzorki
véel

Dospélé véely medonosné kranského plemene (Apis mellifera carnica) mladsi nez
jeden den byly ziskany vylihnutim plodu za laboratornich podminek (Williams et al.,
2013). Nasledn¢ byly véely rozdéleny do skupin a umistény do chovnych klicek, kde
jim byla podavana rtzna potrava, jejiz vliv byl sledovan.

Vcely v klickdch byly krmeny touto potravou: pouze 50% sacharosou (w/v),
komerénim produktem Feedbee (pylova ndhrazka) 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%). Slozeni pylovych
rousek bylo zjisténo palynografickou analyzou na pracovisti AGES — SPB, Abteilung,
Bienenkunde und Bienenschutz, Lunz am See, Rakousko. Jednotlivé skupiny pylu byly
pied podédnim vcelam homogenizovany a bylo znich vytvofeno ,tésto*, které¢ bylo
plnéno do 10 ml plastovych mikrozkumavek. Vcely byly drzeny v inkubatoru za
standardnich podminek po dobu 18 dni. (Williams et al., 2013).

Obr. ¢. 18: Klicky se v€elami v inkubatoru v priibéhu experimentu.

Po ukonceni experimentu byly pokusné vcely zmrazeny pii -80 °C, za této teploty
byly vzorky uchovany do jejich zpracovani pro nLC-MS a qPCR analyzu. Hrudniky
jednotlivych vcel byly pouzity pro kvantifikaci apidaecinu 1 a zadeckové ¢asti vcel byly
zpracovany pro meéfeni relativni exprese genli pro apidaeciny a abaecin. AmP jsou
syntetizovany predev§im v tukovém télese veel, v mensi mife pak v hemocytech a

bunikach stfeva. AmP jsou produkovany do hemolymfy, ktera koluje celym télem
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véetné hrudniku (Vilmos & Kurucz, 1998). Tukové téleso i stfevo se nachazi praveé
v zadecku véel, a proto byla pro méfeni exprese gentl pro apidaeciny a abaecin vybrdna
prave zadeckova cast vcel a hrudnik pro stanoveni koncentrace aktivnich isoforem

apidaecinu 1.

7.1 Vysledky sledovani obsahu isoforem apidaecinu 1 v tkanich véel a relativni

kvantifikace exprese genii pro apidaeciny a abaecin

Pyl je pro vcely zdrojem proteind a tuki, které jsou nezbytné pro rozvoj vcelstva.
Nutri¢ni kvalita pylu se vSak 1i§i mezi jednotlivymi rostlinami, z nichZ pochazi. Rozdily
byly nalezeny v obsahu proteinti, tukt, cukrti, aminokyselin ale i v antioxida¢ni kapacité
(Di Pasquale et al., 2013). Spatna ¢i nedostate¢na vyziva mize vést k jeho sldbnuti
véelstva a ptipadné az i jeho thynu (Brodschneider & Crailsheim, 2010). Vliv vyzivy
na vceli imunitni systém je sledovan 1 v zavislosti na UspéSnosti zimovani vcelstev.
Wheeler & Robinson (2014) popisuji ovlivnéni exprese mnoha genii v tukovém télese
dospélych vcel jako reakci na krmeni medem, cukrem nebo kukuiicnym cukernym
sirupem. Imunokompetenci vcel lze sledovat méfenim genové exprese jednotlivych
parametri humoralniho imunitniho systému nebo pifimo méfenim jejich aktivity ¢i
koncentrace. Hladiny isoforem apidaecinu 1 vSak dosud nebyly zjistovany v tkanich
jednotlivych véel. Optimalizované metody kvantifikace isoforem apidaecinu 1 pomoci
NLC-MS a relativni exprese gent pro apidaeciny a abaecin metodou qPCR byly vyuzity
pro sledovani vlivu vyzivy na imunokompetenci jednotlivych vcel.

Vysledky poukazuji na vliv proteinové vyzivy na mnozstvi isoforem apidaecinu 1
V hrudni tkdni véel. U v€el krmenych proteinovou vyZivou byla detekovana vySsi
hladina isoforem ve srovnani se skupinou vcel krmenych pouze cukernym roztokem.
Rozdily v hlading€ isoforem apidaecinu 1 se 1i§i i mezi jednotlivymi skupinami vcel
krmenymi proteinovou vyZivou. Skupina krmend pylem slune¢nice ma vyssi
Koncentraci peptidu nez skupina krmena pylem Castanea sativa nebo pylem rostlin rodu
Asparagus.

Krmeni vc€el rliznou proteinovou vyZivou, potazmo pylem, indukuje rozdilnou
expresi gentl pro apidaeciny a abaecin v tkani zadecku dospélych véel. Zatimco exprese
genu Apidl je v porovnani se véelami krmenymi cukrem snizena jen u skupiny krmené

smési pylil, ostatni pokusné skupiny krmené jednodruhovym pylem nebo komerénim
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produktem FeedBee maji expresi genu zvysenou. Rozdilné slozeni potravy u pokusnych
skupin ovlivnilo expresi genu druhého sledovaného peptidu abaecinu odlisné nez u
apidaecind. Exprese genu abaecinu je zvySena pouze u vcel krmenych pylem rostlin
z roku Castanea nebo Asparagus. Zjisténé vysledky indikuji, ze vyziva mtze ovlivnit
parametry humoralniho imunitniho systému na irovni exprese genil i samotné mnozstvi
efektorového AmP v tkanich. Podrobné vysledky a diskuse jsou uvedeny v ptilozeném

rukopisu ¢lanku v PFiloha 7.
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7.2 Zavér

AmP jsou dilezitou slozkou humorélni imunitniho systému vcel. Mohou byt
zkoumany na trovni exprese jejich genii nebo piimo na urovni hladiny samotnych
peptidii v tkanich v€el. Porozuméni vlivu riznych faktort (vyziva, stres, patogeny) na
humordlni imunitni systém pomlze porozumét ztratdm vcelstev i omezeni vlivu
rizikovych faktor, které muze clovék svou cinnosti ovlivnit, napf. pouzivani
agrochemikalii.

Literarni reSerSe o imunité v¢el, antimikrobidlnich peptidech a vyznamu vyzkumu
do praxe byla zpracovana do dvou piehlednych ¢lankt. Clanek s nazvem
»Antimicrobial peptides: a key component of honey bee inate immunity* byl ptijat
k publikovani v ¢asopise Journal of Apicultural Research (P¥iloha 5), druhy ¢lanek byl
uren odborné veterinarni a vcelafské vetfejnosti a byl publikovan v Ceském
recenzovaném casopise Veterinafstvi nazev c¢lanku: Aktudlni védecké poznatky o
imunité a zdravi v¢el (P¥iloha 6).

Tato prace se zamétuje na kvantifikaci mnozstvi antimikrobidlniho peptidu
apidaecinu 1 ve tkanich vcel. Praci s timto peptidem siln¢ komplikuje jeho vysoka
bazicita a rychlé ztraty na povrchu laboratorniho skla a plasta. Protokol pro kvantifikaci
apidaecinu 1 kombinuje iontoméniCovou chromatografii pro purifikaci z tkani, s
nanopratokovou kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii. Metoda byla
publikovana v ¢asopisu Journal of Chromatography A (Pfiloha 1), ¢lanek nese nazev
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 geni pro apidaeciny a abaecin byla
zavedena metoda kvantitativni polymerasové fetézové reakce (qPCR). Metoda zahrnuje
izolaci celkové RNA z tkani véel (zade¢ki), piepis do cDNA a samotnou qPCR reakci
pro stanoveni relativni exprese. Primery pouzité pro reakci byly pievzaty z literatury.
Primery pro provozni geny (Arpl, EFla-F2) byly validovany a pouzity pro stanoveni
relativni exprese genti pro apidaeciny a abaecin.

Vyziva véel je jeden zvyznamnych faktord, ktery mlze ovlivnit
imunokompetenci jednotlivych véel. Zavedené metody kvantifikace hladiny isoforem
apidaecinu 1 a exprese genu pro apidaeciny a abaecin byly vyuzity pro studium vlivu

sloZeni potravy na tyto faktory humoralniho imunitniho systému. Proteinovéa vyZziva je
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nutnd pro vyvoj hrudniku i pro produkci isoforem apidaecinu 1. Krmeni vcel riiznou
proteinovou vyzivou, potazmo pylem, vSak indukuje i rozdilnou expresi genli pro
apidaeciny i abaecin v zadeCku dospélych véel. Vysledky této studie jsou
V ptipravovaném rukopisu odborného c¢lanku, viz. Ptiloha 7: Does the pollen diet
influence the expression and production of antimicrobial peptides in honey bee body
parts?

13
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9 Seznam zkratek

AcN — acetonitril

AmP — antimikrobidlni peptid(y)

ANOVA — analyza rozptylu

BPC — ,,base peak chromatogram

BSA — hovézi sérovy albumin

Cq — hodnota poc¢tu cykla, pti niz doslo k rozliSeni fluorescence od Sumu pii qPCR

FA — kyselina mravenci

G” Gram-negativni

G" - Gram-pozitivni

HPLC — vysokotéinna kapalinova chromatografie

CHCA - a-kyano-4-hydroxy-skoficova 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 — analyzator doby letu

MDA — malondialdehyd

MeOH — methanol

MRJP-1 — Major Royal Jelly Protein-1

MS — hmotnostni spektrometrie

NLC-MS nanopriitokova kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii

PCR- polymerasova fetézova reakce

gPCR — kvantitativni polymerasova fetézova reakce

RP-LC — chromatografie na obracené fazi

SIN -pomér signalu vii¢i Sumu

SCX — silny kationtoménic

SPE — extrakce na pevné fazi

TBA — hydroxid tetrabutylamonia

TFA — trifluoroctova kyselina

TiPP - 1,1,3,3-tetraisopropoxypropan

Tm — disocia¢ni teplota amplikonu
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VSH — Varroa Sensitive Hygiene
WCX — slaby kationtoménic¢
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Priloha 2: Derivatizace apidaecinu 1A malondialdehydem

Postup pripravy ¢inidla a derivatizace silné bazickych peptida

malondialdehydem

Postup pro derivatizaci peptidi a proteinii malondialdehydem je zalozen na specifické
reakci guanidinové skupiny argininu s aldehydovymi skupinami ¢inidla v silné kyselém
prostiedi. Postup pfipravy derivatizaéniho ¢inidla 1,1,3,3,-tetraisopropoxypropanu
(TiPP) byl upraven dle Foettinger et al. (2006). Tti gramy chromatografického sorbentu
Amberlite IRC 50 byly tiikrat promyty 100 ml 3,6% v/v HCI, poté tfikrat vodou a
nakonec tiikrat isopropanolem. Pied pouZitim byl sorbent vysusen v susarn¢.

Navazka 2,5 g sorbentu Amberlite IRC 50 byla smichana s2,47 g 1,1,3,3,-
tetramethoxypropanu v 91 ml isopropanolu a 2 h michana na elektromagnetické
michacce pii laboratorni teploté. Poté byl sorbent dekantovan a kapalna faze byla slita.
Isopropanol a pfi reakci uvolnény methanol byly odstranény na vakuové rotacni odparce
pii laboratorni teploté. Odparek byl znovu rozpustén v 91 ml isopropanolu a opét 2 h
michdn se zreagovanym sorbentem Amberlite IRC 50. Nasledovala dekantace,
isopropanol a methanol byly opét za stejnych podminek odpateny na vakuové odparce.
Vysledny produkt TiPP mél svétle zlutou barvu. Ziskany produkt byl pouzivan bez
dalsiho fedéni.

Radové jednotky pg standardl peptidu apidaecinu nebo bradykininu byly pouZity pro
reakci s TIPP. K 10 pl 250 uM peptidu bylo piidano 50 ul 12M HCI a 3 pl TiPP.
Reakce probihala ve sklenéné zkumavce jednu hodinu pfi laboratorni teploté. Poté byl

peptid 100x ziedén vodou a precistén na Cg Stage Tip.
Vysledky derivatizace malondialdehydem

Foettinger et al. (2006) publikovali metodu vedouci ke sniZeni bazicity peptidu a ke
zvySeni chromatografické retence, fragmentaéniho chovdni a zvySené uspéSnosti
identifikace proteind. Peptidy reaguji v siln¢ kyselém prostiedi s TiPP. Metoda je
zalozena na chemické modifikaci postrannich fetézcl argininu, kdy guanidinova
skupina argininu reaguje s malondialdehydem za vzniku 2-pyrimidylargininu.
Malondialdehyd je vysoce reaktivni sloucenina, proto se k reakcim pouZzivd jeho
acetalova forma. V tomto piipad€ byl pfipraven TiPP, protoZe pouziti methoxy nebo

ethoxy sloucenin vede k vyssi tvorb& vedlejSich produkti reakce: methyl- a ethylesterti
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karboxylové skupiny na C-konci peptidu. Po uspésné derivatizaci jednoho postranniho
fetézce argininu dochazi k navySeni molekulové hmotnosti o 36 Da.

Apidaecin 1 obsahuje ve své sekvenci 3 argininy, takze dle stupné derivatizace nardsta
molekulova hmotnost z 2107,06 Da na 2143,06 Da (1. stupen), 2179,06 Da (2. stupen),
2215,06 Da (3. stupeil). Béhem reak¢ni doby 1 h probéhla derivatizace vSech tii zbytka
argininu, avSak v hmotnostnim spektru byly pozorovatelné¢ i signaly peptidid s 2.

stupném derivatizace.
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Obr. ¢. 19: A — Chromatogram z nLC-MS analyzy derivatizovaného apidaecinu
1A s ukézkou rozdilné retence jednotlivych derivatizovanych stavii apidaecinu 1A; B —
hmotnostni spektrum z MALDI-TOF méfeni, kde lze pozorovat signaly odpovidajici

apidaecinu 1 derivatizovanému do 2. a 3. stupn¢.

Pouziti TiPP skutecné vedlo k potlaceni tvorby esterti, které vznikaly pfi
derivatizaci peptidu pomoci methoxy- a ethoxy- slou¢enin, avSak béhem optimalizace
podminek reakce se nepodatilo dosahnout kvantitativni derivatizace do ttetiho stupné.
Prodlouzeni doby reakce vedlo k rozkladu peptidu a pouziti méné koncentrované¢ HCI
mélo za nasledek spiSe nizsi celkovy vytézek reakce, Vv reakéni smési stile zistavalo
detegovatelné mnozstvi nezreagované¢ho peptidu. Ukdzalo se, Ze vzhledem ke vzniku
vice produktli reakce neni tato metoda vhodnd pro kvantifikaci derivatizovanych
peptidd, ale spie pro studium funkce a struktury proteinti nebo jejich funkce v zivych
systémech (Taniguchi et al., 2013; Qiang et al., 2014).
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Protokol derivatizace byl aplikovan na komplexni vzorek homogenatu vcel, ktery
byl nejdiive piecistén na kolonce obsahujici sorbent SCX Empore. Peptid apidaecin 1
nebyl ve vzorku detekovan ani pied derivatizaci ani po vzniku jednoho z produktt
reakce derivatizace apidaecinu 1 do druhého nebo ttetiho stupné. Po derivatizaci vzorku
doslo k vyraznému zjednoduseni ,,base peak chromatogram* (BPC) chromatogramu pro

m/z 500 — 1500.
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Obr. ¢. 20: BPC chromatogram hmotnostniho spektra m/z 500 — 1000. A —
smésny homogenat 10 vcel preCistény pres SCX Empore sorbent a nasledné
derivatizovan malondialdehydem, B - smésny homogenat 10 vcel precistény pres SCX

Empore sorbent bez nasledné derivatizace.

Onofrejova et al. (2008) uvadi, Zze derivatizace MDA je vhodna pro peptidy
obsahujici az 7 arginini, peptidy s vétSim poctem argininli nejsou derivatizovany
kvantitativné. V ptipadé peptidi s osmi a deviti argininy chybéla K plné derivatizace
peptidu reakce s jednim postrannim fetézcem argininu. Zaroven také uvadi, Ze
prodlouzeni doby reakce na 2 h vede k zvySeni konverze peptidu k plné derivatizaci,
coz se potvrdilo reakci peptidu obsahujiciho 8 argininovych zbytkd. V ptipadé

apidaeicnu probé¢hla derivatizace pouze jednoho argininového zbytku, dalsi dva arginyly
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pritomné v sekvenci peptidu ¢asto modifikovany nebyly. Optimalizace doby reakce
K plné derivatizaci nevedla, stejné¢ tak nahrada nékterych stézejnich chemikalii (HCI).
Jinou moznosti, jak derivatizovat postranni fetézce argininu, je vyuziti 2,3-butandionu
(neboli biacetylu) (Foettinger et al., 2005; Leitner et al., 2007), tato metoda vSak
zkouSena nebyla. Cesta chemické modifikace peptidu vedouci ke snizeni bazicity a
zlepseni jeho chromatografického chovani byla opusténa a vyvoj metody sméfoval

K vyuziti iontoméni¢ové chromatografie.
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Priloha 3: Chromatografickd predseparace vzorku metodou StageTip s
vyuzitim SCX diski

Pro purifikaci vzorkt bylo vyuzito technické uspotadani StageTip zalozené na
plnéni Spicek chromatografickym sorbentem a néasledné mikropurifikaci peptidi ze
vzorku (Rappsilber et al., 2007). Byly vyuzity extrakéni disky obsahujici jednak silny
kationtoméni¢ (SCX) pro predseparaci vzorkl, ale i reverzni fazi (Cg) pevné
fixované v poly(styrendivinylbenzenové) polymerni membrané (Empore 3M) urcené

Kk piecisténi vzorkd pied MS analyzou.

Tab. €. 12: Purifika¢ni podminky pro jednotlivé sorbenty

SCX

aceton (50 pl)

methanol (50 pl)
Ekvilibrace voda (50 pl)

50% v/v HNO3 (2 x 50 ul)

NHsHCO3, pH 9 (2 x 50 pl)

naneseni vzorku
Promyti NH4sHCO3, pH 9 (2 % 50 pl)

Eluce variabilni

Vysledky purifikace na SCX kationtoménicich

IontoméniCova chromatografie na silném katexu byla testovana pro moznost
jejiho vyuziti k purifikaci apidaecinu 1 z homogenatt vcel. Metoda navazuje na
publikaci Rappsilber et al. (2007), kde byl vyuzit technicky snadny a cenové vyhodny
postup CiSténi vzorkd na vysecich diskd sriznym chromatografickym sorbentem.
Jelikoz disk se slabym katexem neni dostupny, byly nejprve pro izolaci apidaecinu 1
ztkdni vcel testovany SpiCky naplnéné vyseky SCX diski (3M). Pii SCX
chromatografii bylo postupovano dle navodu vyrobce k ekvilibraci disku, vzorek byl
nanesen v 30 mM NH;HCO;3; pH 9, dle doporuceni vyrobce byl pro eluci pouzit 0,01M
NaOH. Po eluci byl roztok nejprve zneutralizovan pomoci 0,1M HCI, pak mirné
okyselen 5% kyselinou mravenci a odsolen na Cjg extrakénim disku (3M). Eluce

peptidu z SCX disku byla testovana metodou MALDI-TOF MS.
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Obr. ¢. 21: Hmotnostni spektra testovanych frakci eluce apidaecinu 1 z SCX
disku. Na SCX disk bylo davkovano 500 pmol peptidu, na jedné pozici MALDI
desticky se po odsoleni vzorku pfi plné navratnosti purifikace teoreticky nachéazelo 10

pmol peptidu.

Zvysovani iontové sily elu¢niho roztoku nevedlo k uspokojivému vysledku. Eluce
nebyly reprodukovatelné a navic byly vzorky silné zasolené, coz vedlo k nutnosti
n¢kolikanasobného piecisténi na Cig discich. K eluci ze silného katexu Ize také pouzit
siln€¢ bazicky hydroxid tetrabutylamonia (TBA), kde se ptedpokladalo, ze mize pomoci
eluci apidaecinu 1 a jinych silné bazickych peptidi z SCX disk. TBA je iontové parové
¢inidlo vyuzivané v chromatografii k eluci problematicky se chovajicich latek. U téchto
¢inidel dochazi k navazani na stacionarni fazi, kde ndsledné ovliviiuji retenci analytu
(Zhang et al., 2011). Pro zjisténi vlivu TBA na eluci peptidu z SCX diskd bylo na SCX
disk nandSeno 500 pmol peptidu a na MALDI spot teoreticky 10 pmol apidaecinu 1
(Obr. ¢. 22).
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Obr. ¢. 22: Hmotnostni spektrum eluci standardu apidaecinu pomoci riiznych

modifikaci eluce obsahujici hydroxid tetrabutylamonia (TBA).

Eluce apidaecinu 1 z SCX disku byla sice zvySena, avSak reprodukovatelnost
postupu purifikace znacné kolisala. Peptid byl po eluci rozpustén v mobilni fazi
obsahujici TBA. Odpaieni vzorku na vakuové odparce vedlo k ztraté peptidu z roztoku,
bud’ se rozpadl vlivem siln¢ bazického prostieni, nebo doslo k jeho vazbé na povrch

plastu mikrozkumavky.
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Piiloha 4: Sekvence primeria navrZenych k rozliSeni peptidovych preproteint

apidaecinu

Tab. €. 13: Sekvence primert navrzenych pro rozliSeni jednotlivych preproteint

apidaecinu.
Nazev Identifikator . , , o ,
genu genu Primer5'— 3 Tm (°C) Odkaz Vysledek
F TAGTCGCGGTA
TTTGGGAAT 63,1 bez
Apid22* GB17782 TTTCACGTGCT (Evans, 2006) roduktu
R TCATATTCTTC P
A 63,3
= TCGCCGTGAAC
i a CGGAAGCT 72,5 N
Apid14 406140 o ACGCGGATGAG navrzeno >1 produkt
GTGGTCTC 67,8
F ATCGGAAGCTG
a b AACCCGGC 70,7 N
Apid14 406140 o TGAGGTGGTCT navrzeno >1 produkt
CGGTTGTGG 68,6
F ACTGGAAGCTG
. AACCCGGT 66,0 .
Apid73 406115 o TGAGGTGGTCT navrzeno >1 produkt
TGGTTGTGA 64,4
F ACCGGAAGCTG
. innb AACCCGGC 72,8 N
Apid22 494510 o TGAGGTGGCCT navrzeno >1 produkt
TGGTTGTGG 70,6

a,b

k Zadnym nebo vice amplikonim PCR, viz. Obr. ¢. 23.
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bp M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18
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Obr. ¢. 23: Vizualizace produktit PCR na 3% w/v agarosovém gelu s vyuzitim
primert pouzitych pro optimalizaci metody, detekce bromidem ethidia. M: marker; 1+2:
Apil4®; 3+4: Apid14%; 5+6: Apid22°; 7+8: Apid73; 9+10: Apid22® (Evans, 2006); 11:
blank; 12+13: Arpl (Lourengo et al., 2008); 14+15: EFla-F2 (Lourenco et al., 2008);
16+17: LOC4061 (gen kodujici abaecin) (Evans, 2006); 18: Apidl (gen kodujici
preprotein apidaecin 14, univerzalni primery pro geny Apidl4, Apid22, Apid73)
(Simone et al., 2009).

Na nasledujicim obrazku je ukazana nukleotidova sekvence cDNA genti Apil4,

Api22 a Api73 pro demonstraci opakujicich se motivi.
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Obr. ¢. 24: Porovnani cDNA sekvenci genil pro preproteiny apidaecinl.
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Piiloha 5: Danihlik J., Aronstein K., Petiivalsky M. (in press) Antimicrobial
peptides: A key component of honey bee innate immunity. Journal of Apicultural
Research
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Priloha 6: Danihlik J., Petfivalsky M. (2015) Aktualni védecké poznatky o
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Piiloha 7: Does the pollen diet influence the expression and production of

antimicrobial peptides in honey bee body parts? (manuskript ¢lanku)
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