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2 CILE

Cilem teoretické Casti této bakalarské prace bylo syntetické zpracovani literarni reSerse
0 vybranych skupinach biologicky aktivnich peptidii véely medonosné (Apis mellifera)

a také o jejich vyznamu a ucincich v samotném téle tohoto druhu hmyzu.

V literarni reSersi jsou mimo jiné popsany poznatky o zpusobu zpracovani, izolace

a purifikace biologicky aktivnich peptidu v¢el v minulosti.

Hlavni cil experimentalni ¢asti se tyka vypracovani teoretického protokolu vhodného
zpracovani biologického materialu pro izolaci a purifikaci biologicky aktivnich peptidi
druhu Apis mellifera. Dale je tento pilotni protokol vénovan samotné izolaci a purifikaci
latek za vyuziti soucasné pouzivanych metodik (kapalinova chromatografie, hmotnostni
spektrometrie). Nedilnou soucasti protokolu je také vhodna optimalizace pouzivané

metodiky, za ucelem co nejptesnéjsi izolace a detekce vybranych biologicky aktivnich

peptida vcel.



3 UVOD

V soucasné dob¢ dochazi v porovnani s predeslymi lety a desetiletimi ke znatelnym
ubytktm populaci véely medonosné (Apis mellifera) z doposud neznamych davodd, coz
ma za nasledek nejen vyrazné ohrozeni tohoto druhu, ale i zna¢né ovlivnéni zivota lidské
populace na Zemi (Danihlik et al., 2016). V¢ela medonosna je totiz hlavni opylovacem
rostlin, coz zahrnuje i zem&délské plodiny, ovocné stromy a dalsi pro ¢lovéka velmi
vyznamné plodiny. Dle vanEngelsdorpa a Meixnera (2010) jsou hlavni pfi¢inou ztrat Apis
mellifera zhorSujici se podminky pro jejich pteziti, které jsou zptsobeny jak biotickymi,
tak abiotickymi faktory okolniho prostfedi. V této praci je kladen ddraz na studium
ovlivnéni kvality a délky Zivota tohoto hmyzu pomoci biotickych faktori se zaméfenim

na molekuly s fyziologickymi ucinky v jejich téle — biologicky aktivni peptidy.

Biologicky aktivni peptidy (také bioaktivni peptidy) jsou molekuly se zna¢nym
fyziologickym t¢inkem u vSech zivych organismu. Teoreticka Cast této prace je vénovana
hmyzim bioaktivnim peptidim, které fadime do dvou vétsich skupin zvanych hmyzi
antimikrobialni peptidy (AmPS) a hmyzi peptidové hormony (HPHS). AmPs zajist'uji
mimo jiné okamzitou vlastni imunitni odpoveéd’ veel pii napadeni patogenem (Danihlik et
al., 2016). HPHs navic zajistuji regulaci metabolickych pochodi v pomalejsim
a dlouhodobé&j$im vyhledu nez AmPSs, které ovliviiuji fyzicky stav jedince, jeho chovéni,
adaptaci na prostiedi a také jeho reakce na stresové podminky prostiedi (Kodrik, 2017).
V kapitole navazujici na experimentdlni c¢ast prace je pak vysvétlen princip
prepurifikacnich, purifikacnich a detekénich metod, které jsou soucasné vyuzivany

Vv ramci peptidomického a proteomického studia.

Pro zkoumani konkrétnich bioaktivnich peptidi Apis mellifera je nutné vytvofeni
spravného a co mozna nejSetrnéjSiho postupu izolace, separace a purifikace, detekce
a kvantifikace téchto molekul pomoci sou¢asné pouzivanych metod. PfedloZena prace je
tedy v experimentdlni ¢asti vénovdna vhodné optimalizaci metod, kterymi jsou
kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie, za ucelem prohloubeni znalosti
o vCelich bioaktivnich peptidech spojenych s délkou a kvalitou Zivota jednotlivych

véelstev.



4 LITERARNI RESERSE
4.1 Peptidy

Ruzné peptidy ve vSech zivych organismech vykazuji biologickou aktivitu
a zprostfedkovavaji celou Skalu biologickych funkci. OvSem pro spravnou funkci
VvV organismu je zprvu nutna jejich syntéza a distribuce. Biosynteticky mohou peptidy
vznikat dvéma riznymi zpusoby: ribosomalni a neribosomalni cestou. Biosyntéza peptida
ribosomalni cestou, tedy proces transkripce a nasledné translace, probiha za ucasti tii
zakladnich makromolekularnich komplext: aminoacyl-tRNA synthetasy (EC 6.1.1.-;
aaRS), elongac¢niho faktoru a velké ribosomalni podjednotky. Zminénym mechanismem
dochazi k tvorbé peptidi a proteini ve vétSiné zivych organismi. Naproti tomu,
pfi neribosomalni syntéze peptidi, tedy tvorbé peptidit mimo riboSom za iasti synthetas,
organismus vyuziva (mimo jiné) nasledujici proteiny: adenyla¢ni doménu peptidu,
peptidyl carrier protein (PCP) a kondenza¢ni doménu peptidu (Finking a Marahiel, 2004).
Takovéto tvorby peptidii a proteinti jsou schopny predev§im mikroorganismy (bakterie,
houby), vyuzivajici enzym nonribosomal peptide synthetase (EC 6.3.2.-; NRPSs) (Hahn
a Stachelhaus, 2004). V posledni fad¢ existuji také peptidy, které jsou sice syntetizovany
Vv ribosomech, ale poté jsou pfeménovany pomoci enzymu, coz vede k velké rozmanitosti
pole ptisobnosti téchto latek. Konkrétné¢ se jedna o bakteriociny a mikrociny, které slouzi

K inspiraci pti vyvoji novych modifikaci antibiotik (Duquesne et al., 2007).

Aminokyseliny (AMK) jsou molekuly, které obsahuji jednak aminoskupinu (-NH2),
ale také karboxylovou skupinu (-COOH). Diilezité pro tvorbu peptidi a proteind jsou
ty AMK, které obsahuji aminoskupinu na uhliku sousedicim s karboxylovou skupinou,
ajsou nazyvany 2-aminokyseliny (¢ a-aminokyseliny) —doposud je znamych
22 proteinogennich AMK (Hertweck, 2011). Spojenim téchto molekul pomoci vyse
uvedenych skupin do jednoho fetézce vznikaji peptidy. Konkrétné zde dochazi k uvolnéni
molekuly vody (H20), kdy se z aminoskupiny odstépi jeden vodik, a z karboxylové
skupiny se odlou¢i hydroxylova skupina (OH"). Jsou tak utvotfeny zbytky jednotlivych
AMK zvané také residua tvotici spolu kovalentni amidovou vazbu, ktera je vice zndma

pod nazvem peptidova vazba (JCBN, 1984; Obr. 1).
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Obrazek 1: Struktura peptidové vazby (ukazka na molekule glycylglycinamidu); vytvofeno
v programu ChemSketch — horni ¢ast a PyMOL — dolni ¢ast.

Vzniklé peptidy mizeme rozdélit podle jejich délky a také podle zplisobu navazani
jednotlivych AMK v peptidovém fetézci. Podle poctu spojenych residui je délime na
oligopeptidy (s po¢tem mensim nez 10-20) a polypeptidy (s poctem vétsim nez 10-20)
(JCBN, 1984; Moss et al., 1995). Potadi jednotlivych AMK v peptidu udava jeho
primarni strukturu, jez uzce souvisi s biologickou aktivitou dané biomakromolekuly
(Murray, 2002). Rozliseni polypeptidii a proteinti se na zaklad¢ rtznych zdroju lisi,
nicméné dle Mosse et al. (1995) je povazovan za protein polypeptid s molekulovou
hmotnosti pfesahujici 10 kDa (tedy polypeptid tvoten cirka 50 AMK). Je nutno také
rozliSovat, kterd aminoskupina a ktera karboxylova skupina jednotlivych AMK se ucastni
tvorby peptidové vazby — peptidy s vazbou vytvoienou z karboxylové skupiny na prvni
pozici a z aminoskupiny na druhé pozici nazyvame eupeptidy (peptidy obsahujici
eupeptidickou vazbu), oviem pokud je na karboxylovou skupinu navazana aminoskupina
nachazejici se v jiné pozici, bavime se o takzvanych izopeptidech (peptidy obsahujici
izopeptidickou vazbu) (JCBN, 1984). Aminokyseliny nachazejici se na koncich
oligopeptidového ¢i polypetidového fetézce obsahuji volné skupiny, na kterych neni
navazana dalsi AMK. Podle chemické struktury tohoto zbytku se bavime o C-konci (C-
terminus), jenz obsahuje volnou karboxylovou skupinu, a N-konci (N-terminus), ktery

disponuje volnou aminoskupinou. Tyto konce mohou byt také blokovany
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ur¢itymi molekulami — C-terminus aminoskupinou a N-terminus pyruglutamovou
kyselinou — napft. u biologicky aktivnich peptidi hmyzu, konkrétnéji u adipokinetickych
hormont (AKHS) (Kodrik, 2017; viz kapitola 4.4).

Jejich funkce jsou Sirokospektré. Jsou to zdkladni stavebni kameny proteind, které
samy o0 sobé tvoii konkrétné u ¢lovéka pétinu jeho télesné hmotnosti (Stern, 2011). Déle
zajistuji imunitni odezvu a regulaci organismu, jelikoz jsou hlavni slozkou enzymu
anckterych hormontt a v neposledni fadé slouzi také k medicinskym uceltim,

napf. K tvorbé antibiotik a vakcin (Murray, 2002).

Peptidy Ize syntetizovat také chemicky. Reakce ovSsem museji probihat za sou¢asného
pouziti chranicich skupin (protecting groups), které maji za ukol ochranit reaktivni
skupiny na postrannich fetézcich jednotlivych aminokyselin, aby zde chemickou reakci
nedochdzelo k tvorbé smési riznych produkti. Dulezitou roli hraje také smér tvorby
peptidi, kde hlavnim rozdilem mezi uméle syntetizovanym a biosyntetizovanym
peptidem je, Ze syntéza peptidii v organismech probiha od N-konce smérem k C-konci,

kdezto pfi chemické syntéze je tomu naopak (Isidro-Llobet et al., 2009).
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4.2 Biologicky aktivni peptidy

Jako podmnozinu peptidit mtizeme oznacit biologicky aktivni peptidy, ¢i nékdy nazyvané
bioaktivni peptidy. Z chemického hlediska se fadi mezi oligopeptidy a polypeptidy se
specifickymi schopnostmi a ucinky ovliviiyjici chod vSech zivocichd a rostlin na nasi
planeté. Podle Sancheze a Vazqueze (2017) sestavaji tedy obycejné, ne vSak vylu¢né, ze 2
az 20 AMK za soucasné piitomnosti prolinu, lysinu a argininu, kterézto jsou obohacené
také o hydrofobni AMK. Toto je obecné platna definice, ovSem mezi objevenymi
bioaktivnimi peptidy se nachazi i velky pocet téchto latek, které danou definici
nespliiuji —at’” uz svym slozenim ¢i délkou postrannich a hlavnich fetézci. Jejich
specifické slozeni je jednou z moznych piicin, pro¢ vykazuji (oproti klasickym peptidiim)
rezistenci vuci jejich rozkladu enzymy zvanymi peptidasy (EC 3.4.X.Y) (Kitts a Weiler,
2003).

Bioaktivni peptidy miizeme rozdé€lit na zédkladé hned nékolika parametri. Témito
parametry jsou napt. zivocichové, ze kterych pochazeji, jejich zpusob syntézy, funkce
a mechanismus G¢inku. Nazorné rozdéleni je vyobrazeno v tabulce (Tab. 1). Je vSak
nutno uvést, ze toto rozdéleni neni zcela striktni, jelikoz se jednotlivé bioaktivni peptidy

mohou nachazet ve vice jak jedné z peptidovych skupin.
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421 PUVOD BIOLOGICKY AKTIVNiCH PEPTIDU

Podle pivodu vzniku jednotlivych biologicky aktivnich peptidu existuji 2 velké skupiny:
endogenni a exogenni. Pfi¢emz endogenni Si organismus dokaze vytvofit sam Vv zavislosti
na uréitou stresovou Situaci zpuisobenou jednak podnétem z okolniho prostiedi
(napf. napadeni cizorodymi chemikaliemi ¢i organismy), ale také tieba pii regulaci

nejruznéjsich metabolickych pochodl uvnitt organismu samotného.

Exogenni bioaktivni peptidy jsou naproti tomu ziskavany predevsim tradvenim pftijaté
potravy a biologického materialu, jeZ obsahuje bud’ rostlinné, nebo Zivo¢isné biologicky
aktivni molekuly. Z toho divodu jsou jednim ze dvou hlavnich zdroji exogennich
bioaktivnich peptidli pro organismy rostliny — konkrétné napt. kukuftice, sdja (Singh et
al., 2014), psenice, ale i houby (Mdller et al., 2008). Druhy zdroj piedstavuje zivocisny
biologicky material — pro Clovéka a dal§i organismy zejména hovézi maso, krev
(Przybylski et al., 2016), zZelatina (Lassoued et al., 2015), vejce, mléko, syr, mlécné
produkty (Mohanty et al., 2016) a ryby (Mdller et al., 2008; Sanchez a Vazquez, 2017).

Soucasné je vSak stale vétsim trendem synteticka produkce biologicky aktivnich latek,
jez zahrnuji pravé i bioaktivni peptidy. Moderni chemie a biochemie jiz odhalila
nepteberné mnozstvi zpusobi, jak konkrétni biomolekuly s co nejvyssi piesnosti, Cistotou
a nendroc¢nosti pfipravit, nicmén¢ stale usiluje 0 jejich zdokonaleni a o vyvoj novych
metod. Syntetické bioaktivni peptidy se tudiz vyrabi jak v laboratornim, tak
I v primyslovém méfitku, a to bud’ modifikaci jiz existujicich peptidi a proteint (napft.
z vyse uvedenych zdroji) (Korhonen, 2009), nebo tvorbou organickych molekul pomoci

chemické syntézy (Sanchez a Vazquez, 2017).

Hlavni metodou produkce peptidi pomoci modifikaci jejich izolovanych
nesyntetickych prekurzori je podle Korhonena (2003; 2009) enzymatickd hydrolyza
travicimi enzymy, fermentaci mléka proteolytickou kulturou a proteolyza pomoci
enzymu ziskanych z mikroorganismi a rostlin. Chemicka syntéza peptidti probiha napf-.
na pevné fazi — tak zvana solid-phase peptide synthesis (SPPS) (Hackenberger
a Schwarzer, 2008), nebo in silico cestou (Udenigwe et al., 2013). Témito a také mnoha
jinymi zpasoby lze tudiz vytvaret nové biologicky aktivni peptidy anebo ty stavajici

modifikovat.
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4.2.2 MODIFIKACE BIOLOGICKY AKTIVNICH PEPTIDU

V soucasné dobé¢ existuje nepteberné mnozstvi modifikaci bioaktivnich peptidi. Pro lepsi
orientaci Vv této problematice je miizeme rozdélit na 3 skupiny modifikaci: kotransla¢ni,
posttranslacni a posttranskrip¢ni, které se od sebe 1i$i zdsadnimi rozdily. Protein ¢i peptid

vznika v organismu procesem transkripce a nasledné translace (viz kapitola 4.1).

Kotranslatni modifikace peptidu probihd soucasné s témito procesy a je tedy
syntetizovan jiz modifikovany produkt. Jako piiklad této modifikace l1ze uvést kovalentni
navazani sacharidovych residui na AMK asparagin za souc¢asné¢ho vzniku glykoproteinti
(Kodicek, 2007a). Tento proces se u Cloveéka 1 ostatnich eukaryotickych organismu
odehrava v endoplazmatickém retikulu. Obdobné mutze dochdzet k navazani napf.

lipidovych residui na dany protein, ¢i peptid.

Posttranskripéni modifikaci rozumime pfeménu ribonukleové kyseliny (RNA), ktera
se odehrava mezi déji transkripce a translace. V praxi to znamena, Ze je nejprve vytvorena
RNA piepisem z deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a po jeji kompletaci nastdva
samotnd kovalentni modifikace chemickou cestou. Tu pak délime podle ménici se Casti

nasledovné (Kodicek, 2007¢):

1. Modifikace AMK obsahujici heterocyklické kruhy, ptficemz vznikaji baze
nukleovych kyselin, které se v organismech vyskytuji pouze ziidka — tyto
modifikace je mozné pozorovat majoritn€ u transferové RNA (tRNA);

2. Exkluse (vyseknuti) nekddujicich sekvenci z genit — u RNA je znamé tato
modifikace pod pojmem RNA splicing. Ped vysvétlenim tohoto déje je nutno si
definovat pojem intron, coz je nekodujici sekvence DNA (ta ¢ast genu, ktera
neobsahuje genetickou informaci), podle které se tvoii RNA. Pfi modifikaci zvané
RNA splicing tedy dochazi k exkluzi intronii z RNA, za ticelem vzniku RNA, ktera
se funk¢né podili na translaci.

3. Pfeména konce fetézce RNA — K tomuto tikonu dochazi pfevazné ve struktuie
mediatorové RNA (mRNA) a nazyva se mRNA cap (mRNA ¢epicka). V podstaté
jde o navéazani guanosinu na mRNA atypickou vazbou, které se ucastni tfi
fosfatové zbytky tvofici tzv. trifosfatovy mistek mezi reagujicimi molekulami.
Pozice vazby, kterd se u obou residui nachdzi v ribosové €asti na pozici 5,
zaprti¢inuje schopnost produktu vazat se na ribosom. Vazba také chrani 5’-konec
ribosové ¢asti mRNA pifed hydrolytickym Stépenim enzymy, které se v buiice
nachazeji (Kodicek, 2007d).

16



Posttransla¢ni modifikace je specificka v kovalentni pfeméné proteinu, nebo peptidu
az po jeho vytvoreni — neni tedy zasahovano do tvorby bilkovinnych latek tvofenych na
ribosomu. Dle Kodi¢ka (2007b), ktery mimo jiné upozorfiuje na zaménu kotransla¢nich
a posttranslacnich modifikaci, je mozno posttranslacni modifikace d¢lit do nasledujicich

skupin:

1. Modifikace na postrannich feté¢zcich AMK:
a) Oxidace AMK obsahujici siru (cystein) za tvorby disulfidickych mastkd;
b) Fosforylace peptidi (proteinti) za vzniku fosforylovanych produktu;
¢) Hydroxylace AMK (napt. prolinu a lysinu — dtlezita slozka kolagenu);
a) Konjugace sacharidovych residui s AMK za tvorby glykoproteint;
2. Aktivace peptidl (proteinti) fizenou proteolyzou:
a) Ostépeni N-terminalniho methioninu;
b) Odstépeni N-terminalnich sekvenci (pre-sekvence a pro-sekvence), které
rozhoduji o dalSich funkcich nové vzniklého peptidu, ¢i proteinu;
3. Piipojeni prosthetickych skupin (napt. kyseliny lipoové, biotinu, hemu,
pyridoxalfosfatu a jiné) za vzniku latek s velmi specifickou funkci;

4. Ptipojeni kovovych iont, diky kterému vznikaji metaloproteiny.

423 FUNKCE A FYZIOLOGICKY VYZNAM BIOLOGICKY AKTIVNICH
PEPTIDU
Ulohy bioaktivnich peptidii v organismech jsou aZ nepiedstavitelnd rozmanité, jelikoz
ovliviiuji nejen jeho vyvoj, metabolické pochody a fungovani, ale i socialni citéni a
chovani jednotlivce na zaklad¢é jeho biologickych potieb. Neméné dilezité jsou také
bioaktivni peptidy podilejici se na imunitni a obranné odpovédi jedince na stresové
podminky, at’ uz pii oxidacnim stresu jedince, jeho napadeni patogenem nebo také pfi
pocitu  nebezpe¢i (pfi napadeni predatorem). Na tyto situace odpovida
jedinec — prostiednictvim bioaktivnich peptidi — aktivaci humoralni imunity, ¢i lokomoci

(Kastin, 2013).

Kupftikladu u ¢lovéka se bioaktivni peptidy vyskytuji na né€kolika rdznych mistech
podle své funkce — v hypotalamu a hypofyze kontrolujici spravné fungovani nervové
soustavy a spravnou exkreci hormont (které mohou také obsahovat bioaktivni peptidy),
Vv gastrointestinalnim traktu obstaravajici spravné traveni potravy a zisk Zivin,
Vv pohlavnich organech zpiisobujici vznik pohlavnich znakl a schopnost se rozmnoZovat,

V jatrech, srdci a jinych tkanich (Wang a de Mejia, 2005).
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Hmyzi biologicky aktivni peptidy jsou fazeny do dvou vétsich skupin zvanych hmyzi
antimikrobidlni peptidy (AmPS) a hmyzi peptidové hormony (HPHS), pficemz kazda
ze skupin ma svou specifickou tlohu v hmyzim organismu jedince, ale také v celém
spolecenstvi — pokud se bavime o socidlnim hmyzu. Podrobné¢ji bude AmPs a HPHs

pojednano v nasledujicich kapitolach (viz kapitola 4.3; 4.4).

Hmyzi AmPs zajistuji okamzitou vlastni imunitni odpovéd” hmyzu pii napadeni
patogenem. Pfirozen¢ se nachazeji v hemolymfé a zplisobuji sekreci hmyzich
humoralnich faktord v hemocytech (bunky hemolymfy —  krve* hmyzu) a tukovém
télese. Dle Danihlika et al. (2016) je hmyzi vrozena imunita rozlozena do tfi urovni:
fyzické bariéra jako nejnizsi stupen ochrany, poté imunita zprostfedkovavana bunkami,
a nakonec mimobunéénd humoralni imunita zahrnujici prdvé AmPsS. Pii spravné
funk¢nosti vSech diive zminénych komponent je tedy hmyz, respektive socidlni hmyz,

dostatecné chranén pted svymi pfirozenymi patogeny.

HPHSs navic zajist'uji regulaci metabolickych pochodii v pomalej$im a dlouhodobéj$im
vyhledu nez AmPs, které ovlivituji fyzicky stav jedince, jeho chovani, adaptaci
na prostiedi a také reakce jedince na stresové podminky prostiedi. Konkrétné tidi
napft. svlékani a metamorfézu jedince, jeho fyzickou a pohlavni zralost, rozmnozovéni,
schopnost ménit barvu ¢i svalovou kontrakci — mimo jiné pii lokomocnich pohybech
(Goldsworthy et al., 2002a; Kodrik, 2017). Hlavni tlohu v téchto pochodech zajist'uje

hmyzi hormonalni soustava (Kodrik, 2014).
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4.3 Antimikrobialni peptidy

43.1 HISTORIE OBJEVU

Objev AmPs je datovan do pocatku 20. stoleti (rok 1922), kdy sir Alexander Fleming
objevil prvni peptid s biologickou aktivitou v lidském hlenu, ktery byl pozdéji nazvan
lysozym (Zhang a Gallo, 2016). Pozd¢jsi studie ovSsem potvrdily jeho mechanismus
ucinku, ktery spociva v enzymatickém rozkladu bunécné stény patogenti, kdezto
antimikrobialni aktivita AmPs neni zpisobena enzymaticky (Vocaldo et al., 2001;
Phoenix et al., 2013). Lysozym tedy nelze povazovat za AmP v pravém slova smyslu,
nicméné stal jeho objev na pocatku obrovského zajmu o studium téchto latek a jejich
terapeutického G¢inku spojeného s antimikrobialni aktivitou. Po objevu lysozymu byly
vroce 1939 objeveny peptidy, pozdéji nazvané gramicidiny, vykazujici biologicky
ucinek vici Gram pozitivnim bakteriim, které mohou byt povazovany za prvni objevené
AmPs a byly pozdé&ji vyuzity k tvorbé antibiotik (Dubos, 1939; Van Epps, 2006; Phoenix
etal., 2013).

V této dobé nebylo zcela zfejmé, jakym zplsobem se brani urcité fise
organismil — zejména rostliny a hmyz vii¢i patogeniim. Tyto fiSe totiz postradaji zakladni
znaky ziskané imunity, kterda ma za kol zneskodnéni cizorodych latek a organismii. Tato
skute¢nost odstartovala mnoho studii se zaméfenim na AmPs u riznych druhti rostlin
a hmyzu. Za zminku stoji, ze Zeya a Spitznagel (1963) popsali na zac¢atku Sedesatych let
20. stoleti AmPs v sav€ich neutrofilnich granulocytech a v roce 1972 byl popsan
biologicky aktivni peptid cecropin zpusobujici v téle jedince Drosophila melanogaster
silnou imunitni odpovéd’ na piitomnost patogenu Aerobacter cloacae (Boman et al.,
1972). Nejvétsi zajem o studium AmPs podnitila studie skupiny védct vedenych Hansem
G. Bomanema z roku 1981 potvrzujici pfitomnost téchto latek témét ve vSech druzich
hmyzu, které¢ byly zkoumany (Pasupuleti et al., 2011). Nasledujicim milnikem studia
AmPs byla prace Zasloffa (1987), jeZz popisovala novou skupinu AmPs s nazvem
megaininy. Struktura téchto latek neméla takovy vyznam jako fakt, Ze byly izolovany
z téla Zab rodu Xenopus, coz odstartovalo jejich studium napfi¢ vSemi Zivo€isnymi fiSemi
(Pasupuleti et al., 2011), pficemz je v soucasné dobé popsano v Databazi antimikrobialni
aktivity a struktury peptidd (,, The Database of Antimicrobial Activity and Structure of
Peptides®) mnozstvi AmPs piesahujici pocet 15000 (Pirtskhalava et al., 2021).

Metody pouzité pro identifikaci, purifikaci a kvantifikaci AmPs byly omezeny dobou,
ve které byly provadény konkrétni studie. V pribéhu let byly pouzivany rtzné typy
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elektroforézy — napt. zonova elektroforéza (Zeva a Spitznagel, 1963), ke které se
postupné piidavaly nové vyvijené metody, zejména chromatografické (Steiner et al.,
1981). S rozvojem techniky doslo k moznosti velmi piesné detekce AmPs pomoci metody
hmotnostni spektrometrie (Danihlik et al., 2014), mimo kterou byly vyvinuty také metody
imunochemické slouzici k identifikaci latek na zaklad¢ jejich vazby s ptislusnou
protilatkou, kterazto metoda ma pro danou molekulu velkou specifitu. Velmi pouzivanou
je také v soucCasné dobé metoda zvana ,,Polymerase chain reaction (PCR), ktera

umoziuje studium genové exprese AmPs (Danihlik et al., 2016).

432 PUVOD A FUNKCE

AmPs jsou biomolekuly vyskytujici se témét ve vSech organismech. Zde mohou vznikat
dvéma zpusoby, a to jednak translaci, ktera probiha v ribosomech, ale také mohou byt
vytvofeny pomoci neribosomalni syntézy. Prvni z vyse uvedenych zptsobt je typicky pro
vétSinu organismi, ovSem neribosomalni zpusob je specificky pro bakterie (Hancock
a Chapple, 1999). Takto jsou u vyssich organismi produkovany bufikami hostitele jako
odpovéd’ na jeho napadeni patogeny, které piedstavuji bakterie, kvasinky, mikroskopické
houby, ale také rakovinotvorné bunky (Zhang a Gallo, 2016). Pfi¢emz maji schopnost
bud’ znicit tyto patogeny, nebo aktivovat imunitni reakci hostitele, tedy aktivovat patfi¢né
signalni drahy, coz vede také ke zniceni patogentl. Predstavuji tedy hlavni slozku vrozené

imunity vSech téchto organisma (Mahlapuu et al., 2016).

433 PRINCIP UCINKU

Hancock a Sahl (2006) ve své praci popisuji, ze schopnost piimého zniceni dané¢ho
patogenu je umoZnéna amfifilnimi a kationickymi vlastnostmi AmPS, jelikoZ se
na povrchu bakterialnich bunék nachazi zaporny néaboj, ktery je zplsoben piitomnosti
kyselych polymert — témito hlavnimi polymery jsou lipopolysacharidy (LPSs) u Gram-
negativnich bun¢k a kyselina lipoteichoova u Gram-pozitivnich bunék. Pti interakci
opacnych nébojii poté dochdzi k hromadéni AmPs v blizkosti patogennich bunék.
Nasledné dojde ke kontaktu povrchu buiiky a peptidu, ktery poté piejde do membrany
a interaguje s ni (konkrétné s vrchnimi ¢astmi mastnych kyselin, kterymi jsou tvoieny
fosfolipidy). Membrana je timto naruSena a dochazi ke ztraté dulezitych metabolitd
a iontd vedouci ke zni¢eni cizorodého organismu (Yeaman a Yount, 2003). AmPs ovsem
také mohou zpiisobit jen ztenceni této membrany, jelikoZ mohou byt cileny na konkrétni

metabolity a molekuly uvniti bakterialni bunky. Peptidy tedy projdou do bunky patogenu

vvvvvv
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syntetické a enzymatické pochody v bunce (Mahlapuu et al., 2016). Dusledkem tohoto

pusobeni je také zniCeni cilené bunky (Obr. 2).

Vedle cilené degradace patogennich bunék mohou AmMPs slouzit jako
imunomodulatory, tedy molekuly odpovédné za imunitni odpovéd’ organismu. V tomto
procesu stimuluji napf. chemotaxi, diferenciaci bun¢k schopnych fagocytovat patogen
a aktivaci ziskané imunity. Uvedené pochody nésledné stimuluji navazujici pochody jako
je potlac¢eni Toll-like receptori (TLRS), produkce prozanétlivych cytokinu a anti-
endotoxinovych aktivatora (Obr. 2). Potladeni téchto tfi zminénych mechanismt
zabraiiuje nadmérné imunitni reakci (véetné sepse), kterd miize byt pro organismus velmi

Skodliva (Mahlapuu et al., 2016).

Antimikrobidlni peptid (AmP)
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Obrazek 2: Schematické znazornéni mechanismu zneSkodnéni bakterialni bunky hostitelem
zprostiedkované pomoci AmPs (MAVS — mitochondrial antiviral signaling protein;
LPS — lipopolysacharid; LTA — lipoteichoova kyselina; TLR —  toll-like receptor;
dsRNA — double-stranded (dvouvlaknova) RNA; sSRNA — single-stranded (jednovldknova)
RNA); upraveno z Zhang a Gallo, 2016.

Imunitni reakce zprostiedkovana AmPS probiha s vysokou specifitou z toho divodu,
aby napft. peptidy majici za kol nicit patogenni bunky ¢lovéka nezacaly atakovat bunky
t€lu vlastni. Specifita AmPS je zaloZzena na mnoha kritériich. Mahlapuu et al. (2016)
a Yeaman a Yount (2003) kladou ve svych pracich diraz zejména na rozdilné slozeni
cytoplazmatické membrany, ktera je obecné u savcl bohata na zwitterionové fosfolipidy
zpusobujici jeji neutrdlni ndboj. Neméné¢ dualezitym diavodem je také rozdilny
transmembranovy potencial bungk, pfi¢emz sav¢i buitka vykazuje potencial mezi -90 az
-110 mV, kdeZto bakterialni buiika mezi -130 az -150 mV. Sav¢i buiiky obsahuji na rozdil

od bakteridlnich také vysoky podil cholesterolu, ktery znesnadiiuje vazbu AmPS na
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membranu. Cholesterol totiz nejen stabilizuje fosfolipidovou dvojvrstvu, ale mize také

interagovat se samotnymi AmPs (Zasloff, 2002).

Pti sebemensim poruseni signalnich drah, které jsou spojeny s expresi AmPS, dochazi
k mén¢ zavaznym az k fatalnim onemocnénim organismu. Tyto onemocnéni se projevuji
nadmérnou expresi AmMPSs, nebo naopak selhdnim imunitni odpovédi pfi jejich nedostatku

a souhrnné je nazyvame autoimunitni onemocnéni (Zasloff, 2002; Zhang a Gallo, 2016).

434 CHEMICKE SLOZENI A STRUKTURA

AmPs jsou podmnozinou biologicky aktivnich peptidi, tudiz se svou strukturou t€émto
biomolekulam podobaji — ale ne doslova. Jedna se o relativné kratsi peptidy, které se ale
pohybuji dle rozdé€leni jak v oblasti oligopeptidu, tak i polypeptidu, jelikoz jsou slozeny
pievazné z 10 az 50 AMK (Hancock a Sahl, 2006; Zhang a Gallo, 2016). Jejich fetézec
mize ovSem sestavat z poctu blizicimu se 100 AMK (Pasupuleti et al., 2011). Zasadni
vlastnosti AmPS je skutecnost, Ze obsahuji AMK s postrannimi skupinami zpisobujici
jejich pozitivni naboj (pfedevs§im lysin a arginin), ktery se pohybuje v rozmezi od +2
do +11 (Yeaman a Yount, 2003; Mahlapuu et al., 2016). Dalsim specifickym znakem,
ktery definuje typické vlastnosti AmPs, je az polovi¢ni pomér v zastoupeni hydrofobnich
residui vzhledem k celému peptidu (Pasupuleti et al., 2011). Vztazeno na rozdily
v sekundarni struktuie téchto peptidi, AmPS jsou rozdéleny na 3 druhy: helikdlni
(tvofeny a-helixem), peptidy tvofené B-skladanym listem a peptidy s tzv. ,,random-coil*
strukturou (Nguyen et al., 2011; Pasupuleti et al., 2011; Mahlapuu et al., 2016).

Sekundarni struktura helikalnich AmPS je podminéna okolnim prostfedim. Ve vodném
prostiedi ztraci a-helix svou strukturu, jelikoz tento typ peptidil je slozen z asi 50 %
Z hydrofobnich rezidui (Pasupuleti et al., 2011). Pfi ptiblizeni a kontaktu s lipidovou
membranou ov§em dochazi k jeji interakci s témito rezidui, coz zpusobi znovuobnoveni
helikalni struktury peptidu. Tento AmMP ma nyni amfifilni vlastnosti, které jsou zavislé
prave na vzniklé helikalni struktuie — hydrofobni rezidua se nachazeji vné peptidu, tvotici

hydrofilni prostedi ve vnitini ¢asti struktury (Gesell et al., 1997).

AmPs, jejichz sekundarni struktura je tvoiena B-skladanym listem, jsou v kontrastu
S helikdlnimi AmPs uspofadanéjsi ve vodném prostiedi. Pfi priniku do membran
cizorodych organismu také, v porovnani s predeslymi, nedochdzi k majoritnim zménam

V jejich struktuie (Mahlapuu et al., 2016). Maji pevnou a vétsinou cyklickou strukturu,
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ktera je mimo jiné zplsobena disulfidovymi mistky (Pasupuleti et al., 2011). Jejich

ptitomnost souvisi se zachovanim stability struktury peptidu (Yeaman a Yount, 2003).

Posledni druh AmPs, v zavislosti na rozd€leni podle jejich sekundarni struktury,
predstavuji peptidy s ,,nahodnou‘ ¢i ,,flexibilni strukturou neboli random-coil structure
AmPs. Zminény druh neobsahuje doposud zndmé typy sekundérnich struktur, jeho
typickym znakem je ovSem vyssi obsah AMK prolinu, tryptofanu a argininu, pficemz
také nabyva amfifilniho charakteru po interakci s lipidovou membranou patogenu
(Nguyen et al., 2011). Takahashi et al. (2010) ve své praci uvadi, ze je tento typ peptidi
také mnohdy obohacen o AMK histidin a glycin.

Tyto peptidy mohou byt ovsem klasifikovany dle mnoha dalSich kritérii, kterymi jsou
zdroje AmPs, jejich prekurzory, mira intramolekularnich vazeb a mnoho dalsich (Yeaman
a Yount, 2003).

435 ANTIMIKROBIALN{ PEPTIDY VCELY MEDONOSNE

Pfi porovnani s doposud objevenymi AmPs bylo v hemolymf¢ Apis mellifera objeveno
pouze malé mnozstvi téchto biologicky aktivnich latek, pod které spadd 7 konkrétnich
AmPs: apidaeciny (Ia, Ib a II), abaecin, defensiny (I a II) a hymenoptaecin (Danihlik et
al., 2016; Tab. 2). Mira exprese gentt AmPs u Apis mellifera je aktivovana pfislusnymi
bakterialnimi infekcemi, které aktivuji signalni drahy pro konkrétni AmPs (Casteels-
Josson et al., 1993; Randolt et al., 2008; Richard et al., 2012; Danihlik et al., 2016).

Tabulka 2: Prrehled vyznamnych AmPs véely medonosné se zaméienim na usporadani sekvenci
AMK v jejich strukture; vytvoreno podle: Danihlik et al., 2016.

Nazev AmP Sekvence AMK Pocet AMK
Apidaecin la  GNNRPVYIPQPRPPHPRI 18
Apidaecin Ib  GNNRPVYIPQPRPPHPRL 18
Apidaecin Il GNNRPIYIPQPRPPHPRL 18
Abaecin YVPLPNVPQPGRRPFPTFPGQGPFNPKIKWPQGY 34
Defensin | VTCDLLSFKGQVNDSACAANCLSLGKAGGHCEKGVCI 51
CRKTSFKDLWDKRF
Defensin 11 SVPKVVYDGPIYELRQIEEENIEPDTELMDSNEPLLP 85
LRHRRVTCDVLSWQSKWLSINHSACAIRCLAQRRKGG
SCRNGVCICRK
Hymenoptaecin QERGSIVIQGTKEGKSRPSLDIDYKQRVYDKNGMTGD 93
AYGGLNIRPGQPSRQHAGFEFGKEYKNGFIKGQSEVQ
RGPGGRLSPYFGINGGFRF
Jellein | PFKISIHL 8
Jellein 11 TPFKISIHL 9
Jellein 1V TPFKISIH 8
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4.3.5.1 Apidaeciny

Apideaciny vznikaji zjediného prekurzorového proteinu, ktery je délen nejprve na
polypeptidické fetézce, ndsledné pak na jednotlivé peptidy slozené vétSinou z 18 AMK
S vy88im obsahem prolinu (Danihlik et al., 2016; Tab. 2). Ptirozené se vyskytuji 4 formy
apidaecinu, ovSem v téle vcely jsou pfitomny jen 3 — apidaecin la, apidaecin Ib a
apidaecin Il (Obr. 3), jez vznikaji z 3 riznych prekurzordi mRNA: apidaecin-type 73

(obsahuje apidaecin, apidaecin la a Ib) apidaecin-type 22 (obsahuje apidaecin la a Ib) a

apidaecin-type 14 (obsahuje vSechny 3 typy apidaecinu) (Casteels et al., 1989; Danihlik
et al., 2016).

Obrazek 3: Strukturni vzorec apidaecinu la se sekvenci AMK: GNNRPVYIPQPRPPHPRI;
mozno porovnat se sekvenci AMK apidaecinu Ib (GNNRPVYIPQPRPPHPRL) a apidaecinu Il
(GNNRPIYIPQPRPPHPRL) (Danihlik et al., 2016); vytvoteno v programu PyMOL.

Apidaeciny vykazuji antimikrobidlni aktivitu pfedev§im viici Gram-negativnim
bakteriim, pficemz dualezitym pro aktivitu nejen apideacini, ale i ostatnich
antimikrobidlnich peptidil je sloZzeni AMK ptedevsim na C-konci peptidického fetézce,
kdy mtZe jen mala zména ve struktufe vést k rapidnimu poklesu antimikrobialni aktivity
téchto peptidi. N-konec pak zajistuje adaptaci aktivity peptidti na konkrétni bakterie

a také schopnost ptedejit rezistenci bakterie na tento peptid (Czihal a Hoffmann, 2009).

4.3.5.2 Abaecin

Stejné jako apidaeciny je abaecin fazen do skupiny peptidl obsahujicich prolin ve vy$§im
mnozstvi. Jeho prekurzorem je peptid obsahujici mimo jiné i signalni peptid skladajici se
z 19 AMK. Po odtrhnuti této signalni molekuly vznika AmP abaecin o celkové délce 33
az 34 AMK (Danihlik et al., 2016; Tab. 2). Xu et al. (2009) ve své praci popsali také dalsi
formu abaecinu (abaecin II), ktera se lisi od klasické formy slozenim AMK na sedmé

a devaté pozici peptidu — peptid obsahuje na sedmé pozici izoleucin misto valinu
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a postradd glycin na devaté pozici. Tato forma abaecinu byla ovSem identifikovana

Vv jiném druhu vcely, a sice ve véele vychodni (Apis cerana).

Abaecin je cilen na Gram-pozitivni bakterie. Jeho prekurzor se nachdzi jak
u dospélych, tak u mladych jedinci v hemolymf¢ a pii napadeni témito bakteriemi
dochazi k jeho aktivaci a sekreci v tukovém télese (Casteels et al., 1990; Danihlik et al.,
2016).

4.3.5.3 Defensiny

Jedna se bioaktivni peptidy bohaté na AMK cystein. Obé izoformy defensinu | jsou
slozeny z51 AMK, piicemZz obsahuji 6 cysteinovych rezidui, které spolu tvoii
3 disulfidické mistky. Defensin I, znamy také jako royalisin, se od své druhé izoformy
lisi v uspotadani AMK — oproti royalisinu obsahujicimu na 50. mist¢ C-konce trosin,
obsahuje tato izoforma na daném misté arginin. Defensin II je pak sloZen ze sekvence
85 AMK (Danihlik et al., 2016; Tab. 2).

Za jejich expresi jsou zodpovédné 2 alely (Evans et al., 2006). Tyto alely jsou
exprimovany v zavislosti na rozdilnych stresovych podminkach véel. Geny pro tvorbu
defensinti jsou v téle Apis mellifera exprimovany pti jeho vystaveni LPS, coz vede
k jejich tvorbé v mateii kasi¢ce a hemolymf€ — napt. pti propuknuti bakterialni infekce

(Richard et al., 2012).

4.3.5.4 Hymenoptaecin

Hymenoptaecin je véeli 93 AMK dlouhy AmP (Tab. 2) vyskytujici se ve zvySeném
mnozstvi pii indikaci bakterialni infekce u mladych i dospé€lych jedinct. Genova exprese
tohoto AmP je dle Chana et al. (2006) signifikantné snizena u larev Apis mellifera oproti
dospélym veelam (kralovna, délnice, trubci). Je produkovan za ucelem obrany hostitele

vici Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakteriim (Danihlik et al., 2016).

Ve studii Xu et al. (2009) byla popsana diference v obsahu riznych typid
hymenoptaecint v téle Apis mellifera a Apis cerana, pticemz bylo zjisténo, ze druhy
z uvedenych druhti obsahuje 13 riznych typi hymenoptaecinu, kdezto prvni pouze 1 typ.
Tato skutecnost je vysvétlena rozdilnou mirou domestikace jednotlivych druhli v pribéhu

let, kterdzto ma negativni vliv na diverzitu imunity vcelstev.
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4.3.5.5 Dalsi vyznamné antimikrobialni peptidy u vcel

V mateti kaSicce se nachdzi také AmPs zvané jelleiny, které existuji ve Ctyfech
izoformach (jelleiny 1, 2, 3, 4 — Tab. 2). Jsou nejprve produkovany délnicemi, které
nasledné obohacuji mateii kasicku o tyto peptidické molekuly, které také napomahaji
aktivaci imunitni odpovédi na cizorodé komponenty u vcel — vykazuji antimikrobidlni
aktivitu vi¢i Gram-pozitivni i Gram-negativnim bakteriim a kvasinkam (Danihlik et al.,
2016). Nicméné 4. izoforma jelleinu ve studii Fontana et al. (2004) tuto aktivitu
nevykazovala. Po prozkoumani struktury bylo zjisténo, ze tento typ jelleinu neobsahuje
na svém C-konci AMK leucin (Tab. 2), jenz je v tomto ptipad¢ hlavni komponentou pro

vykazovani antimikrobidlni aktivity dané¢ho peptidu (Romanelli et al., 2011).

Dal$im vyznamné AmPS se nachdzeji ve vcelim jedu. Apitoxin je totiz slozen
z n¢kolika latek, mezi které patii jeho hlavni komponenta melittin (40 az 50 % apitoxinu),
apamin, adolapin a peptid pisobici degranulaci mastocyti (de Lima a Bronchetto-Braga,
2003). Melittin sestava z 26 AMK a ucinkuje proti Gram-pozitivnim i Gram-negativnim
bakteriim — citlivéj$i na melittin jsou vSak Gram-pozitivni bakterie (Fennell et al., 1968).
Jina slozka apitoxinu, apamin, ktery je slozen z 18 AMK, ptsobi ostatnim zivocichiim
neurotoxické potize (Baracchi et al., 2011). Obsah jednotlivych slozek vceliho jedu se

lisi v zavislosti na véku délnic (de Lima a Bronchetto-Braga, 2003).

436 BUNECNE  SIGNALNI DRAHY ZAPOJENE V  REGULACI
ANTIMIKROBIALNICH PEPTIDU
Pii porovnani genli zodpovédnych za vyvolani imunitni reakce pfi stresovych
podminkach u jednotlivych druhid hmyzu bylo zjisténo, Ze v¢ela medonosna obsahuje
V genomu Vv porovnani s hmyzem z rodu Drosophila ¢i Anopheles asi 0 65 % méné téchto
genti (Evans et al., 2006). Expresi AmPs reguluji signalni drahy (Obr. 4): signalni draha
Toll spojena s TLRs, poté IMD-JNK, ktera dostala sviij nazev podle mutace genu
zpusobujici imunitni deficienci (Lemaitre et al., 1995) a JAK/STAT nazvana podle Janus
kinas, které maji za kol fosforylovat proteiny Se spole¢nym nazvem Signal Transducer
and Activator of Transcription —tedy STAT (Kisselevaet al., 2002; Danihlik et al., 2016).

Vétsina znalosti o signalnich drahach spojenych s hladinou AmPs u véel ovsem
nevychazi ze studii zamétujicich se na danou problematiku v ramci tohoto rodu, nybrz
u homolognich genovych sekvencich jinych rodd hmyzu, jako jsou Drosophila,

Anopheles a Tineola (Evans et al., 2006).
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Obrazek 4: Schematické znazornéni mechanismi bunécnych signalnich drah zapojenych
v regulaci antimikrobialnich peptida (AmPs) (GNBP3 — Gram-negative binding protein 3;
PGRP — peptidoglycan recognition protein; ModSP — serine protease-like protein (EC 3.4.21.-);
Grass — serine protease grass (EC 3.4.21.-); Spitzle — molekula proteinové povahy podobajici
se cytokinu; TLR — toll-like receptor; CACTUS — nuklearni transkripéni faktor kappa
B = NF-1kB; Dif — Dorsal-related immune factor; Dorsal — transkripéni faktor; DAP-
PGN — peptidoglykan obsahujici kyselinu diaminopimelovou ; PGRP-LC - peptidoglycan
recognition protein LC; ImdP — immune deficiency protein; RELISH — transkripéni faktor; Rel-
C a Rel-N — fragmenty transkripéniho faktoru RELISH; Dom — cytokinovy receptor Domeless;
UpdP — unpaired protein; JatK — Janus-tyrosinkinasa; Stat92e — transkrip¢ni faktor); upraveno z
Manniello et al., 2021.

4.3.6.1 Toll signalni draha

Tvorba AmPs

Tato signalni draha je spolu s TLRs spojena nejen s imunitni odpovédi hmyzu, ale i se
samotnym vyvojem jedince (Beutler, 2004). Obranny mechanismus startuje rozpoznani
cizorodych ¢astic ¢i organismd, kdy je spusténa konkrétné v téle octomilky (Drosophila
melanogaster) kaskada serinové proteasy (EC 3.4.21.-) ptisobici na molekulu proteinové
povahy podobajici se cytokinu (tzv. ,,Spétzle®) (Shia et al., 2009). Pti interakci molekuly
»Spitzle* s transmembranovym TLR nachazejicim se vné bunky dochazi k aktivaci Toll
signalni drahy. Spétzle-related proteiny jsou kddovany v genomu octomilky. Piedpoklada
se, ze Spétzle-related proteiny maji nasledné slouzit jako ligandy jejim TLRs (Evans et
al., 2006). Zmeény v konformaci nyni aktivovaného receptoru zptisobi uvnitt bunky vznik

receptorového komplexu, ktery je tvofen pomoci tzv. ,,death-domain‘ (DD). V zavislosti
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na vzniku tohoto komplexu je spusténa degradace inhibitoru nuklearniho transkrip¢niho
faktoru kappa B (NF-1kB)—nazyvané¢ho také CACTUS — a translokace samotného
nuklearniho transkripéniho faktoru kappa B (NF-kB) do jadra bunky. NF-xB ma tfi
homology oznac¢ované jako Dorsal-related immune factor (Dif), Dorsal (D1) a RELISH
(reguluje IMD signalni drahu — viz kapitola 4.3.6.2), které se vsak vyskytuji pouze u rodu
Drosophila (Royet et al., 2005; Shin et al., 2005; Obr. 4).

V téle hmyzu z rodu Anopheles (a pravdépodobné i u Apis mellifera) se nachazi
molekuly alternativni k faktoru D1 a RELISH nazvané REL 1 a REL 2, které jsou svazany
s proteiny Tollip, Pellino, Cactin a faktor 2 spojeny s tumor-necrosis-factor receptorem
(TRAF-2) (Shin et al., 2005). Tyto 4 proteiny se nachazeji uvniti buiiky a jsou pro celou
signalni drahu kli¢ové, jelikoz stoji na pocatku tvorby a sekrece AmPs (Evans et al.,
2006). Toll signalni draha reguluje expresi genti zodpovédnych za tvorbu peptidi
piedevsim ze skupiny defensin, ov§em neni vyloucCena korelace mezi jednotlivymi
drahami a mezi jednotlivymi geny AmPs — mira genové exprese defensind souvisi také
s mirou genové exprese hymenoptaecinu (Danihlik et al., 2016); pomoci transkripéniho
faktoru Dorsal je regulovana exprese genu zodpovédného za tvorbu abaecinu (Lourengo

etal., 2013).

4.3.6.2 IMD-JNK signalni draha

IMD-JNK signalni draha neni vylu¢né spojena se samotnym vyvojem jedince. IMD gen
a LC-protein rozpoznavajici peptidoglykan (peptidoglycan-recognition protein
LC — PGRP-LC) piedstavuji velmi dilezité molekuly pro aktivaci signalizace v téle
octomilky (Hultmark, 2003). AmPs jsou zde nasledné transkribovany V zavislosti na
specifikaci patogenu, ktery daného jedince napadl, prostfednictvim transkripcniho
faktoru RELISH, jenz je analogem NF-«B (Evans et al., 2006; Obr. 4). IMD-JNK signalni
draha je totiz dle Wernera et al. (2003) cilena pfedevsim na Gram-negativni bakterie.
Ovsem Gram-pozitivni bakterie, které maji v peptidoglykanu zakomponovanou kyselinu
diaminopimelovou, také aktivuji tuto drahu. Vici jingm Gram-pozitivnim bakteriim a
mikroskopickym houbam vykazuje tato draha ne tak velkou specifitu (Evans et al., 2006).
Specifita signalni drahy je zptisobena PGRP-LC, respektive jeho tfemi riznymi formami,
které obsahuji lehce odliSné domény. Tyto domény jsou poté specifické k odlisSnym
typim peptidoglykanu, coz ma za nasledek pokryti SirSiho spektra mikrobii (Werner et
al., 2003).
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Uvedeny nazev IMD-JNK signalizuje, ze IMD signélni drdha nejen aktivuje vySe
zminény transkripéni faktor RELISH, ale i kooperuje se signalni drahou c-Jun N-
terminalnich kinas (EC 2.7.11.24; JNKs), jejiz prostfednictvim muze byt také aktivovana

¢i inhibovana transkripce AmPs (Boutros et al., 2002).

V téle Apis mellifera jsou obsazeny analogické komponenty IMD-JNK signalni drahy,
coz vede k pfedpokladu, Ze se tato signalizace velmi podoba signalizaci octomilek (Evans
et al., 2006). Signalizace souvisi s transkripci AmPs defensinu, a tedy i hymenoptaecinu
(stejn€ jako u Toll signalni drahy). Transkrip¢ni faktor RELISH také ovliviiuje expresi
genu AmP abaecinu (Lourenco et al., 2013).

4.3.6.3 JAK/STAT signalni draha

Podle prace Agaisse a Perrimona (2004) je JAK/STAT signalni drdha nedilnou souc¢ésti
vrozené imunity hmyzu rodu Drosophila a jejim hlavnim tkolem je aktivace
komplementu a complement-like faktor(, coz mimo jiné zahrnuje i zvySeni proliferace
hemocyti a jejich schopnost fagocytovat cizorodé komponenty. Aktivatorem této signalni
drahy je tzv. ,,unpaired (Upd) protein, ktery je glykosylovan. Jejim prostiednictvim tedy
dochazi k obran¢ jedince vi¢i mikrobim i virim (Evans et al., 2006). Nicméné ma také
vliv na expresi Turandot-related (Tot) gent, které umoziuji reagovat jedinci na stresové
podminky (Agaisse et al., 2003; Obr. 4).

U rodu Apis bylo pozorovano podobné slozeni komponent signalni drahy JAK/STAT,
které zahrnuje konkrétné u Apis mellifera cytokinovy receptor Domeless (Dom). Dom
receptor je ovlivilovan aktivatory Janus-tyrosinkinasa (EC 2.7.11.24; JAtK), transkrip¢ni
faktor STAT92E) a inhibitory (suppressor of cytokine signalling — SOCS, protein
inhibitor of activated STAT — PIAS) (Baeg, 2005; Evans et al., 2006). Tim padem je, i
pfes nepfitomnost Upd proteinu a Tot-faktorti u véely medonosné, predpokladan velmi
podobny zptisob JAK/STAT signalizace nejen mezi rody Drosophila a Apis, ale i mezi
ostatnimi hmyzimi rody (Evans et al., 2006).

V zéavislosti na odpovédi na stresové podminky, které byly vyvolany injekci LPS ¢i
fosfatového pufru, a také na zranéni u rtuznych rodd hmyzu bylo odhaleno, Ze jsou
s JAK/STAT signalni drahou spojeny hmyzi AmPs apidaeciny, abaecin, defensiny a
hymenoptaecin (Choi et al., 2008; Erler et al., 2011, Danihlik et al., 2016).
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4.4 Hmyzi peptidové hormony

441 HISTORIE OBJEVU

Prvni znamy zdznam o HPHs je dochovan zroku 1922 (Konopinska et al., 1992).
V uvedeném roce totiz doslo pfi studii neuroendokrinni soustavy hmyzu rodu Lymantria
k objevu doposud neznamé biomakromolekuly, o které bylo vypozorovano, Ze svou
sekreci z oblasti cerebralniho ganglionu do hemolymfy spousti proces metamorfozy
u tohoto jedince (Kope¢, 1922). Do roku 1984 bylo zndmych velmi mélo HPHs spolu
s jejich sekvencemi AMK, ovSem s postupnym vyvojem novych metod dochézelo
k objasnéni fungovani hmyziho hormonalniho systému spolu s objevem mnoha dalsich

hormonu (Konopinska et al., 1992).

Za pomoci analogickych metod jako pfi identifikaci, purifikaci a kvantifikaci novych
AmPs bylo objeveno obrovské mnozstvi doposud neznamych HPHs. Oproti roku 1984,
ve némz byly znamy piiblizné¢ 4 HPHs a jejich struktura (Konopinska et al., 1992), je
dnes znamo asi 50 riznych skupin téchto hormont vyskytujicich se u vice nez
400 raznych hmyzich druhti (Yeoh et al., 2017), které byly podle svych prekurzort,
struktur a lokace ptisobeni rozdéleny do tii obsahlych skupin (viz kapitola 4.4.2).

442 PUVOD A FUNKCE

Hormony obsazené v téle hmyzu obecné souvisi s metabolismem lipidi. Ty jsou
ukladany v tukovém télese hmyzu a maji za kol distribuovat energii do cilovych mist
téla jedince, kde dochézi k jejich transformaci na energii vyuzitelnou mnoha zptsoby.
Kodrik (2017) a Toprak (2020) déli ve svych pracich doposud identifikované hmyzi
hormony podle struktury jejich prekurzori na tii velké skupiny. Ekdysteroidy piedstavuji
prvni skupinu hmyzich hormonti. Jejich zéklad tvoii cholesterol nebo rostlinné steroidy.
Druhou skupinou hmyzich hormoni jsou juvenilni hormony, které mohou byt zatazeny
z chemického hlediska do terpenoidnich latek majici podobnou strukturu jako farnesol.
Tyto dvé podmnoziny hmyzich hormoni mimo metabolismus lipidi ovliviiuji nepfimo

napt. svlékani, metamorfézu, rozmnozovani a dospélost jedince (Toprak, 2020).

Nicméng je v této praci vénovana nejvetsi pozornost tieti a posledni skupin€ hormont
u hmyzu. Nese nazev hmyzi peptidické neurohormony, je ovSem také znama pod
oznacenim HPHSs, pfi¢emz jsou tvofeny v nékolika riiznych endokrinnich centrech
hmyzu. Hlavnim centrem je neurosekretoricky systém cerebralniho ganglionu

konjugovany Zlazami corpora cardiaca a corpora allata (Obr. 5). Dalsimi centry jsou
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nasledné€ neurosekretorické buniky nachéazejici se v jinych gangliich, pohlavnich zlazach,
v endokrinnich bunkach stfeva a jinych zlazach — jedna se o jiné samostatné endokrinni
7lazy, které jsou také schopné sekrece hormonu (Kodrik, 2014). S HPHs jsou spojeny,
postnatalni vyvoj, rist a svlékani, traveni, produkce jinych hormond a jeho chovéni
(Toprak, 2020; Kodrik 2017; Hou et al., 2017). Pfi porovnani HPHs a lidskych
peptidovych hormonti je také mozno pozorovat, jak velky vliv maji ptislusné biomolekuly
na fungovani celého hmyziho organismu. V téle hmyzu bylo totiz identifikovano ne mén¢
nez 100 peptidickych hormont, kdezto v lidském téle se nachazeji pouze 2 biomolekuly,
které mizeme pravem nazyvat peptidické neurohormony, a to vasopresin a oxytocin

(Kodrik, 2017).

Hlavova cast Hrudni ¢ast (thorax)

Cerebralni
ganglion

Y \4@

7~
Corpora allata

Corpora cardiaca

Cerebralni ganglion

L ks

Suboesophagealni ganglion

Komplex corpora
cardiaca a corpora allata
Ganglia nervové pasky

Obrazek 5: Neuroendokrinni soustava hmyzu — schematické znadzornéni se zaméfenim na
komplex cerebralniho ganglionu s corpora cardiaca a corpora allata; upraveno z Kodrik, 2014.

4.43 CHEMICKE SLOZENi JEDNOTLIVYCH ZASTUPCU A PRINCIP JEJICH
UCINKU
Peptidové hormony obsaZené Vv téle hmyzu mohou byt rozdéleny do konkrétnich
podskupin a zastupcti, které poté disponuji specifickymi vlastnostmi. Jejich jednotlivi
zastupci se 18 jak ve své chemické struktute a i€incich v cilovych mistech ptisobeni, tak
Vv rozdilné tvorbé a metabolismu téchto latek. Ovliviiuji samotny metabolismus lipidd,
dale pak biologické udalosti spojené s zivotnim cyklem jedince a stresovymi
podminkami, a nakonec obranu a bojeschopnost jedince viici sklidcim a patogenim
(Toprak, 2020). Podskupin a zastupci HPHs je mnoho (Yeoh et al., 2017), ovSem
hlavnimi  jsou: AKHs, peptidové hormony podobné insulinu (insulin-like
peptides — ILPs), hormon zpisobujici diapauzu a také aktivaci biosyntézy hmyzich
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feromont (diapause hormone-pheromone biosynthesis activating neuropeptide — DH-
PBAN), neuropeptid F (NPF), kratky neuropeptid F (short neuropeptide F —SNPF),
allatostatin-A (AstA), corazonin (Crz), leukokinin (Lk), CCH-amid-2 (CCHa2),
tachykininy (Tks), cytokiny (adipokiny) (Cyks) a limostatin (Lst) (Toprak, 2020).
Souhrnny piehled doposud zjisténych informaci o HPHs je uveden v tabulce (Tab. 3a,
3b).
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4.4.3.1 Adipokinetické hormony (AKHS)

Tvori skupinu biologicky aktivnich peptidi, které vykazuji urcitou podobnost
s glukagonem a jsou primarné (ne vsak vylucn€) produkovany neurosekretorickymi
bunkami Zlazy corpora cardiaca (Goldsworthy et al., 1997). Dalsi ganglie spojené
s produkci AKHs jsou lokalizovany ve svalech, tukovém télese, vajecnicich, stfevech, ale
také napf. v semennych vaccich hmyzu (Kaufmann et al., 2009). Doposud bylo popsano
kolem 60 lisicich se AKHs u rtznych druhtt hmyzu (Toprak, 2020). Jejich vznik je
zaloZzen nejprve na syntéze preprohormonu — znamého také jako peptid podobny
prekurzoru AKH (AKH precursor-related peptide, ¢i APRP) — slozeného ze samotného
bioaktivniho neuropeptidu, peptidu pfidruzenému k AKH a z hydrofobniho signéalniho
peptidu, pti¢emz je cely preprohormon (pro rod Drosophila slozen ze sekvence 79 AMK;
Tab. 3a) nejprve syntetizovan a az naslednou kotransla¢ni modifikaci dojde k odtrzeni
prohormonu AKH (Van der Horst, 2003; Oudejans et al., 1999). Ten je ulozen v corpora
cardiaca a v piipad¢ potieby je aktivovan sekreci do hemolymfy, kdy dojde k jeho
roz§tépeni na samotny AKH (Oudejans et al., 1999). Takto vznikly neurohormon se
obyc¢ejn¢ sklada z 8 az 10 AMK a je na obou koncich blokovan — C-konec peptidu je
blokovan amidem a N-konec je blokovan kyselinou pyroglutamovou (Géde et al., 1997,
Kodrik, 2017; Obr. 6). Typickym znakem je také pfitomnost aromatickych AMK na
pozicich 4 a 8 a ptitomnost glycinu na pozici 9 v peptidickém fetézci (Géde et al., 1997).
Pfi pfihlédnuti k faktu, Ze mohou existovat az 3 rizné AKHs v téle jednoho Zivocicha
(Oudejans et al., 1993), neni piekvapenim, ze jsou tyto molekuly spojeny s Sirokym
spektrem pochodu v téle jedince — ovliviiuji lokomoci a s ni spojenou kontrakci svald
(O'Shea et al., 1984; Socha et al., 1999), nervovou signalizaci (Toprak, 2020), maji
pozitivni vliv na kontrakci srde¢niho svalu (Scarborough et al., 1984), imunitu organismu
(Goldsworthy et al., 2002b) a jeho vyrovnani se s oxidaénim stresem (Bednarova et al.,
2013).

Obrazek 6: Strukturni vzorec AKH Apis mellifera (Apm-AKH) se sekvenci AMK:
PELTFTSSWG-NH; (Audsley a Weaver, 2006; Kodrik, 2017); vytvoteno v programu PyMOL.
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Nicméné stalym hlavnim tikolem AKHs v téle hmyzu je aktivace, pfesun a spotieba
lipidii (v mensi mife i sacharidll) ulozenych v tukovém télese, coz zahrnuje zna¢né¢ slozité
procesy (Toprak, 2020). Na zacatku procesu stoji tvorba a ukladani AKH, jak jiz bylo
vySe zminéno. Nasledné muze dochazet v organismu K jeho aktivaci, ktera je spusténa
riznorodymi stresory. Pfi exkreci AKH dojde jeho prostfednictvim k mobilizaci lipidd,
konkrétnéji triacylglycerolq, ¢i triglycerid (TAGS), ktera probih4 aktivact triglyceridové
lipasy (EC 3.1.1.-; TGL) (Gronke et al., 2005). K tomuto procesu muze dojit také jinou
cestou, a to prostfednictvim aktivace tzv. brummer lipasy (EC 3.1.1.3; bmmL), ktera je
strukturné pfibuzna sav¢i adipdzni triglyceridové lipase (EC 3.1.1.3; adipose triglyceride
lipase, ATGL) (Arrese a Soulages, 2010). TGL a bmmL se ovSem zna¢né lisi v principu
svého ucinku — TGL spojend s AKH reaguje pouze na potiebu velkého mnozstvi lipidd,
kdezto bmmL ma schopnost regulovat mnozstvi lipidi, aby nedoslo k jejich sniZzeni pod
hladinu pottebnou pro zachovani metabolickych pochodu v téle jedince (Gronke et al.,
2007). AKHs stoji na pocatku celé kaskady degradace lipida a ovliviuji ji
prostfednictvim signalni transdukce (Canavoso a Wells, 2001; Toprak, 2020). Nejprve se
AKH navaze na ptislusny receptor spiazeny s G-proteinem (G-protein-coupled receptor,
GPCR), coz je receptor adipokinetického hormonu (adipokinetic hormone receptor,
AKHR) (Toprak, 2020). AKHR je podobny sav¢imu receptoru konjugovanému
S hormonem uvoliiujicim gonadotropin a je také produkovan primarné v tukovém télese
(Lindemans et al., 2009; Arrese a Soulages, 2010). Spojeni AKH a jeho receptoru aktivuje
sekreci 2 riznych druhych posla, ktefi ovliviiuji 2 rozdilné metabolické systémy (Park et

al., 2002, Toprak 2020).

V draze, ve které figuruje fosfolipasa C (EC 3.1.4.3; PLC) dochazi po konjugaci AKH
s AKHR Kk jeji aktivaci, coz ma za nasledek odstépeni jednak diacylglycerolu (DAG), ale
hlavné inositol-1,4,5-trifosfatu (IP3) z fosfatidylinositol-4,5-difosfatu (PIP2) ulozeného
V buné&tné membrané (Toprak, 2020). Vznikly IP3 se poté vaze na svij receptor (IP3R),
ktery v misté své lokalizace a pisobeni — tedy v endoplazmatickém retikulu — ovliviiuje
mobilizaci a sekreci vapenatych kationtd do cytosolu bunky (Gade a Auerswald, 2003).
Finalni krok této drahy neni doposud zcela piesné znamy, ovSem je piedpokladano, ze
navysSeni vapenatych kationtl v cytosolickém prostoru buiiky vede k mobilizaci lipidd, a
dokoncuje tedy celou kaskadu prenosu signalu z AKH zptisobujici lipolyzu (Arrese et al.,
1999; Obr. 7).
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Obrazek 7: Schéma u¢inku AKH vtéle hmyzu — modelovy rod Drosophila
(AKH — adipokineticky hormon; G — G protein; AKHR — receptor AKH sptazeny s G proteinem;
PLC —fosfolipasa C; AC — adenylatcyklasa; ATP — adenosintrifosfat; cAMP — cyklicky
adenosinmonofosfat; IPsR — receptor IP3; DAG — diacylglycerol; PIP2 — fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfat; Ca — vapenaté kationty); upraveno z Toprak, 2020.

Endoplazmatické retikulum

Alternativou je kaskada, pfi niz na poc¢atku dochazi k aktivaci enzymu adenylatcyklasa
(EC 4.6.1.1; AC) prostiednictvim navazani AKH na svij receptor, pii¢emz dochazi
Kk pfeméné adenosinmonofosfatu (AMP) na cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP).
Vznikly cAMP je sptazen Senzymem zvanym cAMP-dependentni proteinkinasa A
(EC 2.7.11.24; PKA), ktery je schopen katalyzovat fosforylaci lipidovych kapicek
(adiposomy), TGL a proteinu perilipin 1 (PLIN1) (Arrese et al., 1999). Nasledné dochazi
ke spolupraci zminénych tii produktd pfi lipolyze, jelikoZ je mira mobilizace lipidi
ovlivnéna pristupnosti lipidovych kapicek pro TGL. Tato pfistupnost je pak zavisla na
mnozstvi fosforylovaného PLIN1 (Beller et al., 2010; Toprak, 2020; Obr. 7).

4.4.3.2 Peptidové hormony podobné insulinu (ILPs)

Jak uvadi nazev, lze srovnavat ILPs se sav¢im insulinem. Mira tvorby a exkrece téchto
latek je tedy ovlivnéna hladinou sacharidi v hemolymfé hmyzu, pfi¢emz stejné jako
u savell dochazi k jejich inhibici pifi hladovéni a k jejich aktivaci pii nadbytku energie,

respektive sacharidi (Wu a Brown, 2006). Jejich tilohou je ukladani pfebyteéné energie
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do formy, kterd mize byt vyuzita pozdé&ji pii neptiznivych podminkéach — do lipida (Choi
et al., 2015). Konkrétni procesy ve hmyzim téle, které jsou na ILPs zavislé (a tedy
ovlivnéné pfisunem zivin), jsou odpovédi jedince na stresové podminky, jeho
rozmnozovani, rust a také zivotni cyklus (Toprak, 2020). Hlavni ¢asti téla hmyzu,
ve kterych jsou ILPs produkovéany, jsou neurosekretorické bunky (také insulin
produkujici bunky, IPCs) cerebralniho ganglionu a zlazy corpora cardiaca (lkeya et al.,
2002). Jak jiz bylo vySe zminéno, mohou byt do produkce piislusnych HPHs zapojeny
I neurosekretorické burniky nachazejici se v jinych ¢astech téla jedince. Produkce ILPs je
nadto ovliviiovana také tukovym télesem, konkrétn¢ Target of Rapamycin, ¢i TOR
signalni drahou (Géminard et al., 2009). Chemicka struktura téchto bioaktivnich peptida
vykazuje velmi podobné znaky jako insuliny identifikované ze sav€ich jedincii
(Tab. 3a) —at” uz se jedna o sekvenci jednotlivych AMK, lokaci jejich specifickych
residui (napf. cystein) nebo podobna chemicka struktura jejich prekurzora (Gronke et al.,
2010; Nassel a Broeck, 2015). Od objevu prvniho ILP bombyxinu bylo popsano mnoho
dalgich latek patticich do této skupiny bioaktivnich latek, pfi¢emz dnes je znamo jen napf.
u hmyzu rodu Drosophila 8 riznych ILPs, které maji mirné odlisné misto produkce a
funkce v téle jedince (Nissel a Broeck, 2015; Toprak, 2020).

Signalni draha spojena s ILPS je podminéna dostatkem Zivin. V prvnim kroku dochazi
K uvolnéni ILP z cerebralniho ganglionu a jeho navazani na bunéfnou membranu
adipocytu prostfednictvim insulinového receptoru (InR) (Chen et al., 1996). Bohni et al.
(1999) ve své praci uvadéji, ze po jejich spojeni dojde k aktivaci receptorového substratu
,Chico“, ktery aktivuje enzym fosfoinositid-3-kinasa (EC 2.7.1.153; PIsK). Enzym
nasledn¢ katalyzuje fosforylaci PIP, za tvorby fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatu (PIPs)
(Brown a Auger, 2011). Zvyseni jeho hladiny v organismu vede k aktivaci proteinkinasy
B (EC 2.7.11.1) a k jejimu pfesunu do buné¢né membrany (Britton et al., 2002). Ta ma
schopnost inhibovat transkripéni faktory , Forkhead Box Class O* (foxO) dvéma
zpusoby. Prvnim zpisobem je jeho piima fosforylace (Wang et al., 2008). Dalsim
zpusobem je nepifima kaskada vedouci pies fosforylaci enzymu zvaného ,,Salt-Inducible
kinase 3“ (EC 2.7.11.-; SIK3) a mnoha dal$ich meziprodukti, které ve vysledku zptisobuji
také inhibici transkripéniho faktoru foxO (Wang et al., 2008; Choi et al., 2015; Toprak,
2020; Obr. 8). Jeho inhibice ovliviiuje bmmlL, jejiz aktivita nasledné klesd, coz ma za
nasledek hromadéni lipidd v tukovém télese jedince béhem piijmu potravy (Wang et al.,

2011; Choi etal., 2015). Mimo enzym SIK3 je také aktivovan enzym ,,Sarco/Endoplasmic
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Reticulum Calcium-ATPase“ (EC 7.2.2.10; SERCA), ktery je zodpovédny za transport
vapenatych kationtli z cytosolu do endoplazmatického retikula adipocytu, coz také
zpusobuje lipogenezi (Toprak, 2020; Obr. 8). Dle Heiera a Kiihnleina (2018) tato zjisténi
dokazuji, Ze hlavni komponentou kaskady propojujici metabolismus TAGs a ILPs je

pravé transkripéni faktor foxO.
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Obrazek 8: Schéma ucinku ILPs v téle hmyzu — modelovy rod Drosophila (IPCs — bunky
produkujici ILPs; ILPs — peptidové hormony podobné insulinu; InR — receptor ILPs;
Pl3K — fosfoinositid-3-kinasa; PIP, — fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat; PIP; — fosfatidylinositol-
3,4,5-trifosfat; PKB — proteinkinasa B; SIK3 — enzym ,,Salt inducible kinase 3°; Chico — substrat
InR; foxO — transkrip¢ni faktor ,,Forkhead Box Class O“; SERCA —enzym ,,Sarco/Endoplasmic
Reticulum Calcium-ATPase*; HDAC,4 — histonova diacetylasa 4 (EC 3.5.1.98); Ca — vapenaté
kationty); upraveno z Toprak, 2020.

4.43.3 Hormon zpisobujici diapauzu a aktivaci biosyntézy hmyzich feromonui
(DH-PBAN)

Tento HPH slozeny z 24 AMK (Sato et al., 1993) byl identifikovan v mnoha hmyzich

rodech — hlavnimi studovanymi rody byly Helicoverpa a Bombyx (Saito et al., 1994; Xu

et al.,, 1995; Zhang et al., 2004), pficemz bylo prokazano, ze jeho hlavnim ucelem
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v hmyzim téle je kontrolovat proces znamy pod nazvem diapauza, pti némz dochazi u
jedince, nehledé na jeho vyvojové stadium, K utlumeni metabolismu za ucelem
vyporadani se s nepiiznivymi okolnimi podminkami (Toprak, 2020; Tab. 3a). DH-PBAN
je produkovan neurosekretorickymi buiikami subesofagealniho ganglionu. Jeho C-konec
je zodpovédny za biologickou aktivitu a na N-konci dochazi pti aktivaci ke konjugaci
S ptislusnym receptorem (diapause hormone receptor, DHR) (Saito et al., 1994; Toprak,
2020). Cely nazev DH-PBAN je odvozen od skute¢nosti, Ze hormon spojeny s diapauzou
(DH) méa stejnou strukturu jako hormon ovlivitujici biosyntézu samicich feromonti

(PBAN), tedy jejich transkripce i translace souvisi se stejnym genem (Sato et al., 1993).

Metabolicka draha spojujici DH-PBAN a katabolismus lipidi je odstartovana aktivaci
hormonu a jeho navdzanim na DHR. Receptor obsahuje G-protein propojeny
s proteinkinasou C (EC 2.7.11.13; PKC), PLC a PI3K. Dojde tedy k propojeni receptoru
s G-proteinem za uvolnéni DAG (aktivujici PKC) a IP3, ktery ma vliv na exkreci
vapenatych kationtli z endoplazmatického retikula do cytosolu adipdzni bunky. Pomoci
PKC je aktivovana mimobuné¢na signalem regulovana kinasa (EC 2.7.11.24; ERK), ktera
spole¢né s nadbytkem cytosolického kalcia zptisobuje mobilizace a spotiebu lipidu (Jiang

etal., 2016).

4.4.3.4 Neuropeptid F (NPF) a kratky neuropeptid F (sNPF)

Ze zminéné dvojice HPHs je vice prozkoumanym bioaktivnim peptidem sNPF. Oba
hormony jsou $iroce rozsifeny nejen u hmyzu, ale i u celého kmenu Arthropoda
(¢lenovci) (Toprak, 2020). Jsou rozpoznatelné od ostatnich svou specifickou sekvenci
AMK na C-konci peptidu — v SNPF je obsazeno potfadi methionin, threonin, leucin,
fenylalanin, arginin, fenylalanin (také tryptofan) zakoncené amidovou skupinou
(MTLFRF(W)-amid sekvence); C-konec NPF je pak slozen z argininu, aminokyseliny
typické pro daného zivocicha, argininu, fenylalaninu (také tyrosinu) a amidové skupiny

(RXRF(Y)-amid sekvence) (Fadda et al., 2019).

K produkci sNPF dochédzi v neurosekretorickych buitkach po celém téle
jedince — v cerebralnim ganglionu, Malpighiho trubicich, tykadlech, ve stfevech
a vajecnicich (Reiher et al., 2011; Caers et al., 2016; Jiang et al., 2017). Ve velkém
mnozstvi zivocisSnych druhli existuji jeho razné izoformy, jeZz pochéazi z objemného
prekurzoru obsahujiciho pfiblizné 281 AMK (Tab. 3a). Sam aktivni peptid po odstépeni
obsahuje 6 az 19 AMK a vyse zminénou C-terminalni sekvenci AMK (Fadda et al., 2019;
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Toprak, 2020). Jejich hlavni tkoly v hmyzim téle souvisi s kontrolou lokomoce jedince
(Kahsai et al., 2010), reguluji také krmeni a chovani s nim spojené (Dillen et al., 2013;
Jiang et al., 2017), denni rytmus (Johard et al., 2009) a uvolfiovani ostatnich dulezitych
hormont, zejména ILPs a AKHs (Nissel et al., 2008).

V zavislosti na mnoha studiich hmyziho rodu Drosophila bylo konstatovano, ze je
sNPF také za¢lenén do lipidového metabolismu tohoto jedince, kdy je jeho exprese
vazana na hladinu ILPs — pii hladovéni dochazi ke snizeni ILPs za soucasné zvysSené
exprese sSNPF, coz vede k ptislusnému chovani a jedinec se vydava hledat zdroj potravy
(Root et al., 2011). Kli¢ovym je dle Honga et al. (2012) enzym ,,minibrain/dual-specifity
tyrosine phosphorylation-regulated kinase la“ (EC 2.7.12.1; Mnb/Dyrkla), ktery se
nachazi v neuronech zodpovédnych za expresi sNPF. Mnb/Dyrkla je totiz schopen
aktivovat transkripéni faktor foxO, coz poukazuje na neptimé spojeni s metabolismem
lipida (Toprak, 2020). Aktivace samotného enzymu Mnb/Dyrkla obsahuje kroky, do
kterych jsou zaclenény cAMP, PKA a transkripéni faktor ,,cAMP response element-
binding protein® (CREB), které maji pozitivni vliv na lipolyzu (Hong et al., 2012).

Hmyzi hormon pojmenovany NPF je tvofen ze svého prekurzoru o struktufe
ptesahujici 100 AMK. Po odstépeni neaktivniho zbytku vznika peptid o délce alespon
28 AMK s typickou RXRF(Y)-amid sekvenci na svém C-konci (Fadda et al., 2019).
Konkrétné u rodu Drosophila byl izolovan NPF slozeny z 36 AMK (Brown et al., 1999).
K pfeméné na NPF z jeho prekurzoru dochazi piedevsim ve stievech, cerebralnim a
subesofagealnim ganglionu hmyzu (Brown et al., 1999; Onken et al., 2004). Je
zodpoveédny za reprodukcei, bdélost (Chung et al., 2017) a dlouhovékost jedince (Toprak,
2020). Take je zajimavé, ze oproti sSNPF slouzi nejen k reakci na hladovéni vydanim se
za potravou, ale dokonce i k vybéru ziskaného jidla dle vlastnich preferenci — chrani tak

jedince vuéi potencialné toxické, ¢i znehodnocené potravé (Wu et al., 2005).

Role NPF v lipidovém metabolismu neni zcela jasna, jelikoZ ji nebylo vénovano velké
mnozstvi studii. Chung et al. (2017) ve své praci ovSem tvrdi, Ze dochazi k lipolyze a
snizovani mnozstvi TAGS V zavislosti na aktivaci neuroni, které jsou zodpovédné za

expresi NPF.

4.4.3.5 Allatostatin-A (AstA)
Jedna se o HPH vznikajici z prekurzorového proteinu, jehoz slozeni se pohybuje

v blizkosti 151 AMK (Toprak, 2020; Tab. 3a). Lokace neurosekretorickych bunék
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zodpovédnych za tvorbu AstA je pfedevSim v cerebralnim ganglionu, méné pak ve
sttevech (Hentze et al., 2015). Yoon a Stay (1995) prokazali negativni G¢inek této
biomakromolekuly na tvorbu juvenilnich hormonti. Ov§em nov¢jsi studie poukazuji na
fakt, Ze tomu tak neni u vSech hmyzich druht, u kterych byl navic zjis§tén vliv AstA na
pfijem potravy, pficemz dochazi k vzajemnému ovliviiovani neuronid produkujicich NPF

a AstA (Hergarden et al., 2012; Chen et al., 2016).

Na jedincich rodu Drosophila bylo také popsano vyuziti AstA v metabolismu lipidd,
kdyz bylo zjisténo, ze jejich prostiednictvim dochazi k regulaci AKH a ILPs (Nissel a
Broeck, 2015). Dochazi ke konjugaci AstA s bunikami produkujicimi AKHS a ILPs
prostiednictvim allatostatinového receptoru 2 (DAR2), ktery posiluje tvorbu obou druhti
latek v jejich piislusnych buiikach (Hentze et al., 2015). AstA tedy jednak kontroluje
prostiednictvim dalSich HPHs efektivni vyuziti Zivin pfijmutich z potravy, ale i samotnou
vyvazenost produkce AKHSs a ILPs (Hentze et al., 2015; Nassel a Broeck, 2015; Toprak,
2020).

4.43.6 Corazonin (Crz)

Tento hmyzi hormon ptibuzny AKH vznika ze svého 154 AMK obsahujiciho prekurzoru
prevazné v neurosekretorickych buiikach cerebralniho ganglionu (Choi et al., 2005;
Toprak, 2020; Tab. 3b). Pti odstépeni samotného Crz tvofeného 11 AMK dochazi
k ovliviiovani metabolismu nejen lipidd, ale i sacharidt (Choi et al., 2005; Kubrak et al.,
2016). U hmyziho jedince je popsano jeho uplatnéni pii stresovych situacich (Kubrak et
al., 2016), pohlavnim spojeni jedincti (Tayler et al., 2012), svlékani (Kim et al., 2004),
melanizaci patogeni souvisejici s jeho imunitni odpovédi (Toprak, 2020), socialnim

chovani (Gospocic et al., 2017) a zpracovani ethanolu (Sha et al., 2014).

Na hmyzi organismus ma katabolicky Uc¢inek, nehledé¢ na metabolismus lipidd, ¢i
sacharidd (Kubrak et al., 2016). Toprak (2020) ve své praci popisuje, Ze pii navazani Crz
na jeho receptor (CrzR) dochazi ke snizovani zasob TAGs v adipocytech tukového télesa.
Lipolyticky mechanismus je zprostiedkovan neptimo pies kaskady AKHs a ILPs,
pticemz Crz ovliviuje jejich tvorbu. TAGS jsou nasledné vyplavovany do hemolymfy a
dochdzi k jejich spotiebé za tvorby energie. V hemolymf¢ dochazi pii signalizaci Crz
kaskady také ke snizeni hladiny sacharidi, konkrétné¢ glukosy, ovSem pouze

u hladovéjicich jedinct (Kubrak et al., 2016). Ze zjisténych poznatkt bylo tedy
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stanoveno, ze inaktivace Crz ¢i CrzR vyustuje v sniZeni energetickych zasob hmyziho

jedince (Zhao et al., 2010).

4.4.3.7 Leukokinin (LK)

Lks jsou neurohormony slozené vétsinou z 6 az 15 AMK, kter¢ obsahuji na svém C-konci
specificky usporfadané AMK (fenylalanin, 2 AMK typické pro daného zivocicha,
tryptofan, glycin blokovany amidem — FXXWG-amid sekvence) zpusobujici jejich
biologickou aktivitu (Radford et al., 2002). Relativn¢ kratky HPH vznika ze svého
prekurzoru slozen¢ho ze 160 AMK na vicero mistech: v neurosekretorickych buikach
Vv cerebralnim ganglionu, ventralnim ganglionu a v IPCs (Radford et al., 2002; Zandawala
et al., 2018; Tab. 3b). Jeho hlavni funkci je regulace rovnovahy vody Vv téle
prostfednictvim Malpighiho trubic a pohybu zivin ve stfevech (Schoofs et al., 1992). Lks
maji také nemaly vliv na krmeni, stravovani a chovani spojené s témito procesy,
lokomoci, spanek a rychlost probihajicich metabolickych déji (Zandawala et al., 2018;
Yurgel et al., 2019).

Svym vznikem v IPCs jsou provazany s produkci ILPs, tim padem i s metabolismem
lipidd, ptficemz byl objeven vliv Lk na produkeci insulinu Vv téchto buiikach (Zandawala et
al., 2018). Z této pii¢iny je tedy pfedpokladano, Ze jsou Lks zakomponovany do procesu
lipolyzy pii hladovéni hmyziho jedince (Toprak, 2020).

4.43.8 CCH-amid-2 (CCHa2)

Pfi studiu hmyziho rodu Drosophila byl identifikovan peptidovy hormon CCHa2 slozeny
z 13 AMK (Ren et al., 2015). K expresi tohoto hormonu z jeho prekurzoru (136 AMK)
dochézi ve stfevech, mozku a tukovém télese, pficemz jeho pritomnost ma pozitivni vliv

na krmeni jedince (Ren et al., 2015; Sano et al., 2015; Toprak 2020; Tab. 3b).

Doposud neni pfesn¢ znama role CCHa2 v metabolismu lipidd, je ovSem mozné, ze
jeho prostiednictvim dochazi k regulaci insulinové signalizace, tedy ke kontrole
aprovazani kaskad ILPs a AKHs (Galikova et al., 2017). Dle souéasnych studii je
predpokladan pozitivni uc¢inek CCHa2 na lipogenezi V jedincich rodu Drosophila
(Toprak, 2020).

4.4.3.9 Tachykininy (Tks)
V neurosekretorickych buiikach stfev a cerebralniho ganglionu hmyzu dochazi k expresi
hormoni Tks, jejichz ukoly jsou ptenosy signala z ¢ichové soustavy, lokomo¢ni pohyb,

ale hlavné vyvazena hladina lipidi v téle jedince (Reiher et al., 2011; Song et al., 2014).
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K tvorbé Tks, které jsou slozeny obvykle po¢tu AMK pohybujicim se kolem ¢isla 10,
dochazi na polypeptidickém fetézci jeho prekurzoru sloZzeného asi z 297 AMK (Reiher et
al., 2011; Toprak, 2020; Tab. 3b).

Ze vsech Sesti Tks izolovanych z jedince rodu Drosophila byla prokazana spojitost
s metabolismem lipidi pouze u jednoho z nich (Reiher et al., 2011; Song et al., 2014).
Jedna se o Tk produkovany ve stfevech tohoto hmyzu, jenz ma po navazani na sviij
receptor (TkR) spfazeny s G-proteinem za nasledek inaktivaci dvou stézejnich enzymu
zodpovédnych za tvorbu lipidii — syntasa mastnych kyselin (EC 2.3.1.85; FAS) a acetyl-
CoA karboxylasa (EC 6.4.1.2; ACC), coz je tedy prokazatelnym diikazem, ze Tks svou
pfitomnosti inhibuji lipogenezi (Song et al., 2014). Jejich nepfitomnost také indukuje
expresi urc¢itych ILPs v hladovéjicich 1 nasycenych jedincich, coz by mohlo poukazovat

na efekt Tks na ILP signalni drahu ve stfevech octomilek (Birse et al., 2011).

4.4.3.10 Cytokiny (adipokiny) (Cyks)

V zavislosti na studiu této skupiny HPHs u rodu Drosophila do ni byly zatazeny
2 hormony. Hormon s nazvem ,,Unpaired 2 (UPD2) se od své pozdéji objevené izoformy
,Unpaired 1 (UPD1) mirné lisi sekvenci AMK. Oba peptidové hormony se podobaji
leptinu (Rajan a Perrimon, 2012; Beshel et al., 2017). Jinym Cyk je hormon adiponektin
(Adip), ktery ovSem stale nebyl u tohoto jedince identifikovan, byl nicméné objeven jeho
receptor (AdipR), jehoz podstaté byly vénovany nékteré prace (Kwak et al., 2013; Laws
etal., 2015).

UPD?2 je hormon tvoteny 406 AMK, ktery je produkovan v tukovém télese jedince
(Toprak, 2020; Tab. 3b). Jeho hlavni funkci je rozpoznani pocitu sytosti, ktery je
nasledovan aktivaci IPCs, a tedy spusténi kaskady ILPs (Rajan a Perrimon, 2012).
Nasledné dochazi k tvorbé lipida v adipocytech (Toprak, 2020). Mechanismus G¢inku
UPD2 za¢ina rozpoznanim pocitu sytosti. Toho je dosazeno pti nakrmeni jedince, kdy
v disledku dochazi ke zvySeni hladiny lipidi v jeho hemolymfg€, coZz vede k uvolnéni
UPD?2 z tukového télesa (Brown et al., 2001; Rajan a Perrimon, 2012). UPD2 se nasledné
konjuguje se svym receptorem Dom za soucasné aktivace signalni drahy JAK/STAT
Vv IPCs cerebralniho ganglionu, které obsahuji kyselinu y-aminomaselnou (GABA) (Lin
et al.,, 2019). Prostfednictvim JAK/STAT signalizace je blokovana exkrece GABA
z téchto bunék vedouci ke sniZeni jejich naboje, coz vyusti v sekreci ILPs z bun¢k, tedy

aktivaci tvorby lipida (Rajan a Perrimon, 2012; Lin et al., 2019; Toprak, 2020). K celému
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procesu dochazi v dospivajicich jedincich. Dospély hmyz daného rodu mé poté UPD2
inaktivovan a jeho funkci pfebira izoforma UPD1. Ta ma stejnou funkci, je ovSem
produkovana cerebralnim ganglionem jedince s vyslednou sekvenci obsahujici 413 AMK

(Beshel et al., 2017; Toprak, 2020; Tab. 3b).

Druhym ze skupiny Cyks je hmyzi hormon Adip, jehoz funkci u jinych Zivoc¢isnych
fi8i je kontrola hladiny glukosy a lipolyza (Toprak, 2020). U rodu Drosophila nebyl Adip
identifikovan, dosSlo ale k objeveni AdipR, ktery je produkovan IPCs cerebralniho
ganglionu (Kwak et al., 2013; Laws et al., 2015). Jeho ucelem je kontrolovat

metabolismus lipidd prostfednictvim ovliviiovani exkrece insulinu (Kwak et al., 2013).

4.4.3.11 Limostatin (Lst)

Tento HPHs se sekvenci obsahujici 139 AMK zodpovidéa za inhibici sekrece insulinu
Vv té€le hmyzu pfi hladovéni — lipolytickém dé&ji (Alfa et al., 2015; Toprak, 2020; Tab. 3b).
Je produkovan hlavné neurosekretorickymi bunikami zlazy corpora cardiaca, dale pak
v tukovém télese (Alfa et al., 2015). V zavislosti na Zlaze corpora cardiaca, ve které je
Lst produkovan, souvisi jeho hladina v téle také hladinou AKH — pfi jeho snizené hladiné
Vv téle jedince dochazi také ke snizeni mnozstvi Lst, nicméné nadbytek AKH na Lst nema

vliv (Toprak, 2020).

4.44 HMYZI PEPTIDOVE HORMONY VCELY MEDONOSNE

Na studium jednotlivych vcelich peptidovych hormont a jejich struktur bylo nahlizeno
dvéma riznymi zptsoby — analyzou genomu Apis mellifera a proteomickym studiem
peptidl obsazenych v jejim téle (THGSC, 2006; Predel a Neupert, 2007; Boerjan et al.,
2010).

Ve vcelim genomu bylo nasledné odhaleno 36 gent kédujicich az 100 rtznych
peptidovych sekvenci (Predel a Neupert, 2007; Boerjan et al., 2010; Galizia a Kreissl,
2012). Mnoho experimentti bylo také zaméfeno na kvantifikaci téchto peptidd piimo
ve vybranych tkanich vcel, které se nachazeji v okoli centrdlni nervové
soustavy — cerebralni ganglion, tykadla, corpora pedunculata, corpora cardiaca a
corpora allata (Audsley a Weaver, 2006; Galizia a Kreissl, 2012). Timto zptisobem bylo
objeveno 20 rozdilnych skupin peptidovych hormont Apis mellifera s celkovym poctem
67 lisicich se peptidovych sekvenci (Boerjan et al., 2010).

Rozdilné vysledky dvou uvedenych metod jsou zplsobeny nékolika faktory. Bylo

zjisténo, ze se mnohé peptidové hormony nachézeji v téle vcel pouze ve stopovém
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mnozstvi a za jejich produkci jsou zodpovédné i1 builky nachazejici se v jinych ¢astech
téla. Nabizi se vSak také moznost, ze nckteré z uvedenych 36 gent postradaji svou
primarni funkci a ve v€elim genomu jsou obsazeny pouze z evolu¢niho hlediska (Galizia
a Kreissl, 2012). Ptehled vyznamnych peptidovych hormont v konkrétnich tkanich
centralni nervové soustavy Apis mellifera a zptsoby jejich detekce jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 4), pficemz se jedna pouze o strohy vycet vcelich peptidovych hormont a jejich
funkce se muize ponckud liSit napf. od hormonti detekovanych u rodu Drosophila
z divodu rozdilnych energetickych narokt jedinct a zptisobu jejich Zivota.

Tabulka 4: Prehled vyznamnych peptidovych hormonii v konkrétnich tkanich centrdlni nervové
soustavy Apis mellifera a zpiisoby jejich detekce; vytvoreno podle: Galizia a Kreissl, 2012.

Nazev peptidu  Lokalizace v téle A. mellifera Detekéni metoda
AKH Cerebralni ganglion — corpora Hmotnostni spektrometrie
cardiaca
ILPs IPCs cerebralniho ganglionu; Imunohistochemie

IPCs corpora cardiaca

PBAN Subesofagealni ganglion Hmotnostni spektrometrie
NPF Cerebralni ganglion; In situ hybridizace
subesofagealni ganglion
SNPF Cerebralni ganglion; In situ hybridizace
subesofagealni ganglion
AstA Cerebralni ganglion — corpora Hmotnostni spektrometrie;
pedunculata; tykadla imunohistochemie
Crz Cerebralni ganglion Hmotnostni spektrometrie;

imunohistochemie
Tk Cerebralni ganglion — corpora Hmotnostni spektrometrie;

pedunculata; tykadla imunohistochemie; in situ hybridizace
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4.5 Metody

451 PURIFIKACNI A SEPARACNi METODY PEPTIDU

45.1.1 AMICON® filtrace

AMICON® filtry mohou byt velmi uziteCnym néstrojem pro zakoncentrovani urcitého
peptidu ¢i proteinu ve vzorku. Je zndmo mnoho AMICON® filtra s riznymi velikostmi
p6rt od rozdilnych dodavatelii. Pro spravnou optimalizaci téchto filtrii je ovSem nutno
zohlednit mnoho kritérii — vhodnost vzorku pro filtraci, mnozstvi vzorku, jeho
komplexita, a pfedevs§im volbu samotného filtru, a to nejen vhodnou velikost jeho pért,
ale i dodavatele (Johnsen et al., 2016). Johnsen et al. (2016) totiz ve své praci pomoci
skenovaciho elektronového mikroskopu objevil znacné rozdily AMICON® filtri se

stejnymi specifikacemi, ale od rtiznych dodavatelt.

Pouziti této filtraéni aparatury miize vyrazné snizit ¢asovou naro¢nost Oproti
alternativnim proceduram separace peptidu, kterymi jsou gelova elektroforéza a tzv. size-
exclusion chromatografie (Johnsen et al., 2016). Principem je naneseni specifického
mnozstvi vzorku (stanoveno dodavatelem) s dokazovanym analytem (peptid, protein) do
specialné upravené centrifugani kyvety obsahujici AMICON® filtr s pfislusnou
velikosti pord. Velikosti port obsahuji vzdy uréitou ,,cut-off hodnotu, podle které je
mozno vybrat pozadovany filtr (3 000, 10 000, 30 000, 50 000, 100 000 — tyto hodnoty
souvisi s molekulovou hmotnosti uvadénou v Da). Nasleduje umisténi vzorku do
centrifugy, kde dochazi k jeho centrifugaci pii pozadovaném zrychleni (uvedeno
Vv jednotkach gravita¢niho zrychleni — g) pozadovanou dobu. Prosly filtrat je poté mozno
dale analyzovat, biomakromolekuly, které nebyly filtrem propustény, zlstavaji na

povrchu filtru.

V ptipadé biologicky aktivniho peptidu apidaecinu la o molekulové hmotnosti lehce
presahujici 2 000 Da (Danihlik et al., 2016), je vhodné pouziti AMICON® filtru s ,,cut-
off* hodnotou 3 000, coz bude mit pii centrifugaci za nasledek odd€leni tzv. ,,balastnich
proteini““ od apidaecinu Ia a jemu podobnych latek. ,,Balastni proteiny* — tedy proteiny s
vyrazné vétsi molekulovou hmotnosti, nez je ,,cut-off* hodnota — ztistanou zachyceny na
filtru, kdezto peptidy s molekulovou hmotnosti 3 000 Da a niz$i budou obsazeny ve
filtratu. Takto l1ze efektivné oddélit poZzadovany analyt od velmi komplexniho vzorku,
ovSem muze nastat problém se selektivitou biomakromolekul s molekulovou hmotnosti
pohybujici se v oblasti ,,cut-off hodnot — zejména pak u filtrti s vét§imi pory (Johnsen et
al., 2016). Z toho duvodu je vhodné pouziti AMICON® filtra k prepurifikacni upravé
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vzorku, ktera je nasledovana dal$imi purifikaénimi kroky, zahrnujici chromatografické
metody — piedev§im rizné druhy kapalinové chromatografie (viz kapitola 4.5.1.2;
4.5.1.3).

45.1.2 lontoméni¢ova chromatografie — lon-exchange chromatography (IEC)

Jedna se o metodu kapalinové chromatografie, jez je schopna délit peptidy a proteiny
Vv zavislosti na jejich naboji, s klasickym usporadanim — pevna stacionarni faze a kapalna
mobilni faze. Porézni kulicky tvofici staciondrni fazi jsou obvykle slozeny
ze zesitovanych molekul nesoucich kladny (anex) ¢i zdporny ndboj (katex). Typické
materialy pouzivané pro tvorbu stacionarni faze IEC jsou polysacharidy, anorganické
materidly a syntetické organické polymery, na které je pevné vazan kladné ¢i zdporné

nabity ligand poskytujici pozadované vlastnosti (Boone a Adamec, 2016).

Dle naboje stacionarni faze je také mozno rozliSovat silnou (,,strong®) ¢i slabou
(,,weak*) iontoméni¢ovou chromatografii. Silné iontoménice maji schopnost zachovat si
svlj naboj bez ohledu na pH Vv kolon¢, kdezto slabé iontoménice ziistavaji ionizovany
pouze Vv ur¢itém rozmezi pH, ¢ehoz je vyuzivano pfi tvorbé pH gradientd v kolonéch pfi
chromatofokusaci za uc¢elem eluce (Boone a Adamec, 2016). V zavislosti na naboji tedy
rozliSujeme silnou aniontovou vyménu (SAX), slabou aniontovou vyménu (WAX),
silnou kationtovou vyménu (SCX) a slabou kationtovou vyménu (WCX). Vzorek
proteint a peptidl je nasledné unasen mobilni fazi v kolon€. Vhodna volba mobilni faze
je hlavnim faktorem uspéSného provedeni IEC, jelikoz pH mobilni faze ovliviiuje naboj
samotnych molekul proteinové povahy ve vzorku — pH mobilni faze niz$i, nez je
izoelektricky bod (pI) samotného proteinu zpiisobi jeho kladny néboj, a tedy navazani
na katex. Pifi pH hodnoté vyssi, nez pl proteinu dojde k vazb& proteinu na anex.
V zévislosti na mnozstvi obsaZenych ionizovanych skupin proteinu (a tedy 1 sile
jednotlivych interakei s pevnou fazi) poté dochazi k jeho umérnému zachyceni v koloné
nasledovano eluci proteinu. Doba, jeZ je mé&fend od naneseni konkrétniho proteinu spolu
s celym vzorkem v mobilni fazi do kolony po jeho eluci, se nazyva elu¢ni ¢as. Dle
elucnich casti jednotlivych slozek vzorku je moZzno nasledné izolovat a purifikovat

konkrétni biomakromolekuly pro jejich naslednou kvantifikaci.

V¢eli AmPs apidaeciny, jez jsou silné kationické (pl > 11), 1ze pomoci IEC efektivné
oddélit od ostatnich latek. Kuptikladu by bylo moZzné po AMICON® filtraci pfipravit
IEC-kolonu, na které¢ by probihala WCX. Peptidy by byly pieneseny do pufru s niz§im
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pH, nez je jejich pl (byl by zajistén jejich kladny naboj) — napf. pomoci pufru
hydrogenuhli¢itanu amonného (pH = 9), pfi¢emz by byla zaroven zajiSténa eluce peptidi

a proteinu s niz§im pl (Danihlik et al., 2014).

4.5.1.3 Chromatografie s reverzni fazi — Reversed-phase liquid chromatography
(RP-LC)
Velmi uCinnym a také znacné rozSifenym nastrojem pii analyze biomakromolekul je RP-
LC, jez umoziuje jejich izolaci ze vzorku souvisejici s povrchovou hydrofobicitou
(Boone a Adamec, 2016). Chromatograficka kolona obsahuje stacionarni pevnou fazi,
ktera je tvofena hydrofobnim, nebo nepolarnim materidlem — obvykle se pfipravuje reakci
silikagelu s alkylsilany o délce fetézce az 18 atomu uhliku (jinym nepolarnim materialem
pro piipravu stacionarni faze u RP-LC je napf. divinylbenzen a neporézni oxid kiemi¢ity).
Pokud je zdmérem RP-LC separace neporusenych proteind, je vhodné zvolit kombinaci
silikagelu a alkylsilant, které maji kratsi uhlikovy fetézec (C4 a C8) — kratsi fetézec
zpisobi mensi mnozstvi interakci mezi staciondrni f4zi a analytem a bude dochéazet k nizsi
retenci analytu v koloné (Capriotti et al., 2011). Naopak pii studiu pouze lehce
hydrofobnich, krat$ich a molekulové ne pfili§ velkych proteinti (do 10 000 Da) a peptida
je vhodné pouziti alkylsilanti s del§im uhlikovym fetézcem (C18) — k t€émto alkylsilantim
se ovSem velmi siln€ poutaji vétsi proteiny z diivodu vyssi hydrofobicity, pfi¢emz neni
tyto biomakromolekuly mozné nasledn¢ eluovat (Boone a Adamec, 2016). Je proto nutné

vhodné volit molekuly tvofici stacionarni fazi.

Mobilni faze RP-LC, ve které je undSen vzorek kolonou, musi byt hydrofilni, ¢i
polarni. Typickym ptikladem polarni mobilni faze pro naneseni proteini a peptidi na RP-
LC kolonu je ztedéna (0,1 — 0,5% v/v) kyselina mravenci (FA). Po naneseni vzorku na
kolonu dochazi k interakci hydrofobnich molekul vzorku s hydrofobni stacionarni fazi.
Tyto biomakromolekuly jsou adsorbovany na povrch staciondrni faze kolony a eluovany
Vv zavisloti na mife hydrofobnich interakci. Nejprve je eluovana mobilni hydrofilni faze
spolu s hydrofilnimi molekulami ze vzorku. S klesajici polaritou, jez je docilena pouzitim
organického rozpoustédla — obvykle smés 100% acetonitrilu (ACN) a 0,1% FA, jsou
naruSeny hydrofobni interakce solutu a mobilni faze a podle miry hydrofobicity
jednotlivych biomakromolekul dochazi k jejich eluci (Capriotti et al., 2011). Po skonéeni
purifikace urcitého proteinu je dilezit¢ RP-LC kolonu dostate¢né promyt (pouZitim az
100% (v/v) ACN a 0,1% (v/v) FA), aby nedoslo k mozné interferenci pii dal$im pokusu,

a také ji znova ekvilibrovat pomoci 0,1% (v/v) FA (Boone a Adamec, 2016).
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Narozdil od IEC je RP-LC tzv. ,,inline* metodou, coz znamena, ze ji lze pfimo propojit
s detekénimi pfistroji — konkrétné¢ s hmotnostnimi spektrometry. Vyhodou oproti
,,offline” metodam (IEC) je vysoka prachodnost, automatizovany prenos a davkovani
vzorku. Pfi RP-LC je také moznost zamény solventu za jiny, ktery je nasledné také
pouzitelny pro hmotnostni spektrometrii (Boone a Adamec, 2016). IEC ma jako ,,offline*
metoda vyhodu ve sbéru samotnych vzorki, kvili ¢emuz je moznd analyza vzorku
nezavisla na Case, dale v riznych fragmentacnich technikach vzorku a urcité flexibilité
celého procesu —je mozno zasahovat do eluce (neni automatizovana jako u RP-LC),

mozna nasledna injekce vzorku do hmotnostniho analyzatoru (Capriotti et al., 2011).

RP-LC je mozno pouZit pro separaci AmPs Apis mellifera analogicky jako IEC, ov§em
v zavislosti na jiné typické vlastnosti téchto peptidi — hydrofobicity. Propojeni RP-LC
s hmotnostnim spektrometrem, ktery vyuziva ionizaci vzorku elektrosprejem (ESI-MS),
dava vzniknout ,liquid chromatography-mass spectrometry* metodé¢ (LC-MS), jez je
v soucasné dobé hlavni pouzivanou metodou v oblasti védniho oboru proteomika

(Capriotti et al., 2011; Boone a Adamec, 2016).

452 DETEKCNi METODY PEPTIDU

4.5.2.1 Hmotnostni spektrometrie s vyuzitim ionizace elektrosprejem (ESI-MS)
Technika ESI-MS umoznuje jak kvalitativni, tak kvantitativni analyzu vzorku biomolekul
(proteinu a peptidu nevyjimaje) — pomoci této metody je tedy mozné urcit strukturu dané
molekuly a také ji kvantifikovat. Jak jiz bylo zminé€no, je vhodné kombinovat ESI-MS
s chromatografickymi metodami, nejcastéji s plynovou chromatografii (GC) a hlavné RP-
LC. Prubeh ESI-MS detekce sestava ze Ctyt kroki — nejprve je vzorek proteinu ionizovan
technikou ESI, nasledné dochazi k piesunu nabitych ¢astic ptes hmotnostni analyzator az
Kk detektoru, na jehoz rtizné Casti narazi ionty v zavislosti na poméru jejich hmotnosti
andboje (m/z). Signaly z detektoru jsou okamzité prevadény na pocitacova data, které
jsou prostiednictvim vhodného softwaru zaznamenéna a poté vyhodnocena persondlem

laboratote (Ho et al., 2003).

Ionizaci elektrosprejem predchazi prepurifikacni a purifikacni metody (viz kapitola
4.5.1.1; 4.5.1.3). Vhodné¢ ptipraveny vzorek, nebo spise pozadovana frakce k analyze, je
rozpustén v t€kavém solventu a putuje zchromatografické aparatury do kovové, ¢i
sklenéné mikrostiikacky s kovovym pistem. Poté dochazi prostfednictvim nabité

mikrostiikacky k rozpraseni vzorku na jemnou mlhu jednotlivych kapek analytu jeho
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vysouSeni. K vysouseni je v ESI vyuzit silny proud suchého dusiku — dochazi
ke zmenSovani objemu kapek a Krdstu hustoty jejich naboje. S hustotou naboje
jednotlivych kapek analytu vzristd i1 sila elektrického pole. Pti piekroceni kritické
hodnoty sily elektrického pole dojde k tzv. Coulombické explozi, jez uvolni ionty, které

jsou typicky vicenasobné nabité, do hmotnostniho analyzatoru (Bruins, 1998).

Hmotnostni analyzator typicky kombinovany s ESI se nazyva kvadrup6l (Q). Je sloZzen
ze dvou part paralelnich kovovych ty¢i, které se navzajem od sebe nachéazeji ve stejné
vzdalenosti. Na prochdzejici ionty pusobi kovové tyCe Q stejnosmérnym
a radiofrekvennim napétim o stejné velikosti, ale opacném znaménku, coz zpusobi
oscilaci iontu v jeho X-osach a y-osach (po z-0se se iont pohybuje — tedy v této ose
neosciluje). Na zakladé miry oscilace iontu pii urcitém stejnosmérném
a radiofrekven¢nim napéti a jeho rychlosti narazu na detektor lze pomoci patti¢nych
pocitacovych softwarti zjistit hodnotu m/z pro konkrétni iont. Hodnota jednotlivych
napéti je nastavena v zdvislosti na kvantifikovaném iontu, mize se tedy stat, Ze nezddouci
ionty s vetsi oscilacni amplitudou na x-osach ¢&i y-osach narazi do kovovych tyc¢i

a zustanou v Q uvéznény (Ho et al., 2003).

Mimo Q analyzator lze ESI kombinovat také s tandemovym systémem tfi spolu
propojenych kvadrupélt (QqQ), dvou kvadrupdla spojenych s tzv. ,.time of flight™ (TOF)
analyzatorem (Qq TOF), nebo s hmotnostnim analyzatorem zvanym iontova past (IT).
Princip QqQ spociva ve filtraci analyzovanych iontli pomoci Q1, pficemz vybrané ionty
putuji do qz, ktery slouZzi pouze jako kolizni cela pro fragmentaci téchto iontl. Pro kolizi
a fragmentaci iontll je v 2 pouzivan tzv. ,kolizni plyn* (pfevazn¢ argon), kdy jsou
separovan¢ a fragmentované ionty pifeneseny do Qs, jenz ma funkci analyzatoru
a zprostiedkovava informace o struktufe analyzovanych iontti (Ho et al., 2003). Qq TOF
analyzator s obdobnym principem pak poskytuje vyssi rozliSeni jednotlivych iontii oproti
QqQ analyzatoru. TOF analyzator na konci tandemového hmotnostniho spektrometru
totiz obvykle obsahuje elektrostaticky analyzator zvany reflektron, ktery prodluzuje ¢as
letu iontl v z&vislosti na jejich naboji, a tim je mozno docilit jejich lepSiho rozliSeni. IT
je slozena z prstencové a dvou ,,vickovych® (cap) elektrod, které se nachézeji na vstupu
a vystupu analyzatoru. VSechny hyperbolické elektrody, na kter¢ je distribuovano napéti
zavislé na hodnoté m/z kvantifikovanych iontt, formuji dohromady dutinu, ve niz je
mozno tyto ionty uvéznit, analyzovat je a na zakladé jejich m/z hodnoty je vypustit

z analyzatoru smérem k detektoru (Ho et al., 2003). Stejné tak je mozné ionty ponechat
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uvéznéné v analyzatoru a provézt dalsi cyklus analyzy za ucelem piesnéjSiho rozliSeni

jednotlivych biomolekul (napf. proteinti) s podobnou strukturou.

Vysledné hmotnostni spektrum zobrazené na pocitaci vyjadiuje relativni Cetnost
signalt jednotlivych iontl proti jejich hodnoté m/z. Nejvétsi signal ve spektru je oznacen
jako maximalni hodnota (tedy 100 %) a ostatni signaly jsou v zavislosti na ném vyjadieny
procentualné. Slozitost hmotnostnich spekter zévisi na komplexité méfeného
vzorku — vyhodné je studovanou molekulu vzdy maximalné purifikovat, v opacném
ptipad¢ vznikd pfi smési rtiznych proteint tzv. ,,raw* hmotnostni spektrum (hmotnostni

spektrum s vysokym poctem signali), které je velmi obtizné vyhodnotit (Ho et al., 2003).

Pfi kvantifikaci analytu pomoci ESI-MS je podle Kinga et al. (2000) nutné dbat na to,
aby nebyla na pocatku potlacena jeho ionizace pfitomnosti molekul, které nejsou tékavé
(soli a lipidy v biologickych materialech). Této interferenci je V souCasné dobé
pfedchézeno pravé pouzitim vhodnych purifikacnich a separa¢nich metod, zejména pak
RP-LC. Iontovy signal je pti kvantifikaci zavisly na koncentraci analytu, nikoliv na jeho
objemu a rychlosti jeho prutoku (Bruins, 1998). Odlisnym dilezitym faktorem docileni
ptesné kvantifikace je pouziti internich standardl. Interni standardy jsou molekuly
strukturné podobné analytu, které jsou ptidavany do analyzované smési (typicky
izotopové znacené molekuly) a slouzi ke kompenzovani ztrat zptsobenych piipravou

analytu a ke zvyseni citlivosti pii detekci pomoci ESI-MS (Ho et al., 2003).

4.5.2.2 Kvantifikace v hmotnostni spektrometrii s vyuZitim internich zna¢enych
standardii
Interni standardy jsou molekuly podobné struktufe kvantifikovaného analytu.
Nejvhodnéjsim zpusobem kvantifikace pomoci internich standardi je nejprve ptiprava
interniho standardu se stejnou strukturou jako ma analyt a dale inkorporace stabilnich
izotopu do struktury této molekuly — ptikladem pro pochopeni zminéného principu je
kvantifikace nizkomolekularniho karnitinu, pii které bylo vyuzito karnitinového
standardu se tfemi vodiky nahrazenymi jejich téz§im izotopem, tedy deuteriem (Stevens
et al., 2000; Ho et al., 2003). Dalsim moznym pfistupem, jenz se provadi
pfi nedostupnosti interniho standardu, je kvantifikace pomoci strukturniho analogu
analytu, tedy molekuly, ktera ma podobnou strukturu jako analyt — Zhang et al. (1997)
ve své studii imunosupresivni molekuly s nazvem tacrolimus pouzil k jeji kvantifikaci

pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie jako interni standard ascomycin.
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Pti kvantifikaci objemnych biomakromolekul (proteiny, peptidy) pomoci internich
organické syntéze standardli mensich molekul je zisk proteinu touto cestou velmi
komplikovany a mnohdy nemozny z divodu charakteristického usporadani AMK
V polypeptidickém fetézci, intramolekularnich disulfidovych vazeb ve struktuie proteinu
a také z diivodu posttranslacnich modifikaci proteinu, které probihaji v nativnich buiikéch

a synteticky je nemozné je vytvofit (Bronsema et al., 2012).

Pro tvorbu internich standardii proteini byla tedy vyvinuta inovativni metoda, pfi které
jsou kultivovany modifikované kultury bakterii ¢i kvasinek produkujici specificky
pozadovany protein, piicemz je ristové médium obohaceno o AMK s inkorporovanymi
t&Zkymi izotopy prvka (**N a *C) (Ong et al., 2002; Heudi et al., 2008). Protein je
nasledné syntetizovan mikroorganismy vcetné posttranslaénich modifikaci, izotopy jsou

pak inkorporovany do struktury proteind.

Nasleduje dukladna purifikace vzniklého proteinu, za tGéelem odstranéni
proteolytickych enzymu.. Syntéza proteinti pomoci v bakteridlnich a kvasni¢nych je
ve srovnani s nebunéénou syntézou spolehlivejsi — v syntéze za nepouziti bunéénych
kultur nedochazi k posttranslaénimu modifikovani proteinu, v mnohych pfipadech je tedy
tento protein odlisny od proteinu analyzovaného, a tedy méné idedlni pro roli standardu

v kvantifikaci (Bronsema et al., 2012).

Jinym pouzitim internich standardl pii kvantifikaci proteinii a peptidi je vyuZiti
strukturniho analogu zkoumaného proteinu jako standardu. Vyhodou je volba komer¢né
syntetizovanych proteinid, které jsou relativné cenové dostupné. Experiment tedy
vyzaduje mens$i ¢asovou naroc¢nost. Dilezitymi faktory pro vybér vhodného analogu
studovaného proteinu je jeho molekulovd hmotnost, pocet AMK obsahujici naboj
na postrannim fetézci, pl proteinu a schopnost odstépeni specifického peptidu
prostiednictvim travicich enzymu (Bronsema et al., 2012). Nevyhodou pouziti standardi
s analogickou strukturou kvantifikovaného proteinu je znacna nepiesnost stanoveni,
jelikoz dany standard nevykompenzuje vSechny ztraty pii krocich ptipravy vzorku. Signal
analytu a standardu se také miZze liSit v zavislosti na potlaceni urcitych iontl, netiplné
digesci standardu, rozdilech v adsorpci biomakromolekul a névratnosti jejich extrakce

(Bronsema et al., 2012).
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Za nedostupnosti proteinovych standardi mohou byt pti kvantifikaci proteinti jako
standardy pouzity také peptidy (ovSem s niZsi citlivosti kvantifikace). Standardy peptidt
jsou syntetizovany na pevné fazi za pouziti AMK s izotopovymi znackami, nebo
zna¢enim pomoci odstépitelnych skupin (Nilsson et al., 2005; Bronsema et al., 2012).
K nejméné presné kvantifikaci proteinu pomoci peptidovych internich standardt dochazi
pfi pouziti standardu peptidu obsahujiciho pouze podobnou (nikoliv stejnou) strukturu

jako urcita ¢ast proteinu (Stokvis et al., 2004).
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5 EXPERIMENTALNI CAST

Tato kapitola navazuje na literarni reSerSi studované problematiky a piinasi

navrhovany postup experimentalni ¢innosti.

5.1 Navrzeny protokol izolace, purifikace a nasledné detekce
s kvantifikaci v¢eliho antimikrobialniho peptidu apidaecinu |
511 [IZOLACE APIDAECINU | ZTELA APIS MELLIFERA - PREPURIFIKACNI
KROKY
Pro porovnani hladiny apidaecinu v té€le Apis mellifera v zavislosti na jejim véku je
mozno shromazd’ovat dvé skupiny vcel — Cerstvé vylihlé a Zijici v Ulu, pfiCemz je také
nutno rozliSovat letni a zimni populace vcel, které se mohou liSit v mnozstvi exprese

jednotlivych AmPs (Danihlik et al., 2014; Dostalkova et al., 2021). Mira tvorby AmPs se

také 1i8i v zavislosti na zdravotnim stavu véel (Danihlik et al., 2014).

5.1.1.1 Sbér hemolymfy a hrudni ¢asti ze v¢eliho téla

Hemolymfa se ziskava z hrudi (thorax) vcel, ktera je pitvou oddélena od zbytku téla
véely, a nasledné je hemolymfa vytlacena a odpipetovana (Stranska, 2007; Danihlik et
al., 2018; Dostalkova et al., 2021). Alternativnim zptisobem lze vzorek odebirat vpichem

kapilary pod kutikulu jedince a samovoln€ nechat hemolymfu odkapavat.

5.1.1.2 Nutné prepurifika¢ni kroky

Kizolaci peptidli ze vzorku hemolymfy je doporufovano pouZzit sraZecich Cinidel.
Stranskd (2007) ve své praci pouzila dvé rozdilné chemikalie, a sice siran amonny
a aceton. Srazeni ovSem piedchdzi centrifugace samotné hemolymfy za snizené teploty
(4 °C) pri pretizeni asi 18 000 x g. Po 15 minutach by mélo dojit k odstranéni bunéénych
komponent a lipidi ze vzorku. Pfi srazeni pomoci siranu amonného je pouzivano 30%
nasyceného roztoku, jenz je pfidan do zkumavky — ta je prenesena do lednice, kde je smés
precipitovana po dobu 1 hodiny. Nasleduje pfenos smési do centrifugacni kyvety
a centrifugace smési pii pietizeni asi 18 000 x g po dobu ptiblizné 5 minut pfi snizené
teploté (4 °C). Cely proces je nésledné¢ opakovan za pouziti 80% nasyceného roztoku
siranu amonného, ktery je pfidan k supernatantu zcentrifugovaného vzorku. Vysledkem
izolace je rozliSeni proteinové frakce na dné kyvety a peptidové frakce nachazejici se

Vv supernatantu, ktery je mozno skladovat v mrazicim boxu pfi nizké teplote (-80 °C).

Pro srazeni acetonem, je pouzito dvou roztokl — pfi tvorbé roztoku A je v acetonu

smichana 20% (v/v) trichloroctova kyselina (TCA) s 0,2% dithiotreitolem (DTT); roztok
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B tvori samotny 0,2% (v/v) DTT v acetonu. Nejprve je ke vzorku hemolymfy pfidan
roztok A v objemovém poméru 1:8. Roztok je prenesen do lednice, kde probiha
precipitace obvykle 24 hodin (Ci sta¢i pouze pies noc). Po precipitaci je vzorek prenesen
do centrifugacni kyvety a centrifugovan stejnym zptsobem jako vzorek precipitovany
siranem amonnym, ovSem s ¢asovym rozdilem (centrifuga¢ni doba 15 minut). Po
odstranéni supernatantu zcentrifugovaného vzorku je nutno k sedimentu ptidat roztok B
(stejny objem jako roztok A) a tuto centrifugaci opakovat (Stranska, 2007). Proteiny
i peptidy se vtomto piipadé nachazeji v jedné spoleéné frakci, ktera je obsaZena

v supernatantu — skladovani pii nizké teploté (-80 °C) do doby dalsiho vyuziti.

Prepurifikace vzorkti obsahujici vceli thorax je zaloZzena nejprve na jejich
homogenizaci v prostiedi trifluoroctové kyseliny (TFA) s pouzitim keramickych kuli¢ek
Vv kulickovém mlynku. Nésledn¢ je pfi laboratorni teplot¢ homogenat centrifugovan po
dobu 10 minut pii 15 000 x g. Po pfeneseni supernatantu do zkumavky a jeho zahtivani
po dobu 10 minut pfi 100 °C je centrifugace opakovana. Supernatant odebrany
z centrifugované smési je poté lyofilizovan a skladovan pfi teploté -80 °C v mrazicim
boxu (Danihlik et al., 2014). Mezikrok obsahujici zahtivani supernatantu vzorku souvisi
s typickymi vlastnostmi AmPs, pficemz jejich silnd bazicita ptispiva k odolnosti viici
extrémnim podminkdm (vysokd teplota, nizké pH) — tepelnym zahfivanim Ize tedy
efektivné oddélit siln¢ bazické AmPs od ostatnich peptidit a proteint, které jsou

denaturovany a sedimentuji pii centrifugaci (Casteels et al., 1989).

Analogicky lze k separaci proteini a peptidi pouzit AMICON® filtrt, které jsou
schopny délit tyto molekuly od ostatnich komponent vzorku na zakladé specifické
molekulové hmotnosti. Filtrace je provadéna ve specialnich aparaturach, také je mozno
filtrovat v mikroskopickém métitku, kdy je filtr usazen do mikrozkumavky a pfi nasledné

centrifugaci jsou pies n&j propoustény odpovidajici molekuly vzorku.

512 PURIFIKACE JEDNOTLIVYCH VZORKU ZA UCELEM ZISKU CO
NEJCISTSI FRAKCE APIDAECINU |

Pted samotnou purifikaci je k lyofilizovanym vzorkim obsahujicim véeli hemolymfu,

nebo thorax pridana 5% kyselina mravenéi (FA) — v koncentracich zavisejicich na typu

a mnozstvi vzorku — za ucelem znovurozpusténi tohoto lyofilizatu. Danihlik et al. (2014)

ve své praci zvolil velmi ucinnych a pfesnych metod. V této praci jsou vyse popsané

metody upraveny a optimalizovany za ucelem co nejvysSi preciznosti provedeni

experimentu. Je vnich zahrnuta slaba iontoméni¢ova chromatografie na katexu
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provadéna v reverzni fazi, na kterou navazuje kapalinova chromatografie v reverzni fazi
a nanokapildrnim provedeni (RP-nLC), jez umoznuje dikladnéjsi analyzu za soucasného
pouziti snizeného objemu vzorku. RP-nLC je spojena piimo (,,inline“ metoda) s ESI-Qq

TOF hmotnostnim spektrometrem.

5.1.2.1 Slaba iontoméni¢ova chromatografie na katexu (WCX) v reverzni fazi
Lyofilizované vzorky hemolymfy a homogenizované hrudni ¢asti Apis mellifera jsou
pomoci této metody zakoncentrovany. Prvnim krokem je pfiprava samotnych mikrokolon
za pouziti stacionarni faze — konkrétné¢ Oasis® WCX 30 um (Waters, USA), kterym je
nutné tyto mikrokolony naplnit. Nasledné probihd aktivace stacionarni faze promytim
methanolem a destilovanou vodou, pfi¢emz je pro prostup obou kapalin nutné pouziti
centrifugacni sily (2 minuty pfi 1 000 x g za laboratorni teploty). Mikrokolony jsou
z diivodu své malé velikosti pii centrifugaci pevné uchyceny v mikrozkumavkach.
Alikvoty vzorkt jsou nafedény 5% (v/v) FA a naneseny na aktivovanou stacionarni fazi
mikrokolony. Eluce konkrétnich frakci je postupné za pouziti specifickych promyvacich
chemikalii. Nejprve je vzorek ptreCiStén od kyselych peptidii a proteinii promytim
30 mmol.L? pufru hydrogenuhli¢itanu amonného (pH = 9). Dalsim promyvacim
¢inidlem je methanol, jenz zbavi smés neutralnich molekul a slozek interagujicich
s reverzni fazi. Bazické AmPs jsou vymyty pomoci 50% (v/v) ACN s piidavkem 5% (v/v)
FA (Danihlik et al., 2014).

Pro navazujici metodu nanokapilarni kapalinové chromatografie v reverzni fazi
spojené ptimo s ESI-Qq TOF hmotnostnim spektrometrem je tieba, dle experimentu
provedeného Danihlikem et al. (2014), odsoleni analyzované frakce vzorku (pomoci C8
stacionarni faze) — aktivace diskt s C8 stacionarni fazi pomoci izopropanolu a 5% (V/v)
FA nasledovana centrifugaci (2 minuty pti 1 000 x g za laboratorni teploty), rozpusténi
eluovanych frakci vzorkd v 5% (v/v) FA a pieneseni na disky s C8 stacionarni fazi,
promyti 5% (v/v) FA nasledované dvojnasobnym promytim 50% (v/v) ACN s ptidavkem
5% (v/v) FA (vzdy nasledovano centrifugaci za laboratorni teploty — 2 minuty pfi

1 000 x g). Sesbirané frakce jsou vysuSeny ve vakuu za nizSich teplot (45 °C).

5.1.2.2 Kapalinova chromatografie na reverzni fiazi v nanokapilarnim provedeni
(RP-nLC)
Identifikaci a kvantifikace apidaecinu I pomoci RP-nLC nejprve vyzaduje rozpusSténi

vysusené¢ho vzorku v 0,1% (v/v) TFA s naslednym promichanim, homogenizaci
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ultrazvukem a prenesenim do sklenénych vialek. Takto pfipraveny analyt (mnozstvi
radovée pl) je nanesen na kolonu s délkou 5 cm (Danihlik et al., 2014), ve které je obsazena
stacionarni faze tvorena silikagelem snavazanym alkylsilanem o délce C4. Dale je
pfipravena mobilni faze: 0,4% (v/v) FA jako mobilni faze A, 90% (v/v) ACN s piimési
0,4% (v/v) FA jako mobilni faze B. RP-nLC probiha pfti zvyseném tlaku (20 000 kPa)
a po dokonceni eluce balastnich molekul je kolona promyvana mobilni fazi A (eluce
neutralnich molekul a molekul interagujicich s mobilni fazi). Pro eluci pozadovanych
peptidi je pouzita mobilni faze B, kdy je pii rychlé gradientové eluci (25 minut,
pritokova rychlost 400 nL.min™%) dle elu¢nich &asti standardi apidaecinu I sbirdna frakce

vzorku pro ESI-Qq TOF detekci.

513 MERENI HMOTNOSTNIHO SPEKTRA APIDAECINU I S NASLEDNOU
KVANTIFIKACI
Hmotnostniho spektra je v experimentu Danihlika et al. (2014) docileno pomoci
pozitivniho modu MS v rozmezi hodnot m/z 350-2 200. Kalibrace MS je provedena
v rozsahu m/z od 118 do 2 772 pii rozliSeni 25 000 (pfi plné Siice a poloviné maxima)
za pouziti kalibra¢niho iontu s hodnotou m/z 922,001. Kalibrace probihé pii zdrojovém
napéti 4 500 V, tlaku desolvataéniho plynu 40 kPa, proudu suchého plynu 4 L.min
ateploty suseni 180 °C. Ziskana data jsou zpracovdna pomoci patfi¢ného softwaru
(DataAnalysis software v 4.0 SP5 — Bruker Daltonik). Je porovnan elu¢ni ¢as standardu

apidaecinu | a vzorku.

5.1.3.1 Externi kalibrace

Pomoci interniho standardu apidaecinu I, ktery je zpracovan analogicky jako vzorky
ze véel, a navic znacen pomoci *C a °N, je vytvorena kalibra¢ni kfivka v zavislosti
na jeho vzrustajici koncentraci (0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,5 a 5 pmol). Podle kalibra¢ni
kiivky je poté mozno urcit koncentraci apidaecinu | v jednotlivych vzorcich (Danihlik et
al., 2014).

5.1.3.2 Kvantifikace

Ze ziskanych dat a kalibra¢ni kiivky je mozno kvantifikovat apidaecin I ve vzorcich vceli
hemolymfy a hrudni casti téla (obsahujici mimo jiné i tukové téleso). Pii pocitani
mnozstvi apidaecinu I v jednotlivych vzorcich je nutno dbat na patficné zfedéni vzorku

(Danihlik et al., 2014):
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Kvantifikace apidaecinu I ve véelich vzorcich (pr. odebrano 10 ul ze 100 ul vzorku):

Mapidaecinu 1 (ng) = latkové mmnozstvi apidaecinu | (pmol) x faktor zifedéni (1/10) x

molekulova hmotnost (Da) x 0,001.
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5.2 NavrZeny protokol izolace, purifikace a nasledné detekce

s kvantifikaci v¢eliho adipokinetického hormonu (Apm-AKH)
Studiu Apm-AKH doposud nebylo vénovano piili§ mnoho publikaci, tim padem jsou
informace o tomto hmyzim hormonu stale netuplné. V této kapitole je navrhnut pracovni
postup izolace, purifikace a nasledné kvantifikace s MS detekci vychazejici s dosud
provedenych studii na podobné téma. Nize uvedeny pilotni protokol by mohl byt

vyuzivan pro co nejpiresnéjsi izolaci a kvantifikaci Apm-AKH. V budoucnu je vsak

potieba jej prakticky vyzkouset v laboratofi.

52.1 IZOLACE VCELIHO ADIPOKINETICKEHO HORMONU ZTELA APIS
MELLIFERA — PREPURIFIKACNI KROKY

V¢ely pouzité pro tento experiment mohou byt shromazd’ovany analogicky s predchozim

protokolem. V piedchozich studii byly ovSsem vybrany dospélé véely, které byly sbirany

V letnich mésicich — konkrétné délnice a 1étavky (Lorenz et al., 1999; Audsley a Weaver,

2006).

5.2.1.1 Kolekce tkani neuroendokrinni soustavy — cerebralniho ganglionu bez
komplexu corpora cardiaca-corpora allata a samotného komplexu corpora
cardiaca-corpora allata

Pitva vyse zminénych dvou tkani je provadéna v zavislosti na predchozich studiich, kdyz

byla prokdzana velmi nizka hladina AKH v hemolymf& (Goldsworthy et al., 2002a)

a zaroven jeho hlavni vyskyt v hlavové ¢asti hmyzu (Goldsworthy et al., 1997).

Samotny Ukon je provaddén po prudkém zmrazeni kapalnym dusikem, na které
navazuje oddéleni hlavové ¢asti od hrudi a zadeCku. Z hlavové ¢asti je nasledné pomoci
pitvy vypreparovan mozek s komplexem corpora cardiaca-corpora allata (Obr. 5), které
je od sebe mozno oddg¢lit (tkon je obvykle provadén na Petriho misce s voskem na dné
misky, na kterém je v€ela imobilizovana — napt. entomologickym Spendlikem). Vzorky
2 rozdilnych tkani jsou poté vlozeny do mikrozkumavek — v praci Lorenze et al. (1999)
bylo pouzito od 50 po 80 jedinci pro tvorbu jednoho vzorku, optimalnim poctem by

mohlo byt 60 jedincil.

5.2.1.2 Nutné prepurifika¢ni kroky
Vzorky jednotlivych tkani jsou nejlépe dvakrat extrahovany v 80% methanolu. Poté
probiha jejich homogenizace pomoci ultrazvuku a centrifugace za snizené teploty (4 °C)

pii ptetizeni asi 15 000 x g po dobu 5 az 10 minut. Vzniklé supernatanty jsou vysuSeny
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ve vakuu za nizké teploty (viz kapitola 5.1.2.1) a pfeneseny do mraziciho boxu (-80 °C),
kde jsou ulozeny do doby jejich dalsiho vyuziti (jako u prepurifikacnich krokli apidaecinu

I Ize pro separaci Apm-AKH vyuzit i AMICON® filtru).

522 PURIFIKACE JEDNOTLIVYCH VZORKU ZA UCELEM ZISKU CO
NEJCISTSI FRAKCE VCELIHO ADIPOKINETICKEHO HORMONU
Na rozdil od postupu tykajiciho se purifikace apidaecinu I je vhodnéjsi v tomto piipadé
nahradit WCX v reverzni fazi tzv. ,,size-exclusion® chromatografii (SEC), ktera déli
biomakromolekuly v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti — je tedy vyuzito pomérné
niz8§i molekulové hmotnosti Apm-AKH (ptiblizné 1 160 Da) oproti napt. apidaecinu I
a dalSim AmPs, které se nachazeji ve v€eli hemolymf€. Nasledujici postup je (s drobnymi
obménami) analogicky s postupem zpracovani apidaecinu I — na SEC navazuje RP-nLC

spojend s ESI-Qq TOF hmotnostnim spektrometrem.

5.2.2.1 ,Size-exclusion“ chromatografie (SEC)

Pomoci SEC je délena smés biomakromolekul stejnym principem jako u gelové
permeacni chromatografie. Hlavni podminkou spravného provedeni experimentu je volba
vhodného gelu, kterym extrakt pronikd. Pro tento experiment je vhodné pouziti jemného
¢i extra jemného Bio-Gel® P-2 gelu (Bio-Rad), ¢i jeho analogii. Tento gel propousti
molekuly mezi molekulovymi hmotnostmi 100 az 1 800 Da (Bio-Rad, 2000). Jedna se
0 polyakrylamidovy gel, ktery je pouzitelny v pH rozmezi 2 az 10, siln¢ hydrofilni a bez
naboje, coz jsou esencialni vlastnosti ke gelové filtraci Apm-AKH (Bio-Rad, 2000).

Jako prvni je tedy pfipraven gel, kterym je naplnéna chromatograficka kolona (dle
instrukci distributora). Nasledné jsou vzorky tkani vyjmuty z mraziciho boxu,
rozmrazeny na laboratorni teplotu. Podle mnoZstvi vzorku je volena délka a primér
kolony. V ptipadé pouziti Bio-Gel® P-2 gelu je mozno vyuzit také vyssiho tlaku pii SEC
z divodu dobrych vlastnosti a elasticity gelu (Vagenina et al., 1999). Na pfipravenou
chromatografickou kolonu je nanesen vzorek za pouziti 0,1% TFA jako solventu (Siegert
et al., 1985). Po kolekci frakci vzorkl cerebralniho ganglionu a komplexu corpora
cardiaca-corpora allata obsahujici Apm-AKH je tieba odsoleni analyzovanych frakci
pomoci C8 stacionarni faze (postup — viz kapitola 5.1.2.1). Sesbirané frakce dvojiho typu

jsou vysuseny ve vakuu za niz§ich teplot (45 °C).
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5.2.2.2 Kapalinova chromatografie na reverzni fiazi v nanokapilarnim provedeni
(RP-nLC)

Identifikaci a kvantifikace Apm-AKH probiha analogickym zptusobem, jako bylo
zminéno v protokolu zpracovani apidaecinu I. Uvodem je nutné rozpuiténi vzorki
(cerebralni ganglion, komplex corpora cardiaca-corpora allata) v 0,1% (v/v) TFA
(Audsley a Weaver, 2006) a jeho nasledna homogenizace ultrazvukem. Stacionarni faze
kolony RP-nLC je tvoifena silikagelem, na ktery je v souladu s prepurifika¢nimi kroky
a SEC purifikaci moZno navazat alkylsilan o délce C18 (Lorenz et al., 1999). V zavislosti
na experimentu Lorenze et al. (1999) je vhodné pouzit tyto mobilni faze: mobilni faze
A-0,1% (v/v) TFA, mobilni faze B — 0,1% (v/v) TFA s pfimési 20% az 32% ACN
za tvorby gradientové eluce (pH = 7, priitokova rychlost 400 nL.mint).

Z davodu blokace peptidu kyselinou pyroglutamovou bylo v experimentu Lorenze et
al. (1999) vyuzito enzymatického odstépeni této kyseliny (pomoci enzymu pyroglutamat
aminopeptidasa (EC 3.4.19.3)) za ucelem ziskani piesné AMK sekvence daného peptidu.
Cilem této prace je kvantifikace Apm-AKH, pro kterou neni tento ukon nutny. VVzorek je
tedy spolu se standardem Apm-AKH nanesen na pfipravenou kolonu o délce 5 cm.
Probiha vysokotlaka kapalinova chromatografie s gradientem mobilnich fazi. Frakce
vzorku jsou sbirany k ESI-Qq TOF detekci v zavislosti na eluénim ¢ase standardu Apm-
AKH.

5.2.3 MERENI HMOTNOSTNIHO SPEKTRA VCELIHO ADIPOKINETICKEHO
HORMONU S NASLEDNOU KVANTIFIKACI

V praci Audsleyho a Weavera (2006) byl hmotnostni spektrometr (MALDI-TOF MS)

kalibrovan v pozitivnim modu (rozmezi hodnot m/z 500-3 500). Pii provedeni méfeni

hmotnostniho spektra pomoci ESI-Qq TOF MS je potieba ptistroj kalibrovat v podobném

rozmezi. Je mozno také vychazet z analyzy apidaecinu I (Danihlik et al., 20014), ktera

by mohla poslouZit jako jakasi Sablona pro optimalizaci kalibrace.

5.2.3.1 Externi kalibrace

Kalibraéni kiivku pro kvantifikaci Apm-AKH je moZné konstruovat pomoci interniho
standardu Apm-AKH, ktery je (stejné jako interni standard apidaecinu |) mozno
syntetizovat, Ci spiSe nechat vytvofit na zakdzku specializovanou laboratoii zaméfenou
na syntézu biomakromolekul. Poté je (analogicky s protokolem zpracovani apidaecinu I)
standard izotopové zna¢en (}*C a ®N) a v zavislosti na jeho vzristajici koncentraci je

vytvorena kalibra¢ni kiivka Apm-AKH.
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5.2.3.2 Kvantifikace

Pii prolozeni ziskanych dat kalibracni kiivkou je mozno kvantifikovat Apm-AKH
ve vzorcich cerebralniho ganglionu a komplexu corpora cardiaca-corpora allata. Lze
postupovat podobnym zptisobem jako pii kvantifikaci apidaecinu I (nutno zohlednit

zfedéni) — viz kapitola 5.1.3.2.
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6 ZAVER

V teoretické Casti této prace byly v n€kolika kapitoldch shrnuty soucasné poznatky
0 hmyzich bioaktivnich peptidech (se zaméfenim na konkrétni hmyzi druh Apis
mellifera), jejich struktute, modifikacich funkcich a biologickém vyznamu. V této Casti
prace byly podrobné rozpracovany dvé hlavni skupiny bioaktivni peptidd, jimiz jsou
antimikrobialni peptidy (AmPs) a hmyzi peptidové hormony (HPHS). V zavislosti
na jejich strukture a specifickych funkcich byly tyto peptidy popsany samostatné, ¢i
v ramci biologicky aktivnich peptida s charakteristickymi spole¢nymi znaky. Byly také
vysvétleny mechanismy plsobeni bioaktivnich peptidi v t€le hmyzu a signalni drahy

zapojené do tvorby AmPs a HPHSs v souvislosti s imunitni a obrannou odpovédi.

Experimentalni ¢ast byla vénovana konkrétnim zastupcim bioaktivnich peptidi
z AmPs a HPHs, pti¢emz byl popsan postup jejich izolace z téla Apis mellifera, nasledné

purifikace a detekce s kvantifikaci.

Ze vcelich AmPs byl zvolen zastupce zvany apidaecin I, jehoz zpracovani bylo jiz
popsano Danihlikem et al. (2014). Postup, ktery sestava z izolace v¢eli hemolymfy
ahrudi hmyzu za pouziti prepurifikacnich krok (pfipadné AMICON® filtrace),
purifikace vzniklych extraktt WCX v reverzni fazi, nanokapilarni RP-LC purifikace
a detekce s kvantifikaci pomoci metody ESI-Qq TOF hmotnostni spektrometrie, byl pfi
vypracovani teoretického protokolu zhodnocen a drobné¢ obménén. Hlavnim diivodem
zpracovani tohoto teoretického protokolu byla ovSem jeho analogicka aplikace
pro zpracovani Apm-AKH ze skupiny HPHs. Optimalizace kompletniho zpracovani

Apm-AKH totiz v literatufe doposud nebyla popsana.

Teoreticky postup zpracovani Apm-AKH byl zapocat popisem jeho izolace z dvou
odlisnych tkani véely medonosné — cerebralniho ganglionu a komplexu corpora cardiaca-
corpora allata. V popisu prepurifikaénich krokd bylo zpracovani vzorkti obménéno
Vv zavislosti na charakteru analyzovaného peptidu. V protokolu je také nahrazena
purifika¢ni metoda WCX (vhodna pro silné bazické AmPs) metodou SEC, pomoci niz je
Apm-AKH vhodné&jsim zpusobem a Setrnéji purifikovan. | do postupu zpracovani Apm-
AKH byla zaclenéna metoda, kterd kombinuje RP-nLC s ESI-Qq TOF hmotnostni
spektrometrii. Zpuasob kvantifikace dvou zminénych bioaktivnich peptidi popsany v této

praci je zaloZen na izotopickém znaceni internich standardd jednotlivych peptida.
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Vypracované teoretické protokoly byly vytvofeny za ucelem sjednoceni soucasnych
poznatkili o zpracovani vybranych bioaktivnich peptidii a mohou byt vyuzity pro studie
zabyvajici se podobnou problematikou. Vhodnym uplatnénim by mohlo byt naptiklad

navazujici studium bioaktivnich peptida Apis mellifera v ramci diplomové prace.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

aaRS
AC
ACC
Acetyl-CoA
ACN
Adip
AdipR
AKH
AKHR
AMK
AMP
AmP
Apm-AKH
APRP
AstA
ATGL
bmmL
CACTUS
CAMP
CCHa2
CREB
Crz
CrzR

Cyk

aminoacyl-tRNA synthetasa

adenylatcyklasa

acetyl-CoA carboxylase (acetyl-CoA karboxylasa)
acetylkoenzym A

acetonitril

adiponektin

receptor Adip

adipokineticky hormon

receptor AKH

aminokyseliny

adenosinmonofosfat

antimikrobialni peptid

adipokineticky hormon Apis mellifera

AKH precursor-related peptide (peptid podobny prekurzoru AKH)
allatostatin-A

adipose triglyceride lipase (sav¢i adipdzni triglyceridova lipasa)
brummer lipasa

nukledrni transkripéni faktor kappa B = NF-1xB

cyklicky adenosinmonofosfat

CCH-amid-2

transkrip¢ni faktor cAMP response element-binding protein
corazonin

receptor Crz

cytokin (adipokin)
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Da Dalton (jednotka molekulové hmotnosti biomolekul)

DAG diacylglycerol

DAP-PGN peptidoglykan obsahujici kyselinu diaminopimelovou

DAR?2 Ast-A receptor 2 ptitomny v hmyzim rodu Drosophila

DH-PBAN diapause hormone-pheromone biosynthesis activating

neuropeptide (hormon zptisobujici diapauzu a také aktivaci biosyntézy hmyzich

feromont)

DHR diapause hormone receptor (receptor DH-PBAN)

Dif dorsal-related immune factor (imunitni faktor piibuzny dorsal-
proteinu)

DNA deoxyribonukleova kyselina

Dom domeless (pt. domeless receptor)

dsRNA double-stranded (dvouvlaknova) RNA

DTT dithiotreitol

ERK mimobunécnd signalem regulovand kinasa

ESI-MS electrospray  ionisation-mass  spectrometry  (hmotnostni

spektrometrie s vyuzitim ionizace elektrosprejem)

FA Kyselina mravenci

FAS fatty acid synthase (syntasa mastnych kyselin)

foxO transkrip¢ni faktor Forkhead Box Class O

g gravitacni zrychleni

GABA kyselina y-aminomaselna

GC gas chromatography (plynova chromatografie)

GNBP3 Gram-negative binding protein 3

GPCR G-protein-coupled receptor (receptor spiazeny s G-proteinem)
Grass serinova proteasa ,,Grass*
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HPH

IEC

ILP

IMD

ImdP

InR

IP3

IP3R

IPCs

IT

JAK

JAtK

JNK

kPa

LC-MS

hmyzi peptidovy hormon

lon-exchange chromatography (Iontoménicova chromatografie)
insulin-like peptide (peptidovy hormon podobny insulinu)
imunitni deficience

immune deficiency protein

insulinovy receptor

inositol-1,4,5-trifosfat

receptor IP3

insuline-producing cells (buiiky produkujici insulin)
analyzator zvany iontova past

Janus kinasa

Janus-tyrosinkinasa

c-Jun N-terminalni kinasa

kilopascal (jednotka tlaku)

liquid chromatography-mass spectrometry (metoda kapalinové

chromatografie propojené s hmotnostni spektrometrii)

Lk

LPS

Lst

LTA

MALDI

leukokinin
lipopolysacharid
limostatin
lipoteichoové kyselina

,matrix-assisted laser desorption ionization* (laserovd desorpcni

ionizace vzorku s pomoci matrice) — odli$ny zptsob ionizace od ESI

MAVS

mmol.L™?

mitochondrial antiviral signaling protein

milimol na litr (jednotka koncentrace)
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Mnb/Dyrkla

enzym  minibrain/dual-specifity ~ tyrosine  phosphorylation-

regulated kinase la

ModSP
MRNA
mV
NF-1xB
NF-xB
NPF
NRPSs
PAK
PCP

PGRP
peptidoglykan)

PGRP-LC
peptidoglykan)

pl
PlIsK

PIAS

serine protease-like protein
mediatorova ribonukleova kyselina (také messenger RNA)
milivolt

inhibitor nuklearniho transkripcniho faktoru kappa B
nuklearni transkrip¢ni faktor kappa B

neuropeptid F

neribosomalni peptidova synthetasa

CAMP-dependentni proteinkinasa A

peptidyl carrier protein

peptidoglycan  recognition  protein

(protein  rozpoznavajici

peptidoglycan-recognition protein LC (LC-protein rozpoznavajici

izoelektricky bod
fosfoinositid-3-kinasa

protein inhibitor of activated STAT (inhibitor aktivovaného

komplexu STAT na bazi proteinu)

PIP,
PIP;
PKC
PLC

Qq TOF

analyzatorem

QaQ

fosfatidylinositol-4,5-difosfat
fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat
proteinkinasa C

fosfolipasa C
tandemovy TOF

systtm dvou kvadrupoli spojenych s

tandemovy systém tii spolu propojenych kvadrupola
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RNA

RP-LC
fazi)

RP-nLC

provedeni
SAX
SCX

SEC

ribonukleova kyselina

reversed-phase liquid chromatography (chromatografie s reverzni

kapalinova chromatografie na reverzni fazi v nanokapilarnim

strong anionic exchange (silna aniontova vymeéna)
strong cationic exchange (silné kationtova vymeéna)

,»size-exclusion* chromatography (chromatografie délici molekuly

v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti)

SIK3

Salt-Inducible kinase 3 (enzym patiici do skupiny AMP-

dependentnich kinas)

sSNPF

SOCS

signalizace)
Spétzle
SSRNA

STAT

short neuropeptide F (kratky neuropeptid F)

suppressor of cytokine signalling (inhibitor cytokinové

molekula proteinové povahy podobajici se cytokinu
single-stranded (jednovlaknova) RNA

signal transducer and activator of transcription (signalni

transduktor a aktivator transkripce)

TAG

TCA

TFA

TGL

Tk

TLR

TOF analyzator

triacylglycerol (také triglycerid)
trichloroctova kyselina
trifluoroctova kyselina
triglyceridova lipasa

tachykinin

toll-like receptor

»time of flight analyzator zaznamenavajici specifické vlastnosti

iontl (hodnota m/z) v zavislosti na dobé¢ jejich letu timto analyzatorem
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Tot turandot, turandot-related (pfibuzné turandotu) (pf. turandot-

related gen)

tRNA transferova ribonukleova kyselina

Upd unpaired (pf. unpaired protein)

UPD1 unpaired 1 — izoforma UPD2

UPD?2 unpaired 2 hmyzi hormon patfici do skupiny Cyks
WAX weak anionic exchange (slaba aniontova vymeéna)
WCX weak cationic exchange (slaba kationtova vymeéna)
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