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Vcelstva jsou ohroZzovana mnoha chorobami, které ptlisobi rozsahlé
ekonomické i ekologické Skody. Studium imunitniho systému vcel je
dalezité pro ziskani novych poznatkd o vlivu patogenii na vceli jedince
nebo i celd veelstva. Imunitni systém vcel je tvofen z dil¢ich casti a to
z fyzikalnich bariér, bunécné a humoralni imunity, jejiz soucasti jsou také
antimikrobialni peptidy. Teoretickd ¢ast obsahuje struény nahled
na imunitni systém vcel s podrobnym zaméfenim na antimikrobidlni
peptidy. Prakticka cast obsahuje vyvoj a testovani néckolika riznych
pristupti k detekci antimikrobidlnich peptidi ve vcelich homogenatech.
Prvni dvé metody, polyakrylamidova elektroforéza s transferem
rozdélenych peptidii na membranu a extrakce peptidii na iontoménicové
pevné fazi kombinovana skoncovou HPLC-DAD detekci, nebyly
dostate¢né selektivni a citlivé pro pozadovanou rutinni analyzu. Posledni
testovana metoda je zaloZena na kombinaci extrakce peptidi z homogenatu
na kationtoménicovych extrakénich discich s odsolenim na Cg reverzni fazi
a analyzou nanokapilarni chromatografii na Cg fazi s hmotnostni detekci
vMS modu (Q-TOF). Tato metoda je sohledem na nutnost pouZiti
nanokapilarni chromatografie relativné robustni a velmi citliva, protoze
umoznila analyzu antimikrobialnich peptidd v homogenatu ptipravené¢ho
z jedné vcely. Byl stanovovan obsah apidaecinu, jeho prekurzoru a abaecinu
u vybranych skupin vcel: kontrolni skupina (K), skupina véel uméle
nakazena bakterii E. coli (IM), v¢ely ze veelstva s klinickymi ptiznaky viru
pytlickového plodu (SBV) a vcely zcelkové oslabeného vcelstva (EV).
Bylo zjisténo, ze hladina apidaecinu se vyznamné méni mezi jednotlivymi
skupinami vcel. Na rozdil od apidaecinu, zmény hladin jeho prekurzoru

mezi skupinami K, IM a EV nebyly vyznamné. Vyjimku tvofila skupina
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SBYV, kde obsah prekurzoru byl asi 9nasobné vyssi ve srovnani s kontrolni
skupinou. Zmény v obsahu abaecinu mezi jednotlivymi skupinami vcel
také nebyly statisticky vyznamné. Je patrné, Ze metoda postavena
na kombinaci kationtoménicové purifikaci s nanoLC-MS analyzou nabizi
moznost rutinni analyzy antibakterialnich peptidi ve vcelach. Vzhledem
k citlivosti metody je mozné ziskat nova data o vyskytu téchto peptidu,
jejich hladinach a zmén v jednotlivych véelach nebo i v celych véelstvech

jako odezvu na vyskyt riiznych chorob.

Antimikrobialni peptidy, vcela medonosna, vrozena imunita, apidaecin,
abaecin.
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Bees are endangered by many diseases, which can cause large economic
and ecologic damages. It is important to study the bee’s innate immune
system to get new insights on the influence of pathogens to a single bee
or tow hole bee hives. The bee innate immune system involves physical
barriers, cellular response and humoral immunity, which involves also
antimicrobial peptides. The theoretical part of this work is focused
on the humoral immunity and on antimicrobial peptides in detail.
The practical part includes the development and testing of several
different methods for the detection of antimicrobial peptides in bees.
Two methods, polyacrylamide gel electrophoresis and blotting to
membranes, and ion-exchange solid phase extraction combined with
HPLC-PDA detection, were not selective and sensitive enough as
required for routine analysis. The last tested method combines
a purification step on a cation-exchange extraction disc, and a desalting
step on a Cg reversed phase extraction disc, and analysis
on a nanocapillary chromatography with mass spectrometry detection
in positive MS mode (Q-TOF). This method is quite robust and
sensitive because it was possible to detect antimicrobial peptides from
only one bee. There were three antimicrobial peptides, apidaecin, its
precursor, and abaecin, quantified in four different groups of bee’s
sample: a control group (K), an artificially infected group (IM), bees
from a bee hive with Sack brood virus (SBV) and bees from a very
weak and poor bee hive (EV). It was observed that the levels
of apidaecin were significantly changed among different groups. On the
other hand the levels of precursor of apidaecin were not significantly

different among groups K, IM and EV, but the group SBV was



Keywords

Number of pages
Number of appen-
dices

Language

different. The group SBV had extra high level (9-times higher)
of precursor of apidaecin in comparison to the control group. The levels
of abaecin were not significantly changed among all analyzed groups.
The final optimized method offers a powerful tool for the analysis
of antimicrobial peptides in bees. Due to its sensitivity it will be
possible to collect a new knowledge about the role of bee’s
antimicrobial peptides in bee immunity and function as a response to

the infection by bee’s pathogens.

Antimicrobial peptides, honey bee, innate immunity, apidaecin, abaecin
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Cile prace

Provést literarni reSersi poznatkll o antimikrobidlnich peptidech a slozkach imunitniho sys-
tému vcel.

V praktické casti bylo cilem zavedeni metody detekce nékterych antimikrobialnich peptida
spolu s optimalizaci piipravy a zpracovani vzorka.

Provedeni analyzy redlnych vzorki vcel.
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1 Uvod

V¢elstva ohrozuje mnoho rizné nebezpecnych chorob, s nékterymi se vcelar setka pouze
sporadicky a byvaji vazany teba na urcité obdobi v roce, Ize jim i v celku snadno predchazet
choroby majici rizné ptivodce (virus, bakterie, houba nebo rozto¢). Proti nékterym z nich jsou
vcelaitm k dispozici ucinna 1éCiva, ¢ast z nich se presto nesmi pouZzivat (antibiotika), aby byla
zajisténa bezpecnost veelich produkti uvadénych na trh.

Na choroby vcel a jejich eradikaci je pohliZzeno rizné. Jednim z takovych pohledi je
Slechténi odolnych véelstev. Dosud se ve v¢elarstvi Slechti klasickymi zootechnickymi postupy,
které jsou zdlouhavé. Vyuziti modernich laboratornich metod by mohlo pfinést urcité zrychleni
postupl $lechténi. Jejich otestovani uréitou laboratorni metodou by mohlo podstaté rychleji
odpoveédét, zda jsou ¢i nejsou odolnéjsi viici patogeniim. Vyvijend metodika detekce antimikro-
bidlnich peptidi by méla pifinést i nové poznatky ve fungovani imunity vcel pfi jejich reakci na
urcitého patogena.

Pocetnost vcelstev celosvétove klesa, coz plisobi rozsahlé skody nejen samotnych vcela-
fim ale i dal$im zemédélctim. Studium imunity vcel a vyvoj laboratorni metodiky testovani vcel

a véelstev je nyni velmi aktualni.
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2 Imunita véel

Véeli imunita sestava z n€kolika trovni, v zakladni Grovni jsou fyzikalni bariéry, mezi
néz patii napf. sténa stfeva, kutikula. NaruSenim téchto fyzikalnich bariér mtze dojit ke snad-
n&jSimu pristupu patogenu do te€la véely. Poskozeni fyzikalnich bariér imunity vcel zplisobuji
predevsim dva hlavni paraziti. Jedna se o roztoce klestika vceliho (Varroa destructor) a houbu
hmyzomorku ( Nosema sp.). Klestik vceli prokousne kutikulu véely, ¢imZz umozni vstup napfi-
klad virovym ¢asticim (Kanbar et al., 2004), houba Nosema poskozuje sténu stfeva svym polo-

vym vladknem. Dal§i irovni imunitni odpovedi jsou bunééna imunita a humoralni imunita.

Obr. ¢. 1: Mikrofotografie poskozené kutikuly trubce, epidermalni buiiky barveny trypa-

novou modii. (pfevzato z Kanbar et al., 2004)

2.1.1 Bunééna imunita véel

K mechanismiim bunécné imunity vcel patii cytotoxicita (tvorba cytotoxickych latek pro
cizi buiky), fagocytéza (pohlceni patogenu imunitni buiikou), nodulace a enkapsulace (zapouz-
dreni bunék jinymi bunikami), koagulace, hojeni ran (Turner, 1994). Buiiky zodpovédné za bu-
néénou imunitni odpovéd hmyzu se oznacuji jako hemocyty (Salt, 1970). Mezi nejb&zné&jsi
hemocyty u hmyzu patii prohemocyty, granulocyty, plasmocyty, spherulocyty a oenocyty (La-
vine a Strand, 2002). Jejich zastoupeni a mnozstvi se méni s vékem (Go6tz a Boman, 1985; Ama-
ral et al., 2010). Buné¢na imunita je Gzce spjata s humoralni imunitou, hemocyty produkuji né-

které latky ucastnici se humoralni imunitni odpovédi.
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2.2 Humoralni imunita

Humoralni imunita je tvofena jednotlivymi molekulami Gcastnicich se urcitych imunit-
nich reakci. Radime mezi né lektiny, lysiny (lysozym) i antimikrobialni peptidy, dale pak feno-

loxidasovou kaskadu (Turner, 1994).

2.2.1 Lysozym

Lysozym (E.C.3.2.1.17) hydrolysuje  B-1,4-glykosidovou vazbu mezi N-
acetylmuramovou kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminem v peptidoglykanu mureinu a mezi N-
acetyl-D-glukosaminovymi zbytky chitinu. Enzym je relativné maly (kolem 15 kDa), vcela
exprimuje tfi typy lysozymu — dva c-lysozymy (chicken — kuieci typ) a jeden i-lysozym (inver-
tebrate - bezobratli) (Evans et al., 2006). Jeho koncentrace se u dospélych vcel pohybuje mezi 5
az 25 pug/ml, pii nakaze mize koncentrace nartist az na 1300 pg/ml u larev, resp. na 40 pg/ml u
dospélych véel. Lysozym je namifen proti grampozitivnim (G+) bakteriim (Glinsky a Jarosz,

1993).

2.2.2 Lektiny

Lektiny maji glykoproteinovou povahu, rozpoznavaji glykosylované Césti na bunécné
stén¢ bakterii, vazou se na ni, spoustéji dalsi soucasti imunity — fagocytézu a fenoloxidasovou
kaskadu. Lektiny potiebuji pro svou funkci Ca* ionty. V organismu véely je pfitomno nékolik
modifikaci lektinil, protoze vazba mezi lektiny a jednotlivymi glykosylovanymi proteiny je ve-

lice specificka (Turner, 1994).

2.2.3 Fenoloxidasova kaskada

Jedna se o soubor enzymovych reakci, které se ucastni imunitni odpovédi bezobratlych.
Na konci této kaskady se nachazi enzym zvany fenoloxidasa (zkratka PO, EC 1.14.18.1), ktera
katalyzuje o-hydroxylaci monofenolil a oxidaci o-difenoll na chinony. Chinony jsou pak neen-
zymaticky polymerizovany az na melanin, ktery vykazuje cytostatické a antibakterialni ti¢inky,
¢ehoz organismus hmyzu vyuziva pfi imunitnich reakcich. Aktivita fenoloxidasy stoupa pii
nakazeni organismu patogenem, zvySuje se také koncentrace lysozymu a antimikrobialnich
peptidi (hymenoptaecinu), aktivita PO nebyla pozorovana v prvnich dvou dnech larvalniho
vyvoje veely, ale poté zacne stoupat. (Chan et al., 2009). Hmyzi fenoloxidasa je sekvenéné po-
dobna sav¢im tyrosinasam, které stejné jako fenoloxidasa potfebuji méd’naty iont pro katalytic-
ké reakce (Kanost a Gorman, 2008).

Cela fenoloxidasova kaskada je spousténa tzv. systémem aktivujicim profenoloxidasu
(proPO-AS) (Cerenius a Soderhéll, 2004). Stimulace proPO-AS je zptisobena lektiny nebo mo-
lekulami glykoproteint ze stény bakterii, hyfami hub, viriony (Cerenius a Soderhéll, 2004),
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pfi¢emz proti nim je také cela enzymova kaskada namifena (Wilson-Rich, 2008). Po aktivaci
fenoloxidasové kaskady dojde k uvolnéni profenoloxidasy (proPO) z hemocytt, kde je proPO
syntetizovana. proPO je zymogenem PO, ktery je uvolnén z hemocytli za soucasného rozpadu
bunky (Kanost a Gorman, 2008). Aktivace proPO vyzaduje ucast proteinovych kofaktori, které
tvori kaskadu serinovych proteas s postupné aktivovanou proteasolytickou aktivitou po roze-
znani pritomnosti patogenu. proPO systém v hemolymf€ je regulovan inhibitory serinovych
proteas a n¢které regulacni proteiny mohou inhibovat také pfimo aktivovanou PO. Regulace
celého systému je velice dulezita, nebot’ produkty PO mohou byt toxické i pro buiiky hostitele.
Regulace fenoloxidasové kaskady je také spojena s nadprodukci antimikrobidlnich peptidd,
protoze exprese gend proPO je regulovana Toll signalni drahou (Kanost a Gorman, 2008; Cere-
nius a Soderhill, 2004; Evans et al., 2006). Proteinové inhibitory proteasové kaskady patii do
superrodiny serpinti. Ve vCelim genomu se nachazi pouze dva geny kodujici serpiny, zatimco u
octomilky (Drosophila melanogaster) jich bylo nalezeno 28 a u komara (Anopheles gambiae)
14 (Evans et al., 20006).

Zufelato et al. (2004) uvadi pH optimum enzymu fenoloxidasy (E.C. 1.14.18.1) pfi teplo-
té 20 °C v rozmezi 6,5 az 7, enzym je plné stabilni po 30 min pii teploté 50 °C. Aktivatorem
enzymu je trypsin, aktivita je inhibovana inhibitory serinovych proteas a fenylketonmocovinou.
Zajimavé je, zZe teplota v ule se v plodovém obdobi pohybuje kolem 34,5 °C, kdezto teplotni
optimum PO je 20 °C. Zufelato et. al. (2004) z toho vyvozuje, Zze PO neni stéZejnim prvkem ve

veeli imunité.
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Obr. ¢. 2: Schéma regulace fenoloxidasové kaskady (upraveno dle Ceresnius a Soderhall,

2004; Kanost, 2008).

Fenoloxidasova kaskada neni zodpovédna pouze za imunitni reakce véely. Melanin je di-
lezity pro vyvoj vcelich kukel, resp. pro sklerotizaci kutikuly, a jeho produkce je fizena hormo-
nalné. Hlavnimi hormony fidicimi metamorfézu hmyzu jsou ekdysteroid a juvenilni hormon.
Ekdysteroid, latka steroidni povahy, navozuje svlékani kutikuly, jeho antagonistou je juvenilni
hormon (terpenoidni povahy), ktery udrzuje larvalni stadium hmyzu. proPO je inkorporovana
do nové vzniklé kutikuly, PO je aktivovana poklesem koncentrace hormonu ekdysteroidu (Bi-

tondi, 1998).

2.2.4 Antimikrobialni peptidy

Nappi a Ottaviany (2000) uvadéji, ze u zivocichd se nachazi na 500 riznych antimikrobi-
alnich peptidii (synonymum je imunopeptidl, v dal§im textu bude pouzivana zkratka IMP),
z toho az 200 imunopeptidii u hmyzu. Wimley a Hristova (2011) uz uvadéji, Ze je znamo cel-
kem na 1000 rdznych IMP. U v¢ely medonosné (Apis mellifera) je do dnesni doby popsano pét
IMP, které patii do dvou skupin — cyklické a linearni (Andreu a Rivas, 1998). Piehledné jsou

rozdgleny v obr. ¢. 3. IMP jsou syntetizovany v tukovém télese v¢el nebo v hemocytech.
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Obr. €. 3: Schéma rozdéleni jednotlivych veelich imunopeptidti (upraveno dle Andreu a

Rivas, 1998).

Spektrum ucinku IMP je dosti §iroké, jsou G€inné proti grampozitivnim (G+) i gramnega-
tivnim (G-) bakteriim, viriim i houbam (Cooper, 2006). Vceli imunopeptidy se lisi ve svém
ucinku, apidaecin je uc¢innéjsi proti G- bakteriim (Casteels et al., 1989) stejn¢ tak i hymenoptae-
cin (Casteels et al., 1993), na abaecin jsou senzitivnéjsi spiSe G+ bakterie (Casteels et al., 1990)
a dle Schliinse a Croziera. (2007) vyvolavaji expresi abaecinu a hymenoptaecinu pravdépodob-
né i viry. Defensiny z hemolymfy maji u€innost proti G+ i G- bakteriim a houbam (Klaudiny et
al., 2005), royalisin, defensin izolovany z mateti kasicky, je vSak pfevazné ucinny proti G+
bakteriim vCetné bakterie Paenibacillus larvae, ptivodce moru v¢eliho plodu (Fujivara et al.,

1990).

2.2.4.1 Mechanismus ucinku antimikrobialnich peptidia

Hancock (1997) popisuje ucinek kladné nabitych IMP na bakterialni membranu jako
elektrostatickou vazbu peptidu na zaporn¢ nabitou membranu bakterie, resp. lipopolysacharidy
(LPS) na jejim povrchu. Po navazani kladného IMP na membranu bakterie dojde ke zméné
membranového potencialu a nasledn¢ k vytvoreni kanalkd, kterymi mohou prochazet i velké
molekuly jako jsou mensi proteiny, hydrofobni latky atd., ¢imz dojde k zahubeni bakterie
(Schen et al., 2010). Apidaecin pronika volné skrze lipidovou membranu bez soucasného lytic-
kého efektu (Piantavigna et al., 2009). Chopra (1997) uvadi, ze uc¢inek IMP je selektivni proti
prokaryotim, Hancock (1997) pise, Ze eukaryotické bunky maji niz§i membranovy potencial a
v cytoplazmatické membrane maji vysoky obsah cholesterolu a mén¢ anionickych lipidi nez
bakterie, proto jsou na IMP senzitivnéjsi prokaryotické buiky. Wimley a Hristova (2011) uva-
déji dveé zakladni hypotézy, na které dosud chybi odpovéd’: 1. IMP nerozpoznavaji eukaryotic-
kou membranu, ale zda prokaryotickou butiku lyzuje zavisi na koncentraci nebo 2. IMP selek-
tivné rozpoznava membranu prokaryotické bunky a Iépe se na ni vaze. Mattiuzo et al. (2007)
zjistila, ze Bac7, IMP zrodiny peptidd bohatych na prolin a izolovany ze savéich neutrofili, do

19



bunky E. coli (G-) vstupuje ptes SmbA protein nachazejici se na bunééné sténé bakterie, pfi-
¢emz tento protein je soucasti ABC transporteru. Peptidy bohaté na prolin nenarusuji bunécnou
sténu bakterie, ale prostupuji do bakterie (Benincasa et al., 2009).

Nekteré IMP jsou vSak produkovany samotnymi prokaryoty, napt. E.coli tvoii IMP zvané
koliciny (Riley a Wertz, 2002). Koliciny jsou kodovany v bakteridlnich plasmidech, jejich geny
jsou exprimovany hlavné pii stresu. Produkce toxinu je letalni pro bakterii a nékteré okolni
bunky, které jsou na koliciny citlivé (Papagianni, 2003).

Otvos et al. (2000a) také popisuje silnou interakci mezi IMP a lipopolysacharidy bunééné
stény bakterii s naslednym prinikem do cytosolu bakterie. Kratké na prolin bohaté IMP se vazi
specificky na bakterialni DnaK (70 kDa heat shock protein), napt. peptid Bac7, a nespecificky
na chaperonin GroEL. Podarilo se prokazat, Ze jeden z IMP pyrrhocoricin se nevaze na lidsky
analog DnaK protein Hsp70. (Otvos et al., 2000b; Kragol et al., 2001; Scocchi et al., 2009).

Andreu a Rivas (1998) uvad¢ji, ze nékteré IMP mohou piisobit i jako pseudosubstraty ne-

bo inhibitory nékterych enzymt.

2.2.4.2 Rekombinantni antimikrobialni peptidy

Geny IMP se podafilo exprimovat v bakteriich. Perinerin je peptid z asijského Cerva Pe-
rinereis aibuhitensis, tento peptid vykazuje u¢inek proti G+ i G- bakteriim a byl exprimovan
v E. coli (Zhou et al., 2007). Dal$im rekombinantnim peptidem je plestacin, jenz pochazi ze
saprofytické houby Pseudoplectania nigrella, jeho spektrem Gc¢inku jsou G+ bakterie ale prede-
v§im Streptoccocus pneumonie. Plestacin byl také exprimovan v E. coli (Jing et al., 2010). Ce-
ropinAD, vykazujici antibakterialni a dokonce i protirakovinné ucinky, byl exprimovan
v eukaryotické kvasince Pichia pastoris (Jin et al., 2009), v této kvasince byl také exprimovan
peptid Ch-penaeidin pochazejici z vodniho koryse (Li et al., 2005).

Praktické provedeni exprese eukaryotického IMP v bakterii nese jisté komplikace. Bakte-
rie jsou na IMP citlivé a de facto jsou i proti nim namiteny. N&které peptidy jsou tedy exprimo-
vany v neaktivni form¢ prekurzoru peptidu a az pti pouziti je in vivo peptid sestiizen do aktivni
formy (Ingham a Moore, 2007).

Z vysledk studii o t€incich IMP plyne obrovsky vyznam pro farmaceutické pouziti, pro-
toze jejich ucinek je vysoce selektivni a dosud na né€ nebyla prokdzana rezistence (Hancock,
1997) ani vedlejsi ucinky. Potencialnim problémem pii pouziti IMP jako antibiotickych latek je
vytvoreni multilékové resistence (MDR, multi drug resistance) bakterii obdobné jako u ostat-

nich antibiotik (Wiradharma et al., 2011).

2.2.4.3 Apidaeciny

Apidaecin je kratky na prolin bohaty IMP obsahujici 18 aminokyselin (AK). Pro aktivaci

apidaecinu je nutné odstiizeni 8 AK signalni sekvence z prekurzoru peptidu. Neaktivni prekur-
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vence. K expresi apidaecinu dochazi predevsim po infekci, rychly nartst transkriptl lze pozoro-
vat ptiblizn€¢ 6 hodin po infekci. Nejvyssi koncentrace apidaecint byla az 360 pg/ml 36 hodin
po imunizaci v¢el. Exprese apidaecini pravdépodobné¢ zavisi i na celkové kondici véel a miie
stresu, jemuz byly vystaveny (Casteels et al., 1989, 1993).

Byla vytvofena ¢cDNA knihovna z mRNA pro apidaeciny, v jedné prekurzorové mRNA
jsou 3 introny, nékteré formy mRNA ale obsahuji pouze 2 introny. Alelova diferenciace nebo
rozdilny splicing mtze byt pfi¢inou vzniku 3 rozdilnych transkripti apidaecinii (Casteels et al.,
1993).

Na zakladé analyzy ¢cDNA knihovny bylo zjisténo, Ze ve vCeli hemolymfé se vyskytuji
geny pro 3 isoformy apidaecinu v pomérném zastoupeni: isoforma Ia 5 %, Ib 80 —90 % a I 5 —
15 %. Vysledky analyzy cDNA koresponduji i se zastoupenim jednotlivych peptida
v hemolymf¢ vcel (Casteels et al., 1989, Casteels-Josson et al., 1993).

Aminokyselinové sekvence isoforem apidaecinil jsou (Casteels et al., 1989):

Ta: GNNRPVY IPQPRPPHPRI

Ib: GNNRPVY IPQPRPPHPRL

IT: GNNRP 1Y IPQPRPPHPRL

Apidaeciniim podobné peptidy byly také nalezeny u jinych druhii hmyzu, avsak apidaeci-
ny se lisi v antibakterialni specifité (Casteels a Tempst., 1994a, Casteels et al, 1994b).

C-koncova sekvence PRPPHPRL je vysoce konzervovana, ale N-koncova Cast je varia-
bilni. Postupnym nahrazovanim vSech 18aminokyselin alaninem bylo prokazano, ze odstfizeni
leucinu nebo isoleucinu na C-konci peptidu vede ke ztraté¢ antimikrobidlni aktivity (Dutta et al.,
2008). Mutace na N-koncové polovin€ peptidu mély jen maly vyznam na antibakterialni aktivitu
proti G- bakteriim. Mutace prolinu za alanin v pozicich 9, 11, 13, 16 a argininu na pozici 17
vedlo ke uplnému potlaceni antimikrobidlni aktivity proti E. coli (G-), mutace téhoz argininu
méla stejny vliv i na M. luteus (G+) (Czihal a Hoffmann, 2009). Rlizné typy apidaecini se 1i8i
predevsim v antibakterialni specifité, byly objeveny u véel, ¢melakt, cikad a dalSiho hmyzu (Li

et al., 2006)

2.2.4.4 Abaecin

Abaecin se sklada z 34 AK, je z rodiny peptidli obsahujicich vétsi mnozstvi prolinu. Pre-
kurzor abaecinu je delsi o 19 AK, které se pii aktivaci peptidu odStépi. V neaktivni formé se
peptid nachazi u jak u dospélych véel, tak i u plodu (Casteels et al., 1990; Casteels-Josson et al.,
1994).

Aminokyselinova sekvence abaecinu je (Casteels et al., 1990):

YVPLPNVPQP GRRPFPTFPG QGPFNPKIKW PQGY
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Abaecin je u¢inny proti G+ i G- bakteriim, avSak proti G- bakteriim je mén¢ G¢inny nez
apidaecin (Casteels et al., 1990). Evans (2004a) uvadi, Ze abaecin inhibuje rtst Paenibacillus
larvae zptsobujici onemocnéni mor v¢eliho plodu. Gen pro abaecin se exprimuje béhem 24 hod
po infekci a mira exprese nezavisi na stafi larvy. Schliins a Crozier. (2007) uvadi, Ze k expresi
abaecinu dochazi 1 po expozici umélé dsRNA.

Peptid PP30 byl objeven v chalcidce Pteromalus puparum. Tento peptid je sekvec-
n¢ podobny abaecinu. Je G¢inny proti G- bakteriim, nelyzuje lidské erytrocyty (Schen et al.,
2010). Obr. ¢&. 3 ukazuje, jak peptid PP30 ptisobi na membranu E. coli. Peptid byl také nalezen
v hemolymf& ¢melaka zemniho (Bombyx mori), u néhoz je tento peptid O-glykosylovan, kdezto

vceli abaecin glykosylovan neni (Hara a Yumakawa, 1995).

0.5 um

Obr. €. 4: Fotografie z elektronového transmisniho mikroskopu. Obrazky a az ¢ znazorfu-
ji strukturni zm&ny na membrané E. coli po ptisobeni peptidu PP30. Obrazek d je kontrola. Sip-

ky oznacuji trhliny v bunécné sténé (ptevzato z Schen et al., 2010).

Gregory et al. (2005) kvantifikovala mRNA abaecinu a defensinu metodou PCR u kukel
nakaZenych klestikem véelim (Varroa destructor). Jejich vysledky poukazuji na snizeni exprese
mRNA abaecinu a defensinu po nakaze klestikem. Je pravdépodobné, Ze je klestik schopen

redukovat imunitni odpovéd’, zatimco saje hemolymfu vyvijejiciho se plodu. Nebyl také zjistén
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vztah mezi mirou exprese peptidi a hmotnosti kukly. Dle studie Casteelse et al. (1989) se vSak
v hemolymf¢ kukel nenachazeji peptidy v aktivni formé, ale pouze jako prekurzory. Decanini et
al. (2007) zjistoval heritabilitu (d&divost) exprese abaecinu (h? = 0,3 — 0,4), z éehoZ vyvozuji,

ze sledovani miry exprese abaecinu by mohlo vést k selekci potencialn€¢ odolnych vcelstev.

2.2.4.5 Defensin

Defensiny patii mezi peptidy bohaté na cystein, slozeny jsou z 36 — 51 aminokyselin.
Struktura je tvofena smyckou z a-helixu a dvéma antiparalelnimi p-skladanymi listy, které jsou
stabilizovany tfemi disulfidickymi mastky (Klaudiny et al., 2005).

Defensiny se nachazeji u rostlin i u zivocichi. U cloveka se defensiny vyskytuji
v granulocytech a sliznici dychaciho ustroji, pisobi proti G+ i G- bakteriim a dokonce i proti
nékterym houbam (Klaudiny et al., 2005; Papagianni, 2003). O expresi genu pro véeliho de-
fensinu se také zmiiuje Gregory et al. (2005).

U vcel byly popsany dva geny koédujici defensiny, gen pro defensinl kéduje dva znamé
peptidy: royalisin, defensin matefi kasicky a defensin nachazejici se v hemolymfé vcel, expri-
movany po bakteridlni infekci. Gen pro defensin2 byl popsan pouze na tirovni mRNA, ale pfi-
slusny peptid nebyl dosud detekovan. (Casteels-Josson et al., 1994; Klaudiny et al., 2005).

Yoon et al. (2009) uvadi, ze gen pro ¢melaci defensin obsahuje celkem 3 exony. Analy-
zou exprese defensinu v tukovém télese véel bylo zjisténo, Ze jeho exprese je indukovana lipo-
polysacharidy (LPS).
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Obr. ¢. 5: Exprese defensinu u riznych druhti ¢melédka po umélé imunizaci lipopolysacha-
ridy (pfevzato a upraveno dle Yoon et al., (2009)).
23



2.2.4.6 Hymenoptaecin

Hymenoptaecin byl u vcel identifikovan Casteelsem et al. (1993), jedna se o peptid o ve-
likosti 10,5 kDa s uc¢inkem pievazné proti G- bakteriim. Spektrem tc¢inku je podobny apidaeci-
niim, ovSem k jeho expresi dochazi i po vystaveni veel syntetické dsSRNA, podobn¢ jako u abae-

cinu (Schliins a Crozier, 2007).

2.2.4.7 Jelleiny

Jako jelleiny se oznacCuje skupina IMP izolovanych z matefi kaSicky, tyto peptidy jsou
ucinné proti G+ i G- bakteriim a dokonce i proti kvasinkam (Fontana et al., 2004, Romanelli et

al., 2011). O téchto peptidech je toho vsak dosud znamo jen velmi malo.

2.3 Signalni drahy imunitni reakce

Hmyzi signalni drahy jsou studovany pfedevsim na octomilce (Drosophila melanogaster)
a komarovi Anopheles gambie. Geny imunitni signalni drahy v¢ely jsou orthologni s octomilkou
i komarem Anopheles gambie. U véel je potvrzeno nékolik drah: Toll signalni draha, Imd sig-
nalni draha, JAK/STAT signalni draha a JNK signalni draha (Evans et al., 2006).

2.3.1 Toll signalni draha

Toll a Toll-like receptory (TLR) jsou pfevodnikem signalu mezi vnéjsi a vnitini stranou
bunécné membrany a jsou orthologni pro lidské TLR a receptory TNF signalni drahy, které jsou
také zodpovédné za imunitni reakce organismu (Beutler a Hoffmann, 2004). V signalni draze
octomilky dochazi ke spousténi Toll signalni drahy pomoci tzv. Spitzle proteinu, ktery se
v genomu octomilky nachazi asi ve 3 riznych alternativach (Parker et al., 2001). U vcely byly
nalezeny dva geny orthologni ke gentim pro Spétzle proteiny octomilky. Po vazbé Spétzle pro-
teinu na TLR dojde ke konformacni zméné Toll receptoru (dimerizace) a nasledné degradaci
inhibitoru IkB. Degradace kB (Cactus) zpisobi translokaci NF-kB (Dorsal) do jadra (Royet et
al., 2005), kde ptisobi jak transkripcni faktor. Dva homologni geny pro Dorsal se také nachazeji
ve vcelim genomu (Evans et al., 2006). Tato signalni draha spousti expresi genti pro IMP, mela-
nizaci a lysozymy. Schliins a Cronzier (2007) uvadéji, Ze geny defensinul jsou u véel regulova-

ny Toll drdhou, na rozdil od octomilky, kde jsou regulovany Imd signalni drahou.
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Obr. €. 6 : Schématické zndzornéni Toll signalni drahy. Spétzle protein (SPZ) je aktivo-
van kaskadou serinovych proteas, nasledné¢ se SPZ navaze na receptorovou doménu Toll, ¢imz
dojde k dimerizaci TIRR. Dochazi k pfenosu signalu pies proteiny dMyD88, Tube, Pelle az ke
kinase dTRAF6, ktera fosforyluje protein Cactus, ten je degradovan; transkripcni faktor Dorsal

je translokovan do jadra, kde aktivuje expresi genti pro IMP (upraveno dle Evans et al., 2006;

Wang a Ligoxygakis, 2006).

2.3.2 Imd draha

Imd signalni draha je aktivovéana proteiny rozpoznavajicimi peptidoglykany (PGRP) a je

specificka pro antibakterialni imunitni odpovéd’ (Hultmark, 2003). Imd signalni draha je homo-
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logni k signalni draze TNF u zivocicht (Wang et al., 2006). V octomilce tato draha indukuje
aktivaci mnoha slozek humoralniho imunitniho systému, zejména exprese genti IMP. Imd drahu
spoustéji predev§im G- a n€které G+ bakterie. Imd signalni draha aktivuje transkripcni faktor
NF-kB zvany Relish, ktery se translokuje do jadra. Imd signalni draha mutize také aktivovat ¢asti
JAK/STAT signalni drahy (Boutros et al., 2002), jejiz geny byly v genomu vcely také identifi-
kovany (Evans et al., 2006). Protein Relish je transkripénim faktorem pro geny abaecinu a hy-
menoptaecinu (Schliins a Crozier, 2007). Krom¢ aktivace Relish proteinu vede Imd signalni
draha i k aktivaci JNK signalni drahy, jejimz vysledkem je apoptdza, ptipadné¢ melanizace nebo

regulace exprese imunopeptidt (Evans et al., 2006).

2.3.3 JAK/STAT signalni draha

JAK/STAT signalni dréha je spousténa virovymi ¢asticemi (Evans et al., 2006), pravdé-
podobné vede k vysoké proliferaci hemocytli a naslednému spusténi fagocytdézy. JAK/STAT
draha je u octomilky spousténa extracelularnim glykosylovanym proteinem Upd. Na povrchu
buiiky se nachazi protein Domeless, coz je cytokinovy receptor, nasledné dojde k aktivaci JAK
(Hopscotch), kterd aktivuje STAT (Stat92E). Geny pro Upd protein vSak nebyly v genomu
vcCely nalezeny (Evans et al., 2006).

2.4 Zavislost imunitni odpovédi na vyvojovém stadiu vcely

Wilson-Rich et al. (2008) zjistili, Ze existuji rozdily v imunitni odpovédi u riiznych vyvo-
jovych stadii veel, coz bylo potvrzeno pro parametry jako aktivita PO, pocet hemocytt a veli-
kost tukového télesa. Larvy a kukly maji vyssi pocet hemocyti a nizsi aktivitu PO nez dospélé
v¢ely. Enkapsulace patogennich ¢astic ziistava konstantni. VEely kojicky maji vétsi tukové téle-
so nez létavky, coz mize znamenat vys$i schopnost tvofit antimikrobialni peptidy. Bedick et al.
(2001) publikovali, Ze mira nodulace, jako bunétné odpovédi imunitniho systému, neni kon-
stantni po celou dobu zivota véely.

Podobné vysledky publikovali i Schmid et al. (2008), kteti pozorovali snizeny pocet he-
mocytli u véel ve srovnani s plodem, aktivita PO se vSak lisi mezi jednotlivymi kastami vcel
(matka, trubec, d€lnice). Mnozstvi enzymu kontinualné roste s vékem délnice. U trubce mnoz-
stvi PO nepatrné klesd. Snizeni mnozstvi hemocytt také neni specifické jen pro délnice, nybrz
pro vSechny kasty vcel.

Kojicky jsou vice vystaveny infek¢nimu tlaku nez zbylé tlové vcely, jednak krmi plod a
také se staraji o Cistotu v ulovém prostiedi, napt. likviduji uhynulé kukly.

Pii testovani exprese genti pro IMP bylo zjiSténo, Ze propolis snizuje imunitni odpovéd’
vcel, pravdépodobné je to zplisobeno jeho samotnou antibakteridlni funkci (Simone et al.,

2009).
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2.5 DalSi sloZzky obranyschopnosti véelstva

Veelstvo jako superorganismus ma i dal$i moZnosti obrany pred patogeny. Mezi hlavni
patfi Cistici pud, coz je geneticky podminéna vlastnost. VEelstva s vysokym Cisticim pudem jsou
schopna rychle a efektivné vyklizet uhynuly plod a véely z prostoru ulu (napt. na virové nebo
bakterialni choroby). Diky tomu se ve véelstvu snizuje infekéni tlak a zvySuje potencialni Sance
na preziti v¢elstva (Wilson-Rich et al., 2009). Je prokazana G¢innost propolisu na inhibici ristu
riznych véelich patogend, napt. Paenibacillus larvae (Antinez et al., 2008).

S vyjimkou Australie je po celém svété rozSifena varro6za vcel, snahou chovatell je
Slechtit véely odolné proti této parazitéze. Jednim z hledisek posuzovani tzv. varroatolerance
veelstev je parametr VSH, neboli Varroa Sensitive Hygiene (Cesky piekladano jako hygiena
namifend proti klestikovi). Princip VSH je rozpoznani kukly nakazené klestikem vcelim, dospe-
1é vcely pak takto nakazenou kuklu odstrani, ¢imz dojde také ke snizovani populace klestika.
Likvidace samotného vceliho plodu je zanedbatelna vzhledem k eliminaci populace klestika
(Harbo a Harris, 2009).

Za urcitych podminek miZe byt obranyschopnost vcelstva znacné oslabena. Hlavni pfici-
nou byva stres, ktery miize mit vice ptivodct — napf. Casté ruseni vcelafem, hladovéni, nedosta-
tek vody nebo nedostatek jedné ze slozek potravy (pyl). Mize vsak dojit i k oslabeni imunitni
odpoveédi jednotlivych véel. Jiz bylo prokazano, ze na vitalitu véel maji velky vliv pouzivané

pesticidy v zemédélské vyrobg, v dnesni dobé hlavné neonikotinoidy. Vysledky jednotlivych

studii se vsak Casto ve svych zavérech diametraln¢ odlisuji (Garwood, 2010).

Obr. €. 7: Schéma obranyschopnosti veelstva; a — individudlni imunita jednotlivé vcely,
b — parova obranyschopnost (napi. grooming); ¢ — obrana celého vcelstva pfed patogenem
(VSH hygiene), d — minimalizace moznosti vniknuti patogenu do prostiedi tlu; e — pouzivani
dalsich ochrannych prostiedki, napt. propolisu k desinfekci prostotu ulu (pfevzato a upraveno
dle Evans a Spivak, 2010).
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3 Metody analyzy imunopeptidi

S postupnym poklesem ucinku pouzivanych antibiotik a vzniku rezistentnich kment bak-
terii proti antibiotikim jsou imunopeptidy pfedmétem vyzkumu stale castéji (Reddy et al.,
2004). Vceli imunopeptidy (IMP) byly poprvé popsany a izolovany z uméle imunizovanych
vc¢el na pocatku 90. let 20. stoleti.

3.1 Obecna identifikace imunopeptidii

Imunopeptidy jsou izolovany z riznych Zivoc¢icht i rostlin ¢i jejich ¢asti. Obecna strategie
detekce IMP spociva v postupném rozdélovani homogenatu ptipraveného z biologického vzor-
ku a testovani antimikrobialni aktivity jednotlivych frakci. Otestované frakce jsou dale déleny
riznymi metodami, nejcastéji chromatografickymi, dokud se ve frakci nenachazi jen jeden ak-
tivni peptid. Izolovany peptid s prokazanou antimikrobialni aktivitou je sekvencovan nejéastéji
technikou Edmanova odbouravani. Identifikovany peptid je podle zjisténé sekvence uméle syn-
tetizovan a dale podroben studiu t¢inku antimikrobialni aktivity a pfipadné také cytotoxicity.
Prace jsou sméfovany do farmaceutického vyuziti antimikrobialnich peptidi (Cefovsky et al.,

2007, 2008a, 2008b).

3.2 Analyza peptidii véel

Pti analyzach imunopeptidl byly vcely nejdfive imunizovany pro vyvolani imunitni od-
povédi. Véely byly imunizovany bakteriemi, vybranymi kmeny E. coli, poté byla véelam ode-
brana hemolymfa, ktera byla purifikovana za vyuziti denaturacni schopnosti kyseliny trifluoroc-
tové (TFA). Zastupci vcelich IMP apidaecin, abaecin a hymenoptaecin jsou velice stabilni, pro-
to bylo mozné do procesu purifikace téchto peptidi zaradit i dalsi krok denaturace varem, pfi
niz byly odstranény dalsi balastni proteiny. Nasledné byla smés separovana pomoci metody
HPLC na reverzni fazi na C4 kolon¢ a poté byly vybrané frakce dale analyzovany metodou
HPLC na Cig kolon¢ (Casteels et al., 1989, 1990, 1993). Takto byly ve véeli hemolymf¢ de-
tekovany apidaecin, abaecin a hymenoptaecin, byla zjisténa i jejich aminokyselinova sekvence.
Ostatni prace zabyvajici témito tfemi IMP se odkazuji na vySe zminéné prvni prace skupiny
Casteels et al.

Bachanova et al. (2002) uvadi metodu detekce IMP royalisinu z matefi kasicky, hrudnikt
a hlav v¢el zaloZenou na migraci peptidii v elektrickém poli s vyuzitim polyakrylamidové plos-
né gelova elektroforézy (PAGE). Purifikace peptida je odliSna od metody pouzité Casteelsem et
al. (1989, 1990, 1993). Pro extrakci IMP z matefi kasicky, hlav a hrudnikt véel byl pouzit suk-
cinatovy pufr. Byla optimalizovana elektroforéza s naslednym prenosem peptidii na membranu

blotovanim a vybrané zony byly sekvencovany N-koncovou Edmanovou degradaci.
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Nékteré metodiky extrakce IMP z rtiznych biologickych vzorkli zatazuji jako prvni krok
jednu z nizkotlakych chromatografickych metod, napt.gelovou filtraci, a poté frakce dale analy-
zuji metodou HPLC. Jako v ptipadé extrakce IMP z hadiho jedu (Gomes et al., 2005). Také jsou
pouzivany kombinace chromatografické metody a elektroforézy, pripadné prenosu na membra-
nu, napf. extrakce peptidu apisiminu (ktery ovSem neni imunopeptidem) z matefi kasicky vcel
(Bilikova et al., 2002).

Metoda detekce IMP kombinujici metody kapalinové chromatografie s hmotnostni detek-
ci byla pouzita v praci Fontana et al. (2004). Smés IMP byla ov§em izolovana z matefi kasicky,
nikoli z hemolymfy v¢el. Purifikovana smés byla nejprve rozdélena HPLC na Cig kolong, vy-
brané frakce byly manudlné sbirany a analyzovany hmotnostni spektrometrii metodou Q-TOF
MS/MS umoziujici uréeni sekvence peptidu.

MALDI-TOF metoda byla vyuzita pro identifikaci peptidii z ganglii a mozku vcel bez
predchozi purifikace (Boerjan et al., 2010). Mozek a ganglia byly odpreparovany, homogenizo-
vany a centrifugovany, pfed samotnym nanesenim na MALDI desticku byly vzorky pouze odso-
leny pomoci $picek ZipTip se sorbentem C;s. MALDI-TOF metoda byla také vyuzita pro analy-
zu peptidil ze zlaz s vnitini sekreci (corpora cardiaca a corpora allata), zlazy byly odpreparova-
ny, homogenizovany a pfed hmotnostné spektrometrickou analyzou rozdéleny pomoci HPLC
na reverzni fazi C,s (Audsley et al., 2006).

Kvantitativni proteomika byla vyuZzita pro sledovani n¢kolika proteind v imunitni draze,
IMP se vsak mezi sledovanymi analyty nenachazeji. Pro kvantifikaci byla vyuzita metoda LC-
MS/MS s pouzitim hmotnostniho analyzatoru OrbitrapXL (Chan et al., 2009). V této praci jsou
proteiny kvantifikovany za vyuziti znadenych peptidii (C'H,0 a C*H,0) z tryptického 3tépeni
proteinti.

Prace zabyvajici se problematikou IMP v hemolymf¢ vcel obsahuji také metody moleku-
larné-biologické. Evans et al. (2004) vyuziva kvantitativni PCR pro zjisténi miry expre-
se mRNA abaecinu a defensinu. Klaudiny et al. (2005) zjistuje miru exprese defensinul za vyu-

ziti RT-PCR.
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4 Material

4.1 Chemikalie

- Sigma-Aldrich: SDS-PAGE Marker — Ultra Low range, SDS-PAGE Marker — High
range, trifluoroctova kyselina, kyselina mravenci — MS kvalita, fenylthiomocovina

- Penta: thiosiran sodny

- 3M: sorbent EMPORE 3M Cg, sorbent EMPORE 3M SCX

- Anaspec: apidaeciny la a Ib

- Peptide 2.0: standard abaecinu

- Roche: Pefabloc SC

- Fluka: kyselina mraven¢i, NH;HCOs, mocovina,

- J.T. Baker: acetonitril HPLC grade, methanol HPLC grade

- Serva: Amberlite IRC 50, CG 50, CG 12011

- GE Healthcare: DEAE Sephadex A-25

- MP Biomedicals: Tris — ultra ¢isty, N,N’-metylen-bis-akrylamid — ultra ¢isty, akrylamid
— ultra Cisty

- Thermo-Scientific: kit MemCode™

- Bio-Rad: Bio-Safe Coomassie, N,N,N’,N’-tetrametylendiamin, persiran amonny, do-
decyl siran sodny, filtracni papir pro blot, polyvinylidendifluoridovd membrana, nitro-
celulézova membrana

- Bruker-Daltonics: a-kyano-4-hydroxyskoticova kyselina

- Lach-Ner: aceton p.a., kyselina chlorovodikova 35% p.a., hydroxid sodny p.a., glycin

p-a., n-butanol p.a., isopropanol, glycerol

4.2 Biologicky material

Vzorky véel pouzivané v praktické ¢asti diplomové prace pochazeji ze soukromé véelnice

vvvvv

4.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Dark Blue transiluminator (Clare Chemical Research, USA)
Digitalni pH metr MV-87 (Practitronic, Némecko)

Digitalni predvazky (OHAUS, USA)

Dokumentac¢ni systém UVP Biospectrum 410 (UVP, Velka Britanie)
Elektromagneticka michacka IKA (Labicom, CR)

31



Flowbox Bioban (Steril, Italie)

HPLC kolonovy termostat (Croco-Cil™)

HPLC system s detektorem diodového pole (Knauer, Némecko)
Chlazena centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)
Lyofylizator Lyovac GT-2 (Leybold-Heraeaus, Némecko)
Microflex MALDI-TOF LRF20 (Bruker-Daltonics, Némecko)
Q-TOF MAXIS UHR-Q —TOF (Bruker Daltonics)
Ultrazvukova lazen (Kraintek, CR)

Vision works LS (UVP, Velka Britanie)

Vortex (Stuart, UK)

Zdroj napéti pro elektroforézu (Bio-Rad, USA)
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S Metody

5.1 Imunizace vcel

Véely byly imunizovany 1 pl suspenze o koncentraci 5 x 10" bakterii Escherichia coli
(NCTC 9001) v PBS (0,15M PBS, pH 7,2) (Casteels, 1989). K imunizaci jednotlivych v¢el byla
pouzita Hamiltonova pipeta s ostrou $pickou. Byl proveden vpich na ventralni stran¢ hrudniku
do hrudnich svalt véely a injekovan 1 pl bakterialni suspenze. Infikované vcely byly uchovany
v klickach pfti laboratorni teploté po dobu 24 hodin. Poté byly vCely utraceny v tekutém dusiku a

dale zpracovany.

5.2 Mikrobiologicky rozbor na spory moru vceliho plodu

Mikrobiologicky rozbor na prokazani vyskytu spor moru vceliho plodu byl proveden ve
Statnim veterinarnim ustavu v Olomouci ze smésného vzorku 25 vcelstev na stanovisti v zimni
méli. Na zéklad¢ rozboru byl vydan veterinarni atest pro presun vcel ze dne 16. 4. 2010, Cislo:

CZ 10-S-72025-090.

5.3 Elektroforéza IMP vcel

Byla provedena elektroforéza standardd peptidl a vzorkd. Jako standard molekulovych
hmotnosti byl zvolen komer¢ni marker — Ultra-Low Range Molecular Weight Marker (ULMW)
(Sigma-Aldrich), s rozpétim molekulovych hmotnosti od 1,060 do 26,600 kDa. Slozeni marke-
ru: triosafosfat isomerasa z kralika (26600 Da), myoglobin z kofiského srdce (17000 Da), o-
laktalbumin z kravského mléka (14200 Da), aprotinin z hovézich plic (6500 Da), insulin fetézec
B (3496 Da), bradykinin (1060 Da). Vzhledem k velikosti sledovanych peptidi byla zvolena
tricinova elektroforéza v 16% polyakrylamidovém gelu a tricinova elektroforéza v 16% polya-
krylamidovém gelu s pfidavkem 6M mocoviny. Protokol vychazi z postupu dle Schiggera a von
Jagova (1987). Iniciacni napéti pii elektroforéze bylo 50V a separacni 120V, aparatura byla

chlazena v chladnicce.
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Tab. €. 1: Prehled standardl peptidl a proteinti pouzitych pti optimlaizaci elektroforézy.

Nazev Molekulova
hmotnost (kDa)

Trypsin 23,0
Lysozym 14,3
Cytochrom c 12,4
Aprotin 6,5
Insulin 3,5
Bradykinin 1,1
Apidaecin 2,1
Abaecin 3,8

5.3.1 Piiprava vzorki a standardi

Vzorky pro elektroforézu byly pfipraveny homogenizaci celych vcel. Véely byly homo-
genizovany v tekutém N»(1), ndsledné byl homogenat extrahovan do 0,1% TFA s 1uM Pefablo-
cem SC; na jednu véelu ve vzorku bylo zvoleno 0,5 ml extrak¢éniho roztoku. Po extrakci byl
vzorek centrifugovan 10 000 xg 10 min, 4 °C, supernatant byl nasledn¢ zfiltrovan.

Vzorky byly pied nanesenim na gel inkubovany se vzorkovacim pufrem (Schéigger a von
Jagov, 1987) v poméru 2:1. Vzorek byl inkubovan s pufrem 10 min pii 60 °C. Na jamku bylo
naneseno 5 pl vzorku nebo standardii peptidu.

Metoda byla vyvijena se zakoupenymi standardy IMP — apidaecinu a abaecinu, dale byly
pouzity dalsi peptidy s malou molekulovou hmotnosti, jak uvadi tab. ¢. 1, a komer¢ni smési

proteinovych markerti Ultra-Low Range Marker, Sigma Marker High Range.

5.3.2 Barveni geli po elektroforéze

5.3.2.1.1 Coomassie barveni
Slozeni roztokti pro Coomassie barveni vychazi z postupu dle Schiggera (2006). Gel byl

nejprve 1 hodinu fixovan v roztoku obsahujicim 50% methanol a 10% kyselinu octovou. Sa-
motné barveni geld probéhlo v roztoku 0,025% Coomassie G-250 v 10% kyseliné octové. Po
obarveni byl gel nékolikrat proplachnut v 10% kyselin€ octové a deionizované vod¢. Odbarveni

lze provést ve smesi 50% methanolu, 50mM NaHCO; a 10% kyseliny octoveé.

5.3.2.1.2 StFibrné barveni
Postup stfibrného barveni vychazi z postupu dle Schéaggera (2006). Gel byl nejprve fixo-

van 30 min ve fixacnim roztoku (50% methanol, 10% kyselina octova), poté byl gel 2x promyt
v deionizované vod¢. Pro zvySeni citlivosti byl gel inkubovén 15 — 60 min. v 0,005% roztoku
thiosiranu sodného. Inkubace v 0,1% AgNO; trvala stejné dlouhou dobu jako inkubace ve fi-

xacnim roztoku. Poté byl gel promyt deionizovanou vodou. Vyvolani gelu probihalo 1 — 2 min.
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v roztoku obsahujicim 0,036% formaldehyd a 2% Na,COs. Vyvijeni gelu bylo ukonéeno opla-
chem gelu v 50mM EDTA (16 — 60 min.)
5.3.2.1.3 Rychlé koloidni barveni na Coomassie

Barvici roztok obsahoval 2% Coomassie G-250 a 1M H,SO,. Po rozpusténi Coomas-
sie G-250 byl k roztoku ptfidano 220 ml 10M NaOH. Nakonec bylo k barvicimu roztoku piimi-
chano 310 ml 100% trichloroctové kyseliny. Barveni probihalo 3 hod pii teploté 50°C (Wester-
meier, 2006).

5.4 Western bloting

Pro bloting bylo zvoleno uspotadani tank-blot. Byla pouzita nitrocelul6zova (NC) nebo
polyvinylidendifluoridova (PVDF) membrana. Blotovaci pufr obsahoval 0,025M TRIS, 0,192M
glycin, 20% methanol, pH 8,3. Pro blotovani byl pouzit konstantni proud 0,8 mA.cm™ po dobu

minimalné 3 hodin.

5.4.1 Barveni membran po blotingu

5.4.1.1.1 Barveni kitem MemCode™
Kit MemCode™ (Pierce) je uréen k barveni NC membran. Membrana byla ponofena na

cca 30 sekund do barviciho roztoku kitu.

5.4.1.1.2 Barveni amidoceni
Membrana byla ponofena na 2 - 4 min. do roztoku obsahujiciho 0,1 % (w/v) amidoc¢erné

10B ve smési methanol : kyselina octova : voda v poméru 45 : 10 : 45. Odbarveni bylo prove-

deno methanolem.

5.5 Chromatografické metody

Pro analyzu vcelich IMP byly optimalizovany chromatografické metody. Byla vyzkouse-
na chromatografie na reverzni fazi a iontoménicova chromatografie, ktera vyuziva rozdilného
isoelektrického bodu analyzovanych peptidi a balastnich proteinti. V nésledujici tab. ¢. 2 jsou
uvedeny isoelektrické body (plI) vcelich antimikrobialnich peptidi, na které je prace zamétena a
isoelektricky bod jejich peptidovych prekurzord. Bradykinin byl pouzit jako kontrolni standard
k optimalizaci metod, protoze se tento peptid ani jeho prekurzor v organismu véel nevyskytuje.
Chromatografické metody byly provadény na piistroji Knauer s UV/VIS detektorem diodového
pole (PDA).

35



Tab. ¢. 2: Isoelektrické body peptidi

PI prekurzoru

Peptid peptidu pI peptidu
apidaecin 10,27 11,71

abaecin 10,19 10,45
bradykinin - 9,75

5.6 Zpracovani vzorki

5.6.1 Vzorky pro vysokotlakou kapalinovou chromatografii s reverzni fazi
bez iontoménicové predseparace
Byly vyzkouSeny dva zplisoby zpracovani — odbér hemolymfy jednotlivych véelam po-
moci Hamiltonovy pipety a homogenizace celych vcel.

Zpracovani vzorkd hemolymfy

Hemolymfa byla odebirana Hamiltonovou pipetou s ostrou $pi¢kou z dorzalni Casti za-
decku vcely. Z jedné véely bylo mozno odebrat 2 — 8 pl hemolymfy. K odebrané hemolymfe
byl pfidan alikvotni podil 0,1% trifluoroctové kyseliny (TFA) s 1uM Pefabloc SC, smés byla
centrifugovana 10 min. pfi 16500 xg. Supernatant byl nanesen pfimo na kolonu nebo denaturo-
van varem 5 min. 100 °C.

Zpracovani homogenatu véel

Vcely byly zamrazeny v tekutém dusiku a rozméInény na tieci misce. K homogenatu byla
pfidana 0,1% TFA s 1uM Pefabloc SC v poméru 1 vcela : 0,5 ml 0,1% TFA. Homogenat byl
zfiltrovan a centrifugovan 10 min. pfi 16500 xg. Supernatant byl nanesen pfimo na kolonu nebo

navic denaturovan varem 5 min. pti 100°C

5.6.2 Vzorky pro vysokotlakou kapalinovou chromatografii s reverzni fazi
v kombinaci s iontoménic¢em

Pouzity postup zpracovani vzorkd vychazi z prvotnich vysledkd analyzy metodou HPLC
bez iontoménicové chromatografie.

V¢ely byly zamrazeny v tekutém dusiku a rozméInény na tfeci misce. K homogenatu byla
pridana 0,1% TFA v poméru 1 ml 0,1% TFA na 1 v¢elu. Homogenat byl zfiltrovan a centrifu-
govan 10 min. pfi 16500 xg. Odpipetovany supernatant byl denaturovan varem 5 min. pfi
100 °C. Kwvuli lepsimu zakoncentrovani vzorkii byl supernatant lyofilizovan a nasledné rozpus-
tén v prislusném rozpoustédle (uvedeno dale u jednotlivych modifikaci iontoménice) v poméru
1 : 10 (objem po lyofilizaci : objemu pted lyofilizaci).
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5.7 lontoménicova predseparace vzorki

5.7.1 Purifikace vzorku aniontoménic¢ovou extrakei na pevné fazi

Pro purifikaci koncentrované¢ho vzorku byla pouzita aniontoménicova extrakce na pevné
fazi (SPE). Byly pouzity a slabé (WAX) aniontoménice. Kolonky byly plnény 1 ml aniontome-
ni¢ového sorbentu. Byly pouzity sorbenty DEAE Sephadex A-25 (GE Healthcare) a TEAE ce-
lulosa. Sorbenty byly ekvilibrovany 15mM NH4HCO; s 5% MeOH o pH 9. Na kolonku bylo
naneseno 100 pl vzorku nebo standardu rozpusténé¢ho v 15mM NH4HCO; s 5% MeOH, nésled-
né byla kolonka promyta 2 ml 15mM NH4HCO; s 5% MeOH pH 9. Pfi pouzitém pH pufru se
zkoumané IMP nezachyti na koloné, ale protecou kolonou v mobilni fazi. Spojené eluaty z ko-
lonek byly odpateny na centrifugacni odparce pii 60 °C. Pfed nanesenim na kolonu s reverzni
fazi byly vzorky rozpustény ve 150 pl mobilni faze se slozenim totoznym jako slozeni mobil-
nich fazi na pocatku gradientu pouzité metody HPLC. Pro analyzu byla pouZita kolona Jupiter
Proteo 90A (150 x 4,60 mm x 4pum, C),), na kterou bylo naneseno 50 pl rozpusténého vzorku

nebo standardu.

5.7.2 Purifikace vzorku kationtoménicovou extrakci na pevné fazi

Pro kationtoménicovou purifikaci na pevné fazi (SPE) vzorku byly pouzity nasledujici
sorbenty: slabé kationtoménice (WCX) Amberite CG50, Amberlite IRC 50 a silny kationtomé-
ni¢ (SCX) Amberlite CG 120 II (Serva).

Varianta 1

V kolonce bylo pouzito 1 ml sorbentu. K ekvilibraci kolonky byla pouzita 5% kyselina
mravenci (FA). Na kolonku bylo naneseno 100 pl vzorku nebo standardu rozpusténého v 5%
FA. Promyti kolonky bylo provedeno 5% FA, eluce 2 ml 5% NH,OH.

Varianta 2

K ekvilibraci kolonky byl pouzit 15mM NH4HCO; s 2,5% methanolem, pH 9. Frakce 1
byla eluovana 30mM NH4;HCO; s 5% obsahem MeOH, pH 10, frakce 2 byla eluovana 0,1M
NaOH, pH 12 (upraveno pomoci HCI).

Ziskané frakce byly eluovany 2 ml pfislusného elu¢niho roztoku, nasledn¢ byly frakce
odpateny na centrifugacni odparce pii 60 °C. Pfed nanesenim na kolonu s reverzni fazi byly
vzorky rozpustény ve 150 ul mobilni faze se sloZzenim totoznym jako na pocatku gradientu pou-
7ité metody HPLC. Na HPLC kolonu Jupiter Proteo 90A (150 x 4,60 mm x 4um, C),) bylo na-

neseno 50 pl precisténého vzorku nebo standardu.
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5.7.3 lIontoménicova chromatografie on-line spojena s vysokotlakou kapali-
novou chromatografii na reverzni fazi

Byla zvolena aniontoméni¢ova chromatografie (IEC) v ptimém spojeni s HPLC analyzou
na reverzni fazi. Analyza byla provedena ve dvou krocich, v prvnim kroku byly sériové zapoje-
ny kolony MONO Q™ 5/50 GL (aniontoméniovy sorbent) a kolona Jupiter Proteo 90A (150 x
4,60 mm x 4pm, C,,). Na IEC kolonu bylo naneseno 20 pl nebo 50 pl vzorku nebo standardu.
Pouzitd mobilni faze byla 15mM NH4HCO; s 5% obsahem methanolu, pH 7,9. Byl pouzit pru-
tok mobilni faze 250 pl/min a chromatografickd separace probihala pii laboratorni teploté.
V druhém kroku byla odpojena IEC kolona a v systému byla zapojena pouze kolona s reverzni

fazi, na které byly zachycené analyty ze vzorku separovany gradientovou eluci.

- MONO Q™ 5/50 G Jupiter Proteo 90A (150 x 4,60 mm x 4pm)
— IEC 1 RP-HPLC —

Obr. €. 8: Schéma zapojeni [EC kolony a RP-HPLC kolony.

5.8 Vysokotlaka kapalinova chromatografie na reverzni fazi

Separace byly provadény na koloné s reverzni fazi (RP-HPLC) Jupiter Proteo 90A (150 x
4,60 mm x 4um, Cy,). Jako vyslednd mobilni faze A byla zvolena 0,1% trifluoroctova kyselina
(TFA) a vysledna mobilni faze B byl pouzit 100% acetonitril (AcN) obsahujici 0,1 % TFA.
Bylo vyzkouseno nékolik gradientil i koncentrace AcN v mobilni fazi B, popis je uveden ve
vysledkové Casti. Na kolonu bylo davkovano 20 nebo 50 pl vzorku nebo standardu.

Vysledny gradient mobilnich fazi pouzity pro separaci vzorku na C;; koloné uvadi nasle-
dujici tab. ¢. 3:

Tab. €. 3: Optimalizovany gradient pro separaci purifikovaného vzorku.

Cas
(min.) A (%) B (%)

0 95 5

2 95 5

5 70 30
17 45 55
19 0 100
24 0 100
26 95 5
36 95 5

38



5.9 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Frakce ziskané po separaci vzorku metodou HPLC na reverzni fazi byly odpafeny na cen-
trifugacni odparce a pfed nanesenim na MALDI desticku byly rozpustény v 10 ul 0,1% TFA.
Pro analyzu MALDI-TOF byl pouzit pfistroj Microflex LRF20 MALDI-TOF obsahujici ionto-
vy zdroj microScout s dusikovym laserem 337 nm. Pro pozitivni hmotnostni spektra bylo pouzi-
to akceleracni napéti 19 kV a extrakéni napéti 16,1 kV, napéti cocky bylo 9,1 kV, napéti reflek-
tronu 20kV, délka prodlouzené extrakce 250 ns. Byl pouzit reflektronovy mod Microflex.

Jako matrice byla pouzita a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (CHCA); 2 mg CHCA
byly rozpustény v 0,33 ml 2,5 %TFA a 66% AcN (Thomas et al, 2004). Na desticce bylo smise-
no 0,5 ul vzorku s 0,5 pl matrice, krystalizace byla provedena metodou vysusené kapky. Nameé-

fena spektra byla analyzovana programem flexAnalysis 2.4 (Bruker Daltonics).

5.10 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu Microsoft Excel 2007. V programu
byly provedeny vSechny statistické vypocty a vytvotreny vysledkové tabulky a grafy.

Metoda Principal component analysis (PCA) byla vypocitana v programu DataAnalysis

(Bruker).
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6 Vysledky

6.1 Analyza vCelich IMP elektroforézou a blotovanim

S vyvojem elektromigracnich metod pro déleni IMP z hemolymfy vcel bylo zapocato jiz
v bakalaiské praci (Danihlik, 2009), taktéz bylo vyzkouSeno nékolik variant detekce IMP v gelu
a posléze i1 blotovani peptidli z geli na membrany. V diplomové praci byly ovéfeny vysledky
z bakalaiské prace a doplnény o dalsi vysledky.

Bylo ovéfeno, ze pro separaci malych peptidl je vhodné pouzit tricinovou elektroforézu
s pridavkem mocoviny (Schégger a von Jagov, 1987). Byla zkousena 3M a 6M koncentrace
mocoviny v délicim gelu, nejlepsi délici schopnost mél polyakrylamidovy gel obsahujici
6M mocovinu. Jak jiz bylo uvedeno v bakalaiské praci, tricinova elektroforéza bez ptidavku
mocoviny ma nedostate¢né délici vlastnosti pro takto malé peptidy, jakymi jsou IMP
z hemolymfy vcel. Pro zlepSeni separacnich vlastnosti byl mezi zaostfovaci a délici gel vlozen
10% polyakrylamidovy gel, zlepseni délici schopnosti gelu vSak nebylo pozorovano, tato modi-

fikace pouze prodlouzila celou analyzu.

26,6 kDa

 — «17,0 kDa

W 14,2 kDa

- W @ 6.5 kDa
- — <= 35kDa

Obr. €. 10: Polyakrylamidovy gel bez piidavku 6M mocoviny, barveni Coomassie G-250.
1 — lysozym (7,5 ng/ul), 2- insulin (0,75 pg/ul), 3 — aprotin (0,75 pg/ul), 4 — insulin 33 ng/ul), 5
— apidaecin (7,5 ng/pl), 6 — standardy proteint ULMW.
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<« 26,6 kDa

<« 17,0 kDa
<«14,2 kDa

<« 6,5kDa

<« 2,1kDa

Obr. ¢. 11: Polyakrylamidovy gel obsahujici 6M mocovinu v délicim gelu, barveni Coo-
massie G-250. 1 — apidaecin (250 ng/ul), 2 — apidaecin (33 ng/ul), 3 — insulin (33 ng/pl), 4 —
aprotin (33 ng/pl), 5 — lysozym (33 ng/ul), 6 — trypsin (33 ng/ul), 7 — standardy proteini UL-
MW.

Obr ¢. 10 a ¢. 11 uvadéji srovnani déleni peptidi v separacnim gelu s ptidavkem a bez
pridavku mocoviny. Z obrazki je patrné, Ze je nutné pouzit gel obsahujici 6M mocovinu, tento
vysledek je vlastné ovéfenim vysledku z bakalarské prace, kde se doslo ke stejnému zavéru.
Obr. ¢. 11 také ukazuje rozdilny vzhled bandu vzorku apidaecinu, ktery byl smichan s v labora-
tofi pfipravenym vzorkovacim pufrem (linie 1) (dle navodu Schégger, 2006) a vzorku smicha-
nym s komerénim vzorkovacim pufrem od firmy BioRad (linie 2). Na zaktiveni bandu neméla
vliv koncentrace peptidu v jamce, protoZe podobny jev byl pozorovan i pfi nizSich koncentra-
cich peptidl nanasenych na gel.

Pro barveni peptidll v gelu se nejlépe osvédcil postup dle Schiaggera (2006), bylo vyzkou-
Seno barveni stfibrem a Coomassie G-250. Dle protokolu Westermeiera (2006) bylo provedeno
také rychlé koloidni Coomassie barveni. To vSak neptineslo zadné vysledky, nedoslo k obarveni
standardti ani markeru UMLW, proto nebylo jiz nadale pouZzivano.

Pro optimalizaci detekce peptidi po elektroforetickém rozdéleni byl vyzkouSen transfer
peptidt z gelu na membranu. Jiz v bakalaiské praci byla zkouSena nitrocelulézova (NC) a poly-
vinylidenfluoridova (PVDF) membrana. Dle vysledki transferu a nasledného barveni spotli na
membrané bylo zjisténo, Ze pro analyzované peptidy je vhodnéjsi transfer na NC membranu a

barveni kitem MemCode™. PVDF membrany byly barveny amidoéerni. Pouziti PVDF mem-
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bran se jevi jako nevhodné pro analyzované peptidy, nedoslo totiz k obarveni zadného spotu na
membrang.

Spoty peptidii na NC membrané obarvené kitem MemCode™ nebyly dobfe reprodukova-
telné. Pii transferu byly na sebe navrstveny dvé NC membrany o velikosti porti 0,45 um a ob¢
barveny, membrany jsou na obr. ¢. 12 a ¢. 13. Bylo pozorovano, ze apidaecin a insulin prochazi
skrz prvni membranu na druhou. Z toho divodu se nedafilo blotovani provadét reprodukovatel-
n¢. Blotovani takto malych peptidi na NC membranu nemize tedy slouzit ke kvantitativnimu
vyhodnoceni analyzy. Pti del§im blotovani v podstaté ani kvalitativnimu, hrozi totiz, Ze peptidy

projdou skrze membranu do blotovaciho pufru, ¢imz nebudou zachyceny na membrang.

23,0 kDa

14,3 kDa

6,5 kDa

2,1 kDa

Obr. ¢. 12: NC membrana barvena kitem MemCode™. Jedna se o0 membrénu, ktera prvni
v poradi za gelem ve sméru putovani peptid v elektrickém poli. 1- trypsin (33 ng/ul), 2 — lyso-
zym (33 ng/ul), 3 — aprotin (33 ng/ul), 4 — insulin (33 ng/ul), 5 — apidaecin (33 ng/ul), 6 — api-
daecin (240 ng/ul).
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Obr. &.13 : NC membréna barvena kitem MemCode™, membrana druhé v potadi za ge-
lem. Sipka A ukazuje spot aprotinu a Sipka B apidaecinu, peptidy tedy prochazeji pres NC

membranu.

Byla provedena elektroforéza realnych vzorki. Vzorky byly pfipraveny homogenizaci ce-

lych véel a zpracovany dle postupu uvedeného v metodické ¢asti.

I, S

<= 550 kDa
 <fmm 450 kDa
<@ 360 kDa

<@ 26,6 kDa

b

<= 17,0 kDa

<@ 142kDa

«mm 65kDa

Obr. ¢. 14: Vysledek tricinové elektroforézy s 6M mocovinou realnych vzorkl zpracova-
nych z celych véel. Barveni bylo provedeno barvivem Coomassie G-250. 1 — standardy proteinti
ULMW, 2 — standard Sigma 30 - 200 kDa, 3 — vzorek 84 (20 v¢el) imunizovan, 4 — vzorek 84
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(20 vcel) kontrola, 5 — vzorek 23 (10 vcel) imunizovan, 6 — vzorek 23 (10 vcel) kontrola, 7 —

vzorek 4 (120 vcel) bez imunizace.

Obr. ¢. 14 ukazuje vysledek tricinové elektroforézy s pfidavkem 6M mocoviny, z vysled-
ku je patrné, ze popsanou metodou elektroforézy nelze citlivé detekovat malé peptidy nachaze-
jici se v hemolymf€ v¢el v malych koncentracich. Cilem metodiky detekce IMP je hlavné moz-
nost peptidy kvantifikovat. Od metody plosné elektroforézy v polyakrylamidovém gelu bylo
tedy upusténo, nasledné byly vyvijeny rizné chromatografické metody se spektrofotometrickym

a hmotnostné spektrometrickym zptisobem detekce.
6.2 Analyza véelich IMP chromatografickymi metodami

6.2.1 Vysokotlaka kapalinova chromatografie bez iontoménicové predsepa-
race

Metoda RP-HPLC byla ptivodné navrzena dle literatury (Casteels et al., 1989, 1990), kde
autofi pouzili predseparaci vzorkti hemolymfy na kolon¢ s reverzni C4 fazi a nasledné analyzo-
vali frakci s vyskytem antimikrobidlniho peptidu na koloné s reverzni C,g fazi.

Pro detekci apidaecinu a abaecinu byla navrzena metoda gradientové eluce na koloné C,
Jupiter Proteo 90A (150 x 4,60 mm x 4um, C)). Nejdifve bylo vyzkouseno nékolik modifikaci
gradientu se slozenim mobilnich fazi 0,1% TFA (A) a 70% AcN s 0,1% TFA (B). Gradient

s optimalizovanou retenci standardu apidaecinu byl nasledujici (tab. ¢. 6 ):

Tab. €. 6: Gradient RP-HPLC metody analyzy IMP

Cas
(min.) A (%) B (%)

0 80 20
20 20 80
23 10 90
26 10 90
27 80 20
37 80 20

Retencni Casy standardnich peptidt byly 6,70 min. pro apidaecin, 10,37 min. pro abaecin
a 7,52 min. pro bradykinin (obr. ¢. 16).

Po zjisténi retencnich ¢asii standardii peptidi bylo pristoupeno k analyze realnych vzorki
extraktl vCel. Vzorkem byly vcéely ze véelstva ¢. 59, které nebyly laboratorné imunizovany.
Bylo vyzkouseno nekolik modifikaci zpracovani vzorkd. Schéma zpracovani vzorkid uvadi obr.

¢. 15.
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véelstvo

¢. 59
28 vcel / \ 23 veel
hemolymfa homogenat
(symbol H) (symbol G)

¢V \ b\

denaturace bez denaturace denaturace bez denaturace

vaiem va‘rem Vaiem vaiem
59H2 S59H1 59G2 59G1

Obr. €. 15: Schéma zpracovani a oznaceni vzorku véel ze vcelstva €. 59.

Representativni vysledek analyzy realnych vzorkli zvcelstva ¢ 59 ve srovnani

s reten¢nimi Casy standardil je znazornén na obr. ¢. 17.
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Obr. €. 16: Prolozeni chromatogrami pouzitych standardd. Na obrazku je cely chromatogram s vyznacenim gradientu mobilni faze (osa vpravo). Pouzi-

té standardy peptidl byly v 100uM koncentraci, na kolonu bylo naneseno 20 pl. Gradient zobrazuje klesajici obsah mobilni faze A.
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Obr. ¢. 17: Obrazek A zobrazuje proloZeni standardu apidaecinu (100uM) s redlnym vzorkem 59G2. Dochdzi k mirnému piekryvu pikl v jejich pat¢,
posun reten¢niho ¢asu u vzorku miize byt zpiisoben slozitosti redlného vzorku. Obrazek B zobrazuje prolozeni chromatogramt jednotlivych vzorkl pfiprave-

nych dle schématu zobrazeného na obr. ¢. 15. Gradient zobrazuje klesajici obsah mobilni faze A.

Obsah peptidt ve frakci odebrané v ¢ase 6,80 — 7,10 min. ze vzorku 59G2 byl analyzovan pomoci MALDI-TOF. Odebrana frakce byla nejdiive odpa-
fena na vakuové odparce a poté znova rozpusténa v 10 ul 0,1% TFA. Vzorek byl nanesen na MALDI desticku a kokrystalovan s matrici metodou vysusené
kapky (Thomas et al., 2004). Vysledky hmotnostné spektrometrické analyzy ukazaly, Ze analyzovana frakce obsahovala n€kolik peptidd, a to vEetné apidaeci-
nu (obr. €. 18).
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Obr. €. 18: Spektrum z MALDI-TOF analyzy frakce odebrané z RP-HPLC v reten¢nim ¢ase 6,90. min. Ve frakci se vyskytuje apidaecin spolu s dalsimi

peptidy, které se nepodatilo dostate¢né rozdélit na C;, koloné.
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Na obr. ¢. 17 je vidét, ze vysledky analyzy pro purifikovanou smeés pfipravenou
z hemolymfy nebo homogenizaci v¢el je prakticky totozna. V oblasti retence apidaecinu se piky
nelisi. Z hlediska jeho analyzy tedy nema velky vyznam, zda je véelam odebirana jen hemolym-
fa nebo jsou homogenizovany celé vcely. Z praktického i casového hlediska je mnohem poho-
dingjsi zpracovavat celé vcely pro analyzu sledovanych véelich IMP. Na komplexnost smési
analyzované za vyse uvedenych podminek nema vliv ani denaturace vzorku varem. Tyto zjisté-
né poznatky byly vyuzZity pti dal§ich zpracovani vzorkl. V¢elam jiz nebyla odebirana hemolym-
fa, ale byly zpracovavany celé. VSechny vzorky byly nadale denaturovany varem. Po denaturaci
a centrifugaci totiz vzniklo vét§i mnozstvi precipitatu. Ze smési timto byly odstranény lipidy a
proteiny, které zptisobovaly nehomogennost a zakal vzorku, coZ mohlo mit neptiznivy vliv na
pouzity chromatograficky systém. Piedpokladalo se, Zze sledované IMP se v precipitatu nena-

chazely.

6.2.2 Stanoveni Cistoty standarda apidaecinu a abaecinu

Snaha optimalizovat metodu RP-HPLC poukazala na moznou necistotu zakoupeného a
synteticky vyrobeného standardu abaecinu (zdvojeny pik abaecinu na obr. ¢. 16). Oba standardy
byly podrobeny analyze technikou nanoLC-MS, kde bylo zjisténo, ze apidaecin se ve vzorku
nachazi spolu s necistotami, které jsou pravdépodobné meziprodukty nebo vedlejsimi produkty
chemické syntézy samotného peptidu. Abaecin se vSak v zakoupeném standardu nachazel jen ve
velmi malém mnozstvi. VétSina zakoupeného standardu byla tvofena Uplné€ jinym peptidem
s odlisnou molekulovou hmotnosti. Standard abaecinu nebyl nadale pouzivan pro optimalizaci
metody detekce ve vzorku. Metodika se zaméfila pouze na optimalizaci analyzy pro standard

apidaecinu.

6.2.3 Iontoménicova chromatografie on-line spojena s HPLC na reverzni
fazi

Aby byla metoda RP-HPLC vyuzitelna pro kvantitativni analyzu apidaecinu, bylo nutno
navrhnout zafazeni piedsepara¢ni metody vyuzivajici jinych vlastnosti studovanych analytl nez
chromatografie na reverzni fazi. Byla navrzena metoda pfimého spojeni iontoméni¢ové chroma-
tografie a chromatografie na reverzni fazi. Na piistroji Knauer byla spojena kolona MONO Q™
5/50 GL ptimo s kolonou C, Jupiter Proteo 90A (150 x 4,60 mm x 4um, C;,). V prvni fazi byl
zvolen aniontoméni¢ a ve druhé reverzni faze C;,. Navrzena metoda vychazela ze znamych
hodnot isoelektrického bodu analyzovanych peptidli a proteintl a zaroven vysoké bazicity apida-
ecinu. Metoda byla nejprve optimalizovana se standardem bradykininu.

Na kolonu MONO Q™ 5/50 GL bylo nanaseno 20 pl nebo 50 pl standardu nebo vzorku,
pratok 250 pl/min, isokraticka seprace, mobilni faze 15mM NH4HCOj; s 5% methanolem (Me-
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OH), pH 7,9. Na koloné MONO Q™ se zachyti balastni proteiny, které maji zaporny naboj,
kladné nabité proteiny a peptidy kolonou protecou a zachyti se na druhé koloné s reverzni fazi
Ci2. Nanaseni vzorku na systém on-line spojeni IEC a RP-HPLC kolon probihalo po dobu 20
minut, poté byla IEC kolona odpojena a zachycené peptidy byly rozdéleny gradientovou eluci
na kolong s reverzni fazi. Mrtvy objem samotné kolony MONO Q™ je 1 ml, kolona byla pro-
myta 5 ml 15mM NH4HCO; s 5% MeOH, pH 7,9, coz je pétinasobek jejiho mrtvého objemu.
Po separaci byla kolona regenerovana dle navodu od vyrobce (2M NaCl, 2M NaOH, 75% kyse-
lina octova, 50% MeOH).

( e 5() ul NSk - vzorek
N s 50 | ndsfik - vzorek
s 20) il sk - blank

Obr. €. 19: Chromatogram analyzy pfimého spojeni iontoméni¢ové kolony s HPLC na re-
verzni fazi (IEC-RP-HPLC). Pik na chromatogramu zobrazuje mrtvy objem spojenych IEC a
RP-HPLC kolon. Pik mrtvého objemu se eluuje ve zhruba 10. minuté, takZze mrtvy objem celého

systému je cca 2,5 ml.

Promyti 5Sml 15mM NH4HCO; s 5% MeOH, pH 7,9 postaci k doputovani analyti ke ko-
lon¢ s reverzni fazi. Protoze je vyuzivano pl peptidil, bazické IMP se na IEC kolon¢ nezachyti,
ale protecou ji, kdezto balastni latky s pl niz§im nez 7,9 se zachyti na IEC kolon¢. Smés latek
zachycenych na RP-HPLC koloné¢ by se méla tedy podstatné zjednodusit ve srovnani
s vychozim vzorkem.

Gradient mobilnich fazi na koloné¢ sreverzni fazi byl nejdfive zvolen totozny
s gradientem pouzitym na HPLC bez zatazené iontoméniové piedseparace, odlisny je jen zaca-
tek gradientu, kde byla definovana isokraticka separace na 6 min. nutna pro vyplaveni pouzitych
soli mobilni faze z kolony s reverzni fazi. Rozdily v analyze bez IEC kolony a v¢etné IEC kolo-

ny jsou patrné na chromatogramech na nasledujicim obr. ¢. 20.
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Obr. ¢. 20: Srovnani chromatogramtl bez (A) a vcetné (B) iontoménicové chromatografie
on-line spojené s kolonou s reverzni fazi. Na obrazku B je také zobrazen chromatogram blanku
(methanol) s vyzna¢enymi balastnimi piky. Na IEC kolonu bylo v obou pfipadech nastfiknuto

20 ul vzorku. Gradient zobrazuje klesajici obsah mobilni faze A.

Obr. €. 20 znézoriuje gradient a chromatogramy analyzy vzorku 59G2, ktery byl pouzit
pro optimalizaci metody. Jedna se tentyz vzorek pouzity v metodé RP-HPLC bez IEC chroma-
tografie. Z ¢asti B obr. ¢. 20 je vyobrazen chromatogram blanku (MeOH), na jehoz chromato-
gramu jsou vidét dva piky (na obrazku zvyraznény rameckem), které v systému nejspiSe zlstaly
po predchozi analyze vzorku. Bylo provedeno n€kolik nastiikd blanku, aby se zjistilo, zda se
necistota vymyva. Ke zmenseni ploch pikil v blanku nedochézelo ani po opakovaném nastiiku.
Pravdépodobné jde o latky — necistoty z chemikalii nebo o latky zachycené v nékteré z cCasti
chomatografického systému, napt. zachyceni v nastiikové kapilafe nebo smycce.

Po naneseni standardu apidaecinu se také eluovalo nekolik pikd, takze nebylo mozné jed-

noznacné urcit retenéni ¢as apidaecinu (obr. ¢. 21).
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. Oblast retence apidaecinu

Obr. ¢. 21: Vytez chromatogramu standardu apidaecinu po piedchozich nastficich vzorkd.
V cerveném ramecku jsou piky, které jsou poziistatkem piedchozi analyzy, neni z nich mozné
jednozna¢né uréit pik apidaecinu. Cernd $ipka ukazuje pik, ktery byl nejspise zpiisoben kratkou
isokratickou eluci pfed narstem gradientu mobilni faze. Tento pik se v chromatogramech vy-
skytoval nahodn¢. Nastiik standardu na IEC kolonu byl 20 pl. Gradient zobrazuje klesajici ob-

sah mobilni faze A.

Kvili nedostatecné elucni sile gradientu mobilni faze, jaky vyuzivala metoda RP-HPLC
bez zatazené iontoméniCové chromatografie, bylo navrzeno nékolik modifikaci gradientd. Byl
prodlouzen Cas isokratické separace na zacatku gradientu po iontoméniCové chromatografii a
také byl modifikovan gradient pro lepsi rozliSeni pikt. Testovanymi gradienty bylo analyzovano
nékolik standardtl i vzorki. Zjistilo se, Ze pouziti 70% AcN s obsahem 0,1% TFA v mobilni fazi
B je nedostacujici pro kompletni vymyti kolony od vSech zachycenych latek. Ve vSech piipa-
dech byly totiz patrny piky i u blanku v ¢asech blizko retenénim Castim standardu apidaecinu.
Vysledkem optimalizace bylo pouZiti gradientu se 100% AcN s 0,1% TFA jako mobilni faze B.
Metoda separace na kolonég s reverzni fazi pouzivala tyto mobilni faze 0,1% TFA (A) a 100%

AcN s 0,1% TFA (B), upraveny gradient ukazuje nésledujici tabulka ¢. 7:
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Tab. ¢. 7: Gradient RP-HPLC metody s mobilnimi fazemi 0,1% TFA (A) a 100% AcN
s 0,1% TFA (B).

Cas
(min.) A (%) B (%)

0 95 5

6 95 5
23 30 70
25 0 100
30 0 100
31 95 5
32 95 5

Pti pouziti gradientu uvedeného v tab. ¢. 7 bylo dosazeno promyti kolony pii kazdé ana-
lyze, coz bylo ovéfeno nékolika nastiiky blanku mezi jednotlivymi analyzami. Nésledné byla
ovéfovana stabilita reten¢nich Cast a reprodukovatelnost vysledkii. Byl pouzit vzorek s oznace-
nim IM-TFA (homogenat pfipraven z 39 imunizovanych vcel) a tentyz vzorek s pfidavkem

standardu bradykininu.

— IM-TFA + Bra
= IM-TFA

Bradykinin

Obr. €. 22: Srovnani chromatografického déleni jednoho vzorku (IM-TFA) s ptidavkem a
bez pridavku standardu bradykininu. Na obrazku je pouze vyiez 10. az 20. minuty celého chro-
matogramu. Na MonoQ™ kolonu bylo naneseno 50 ul vzorku. Gradient zobrazuje klesajici

obsah mobilni faze A.

Obr. ¢. 22 ukazuje problematiku s opakovatelnosti analyzy jednotlivych realnych vzorkd.

Po provedeni opakovanych nésttika tychz vzorkt bylo jen stézi mozno dosahnout reprodukova-
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telnych chromatogramti. Chromatogramy na obr. €. 22 by se mély lisit pouze o jediny pik bra-
dykininu. Je vSak patrné, ze chromatogramy jsou velmi rozdilné.

Kvili tomuto problému a nestabilité retencnich ¢ast samotnych standardt bylo pfistou-
peno k pouziti metody zahrnujici off-line iontoménicovou extrakci na pevné fazi (SPE) a né-

slednou separaci gradientovou eluci na kolon¢ s reverzni fazi.

6.2.4 Extrakce na pevné fazi a nasledné RP-HPLC

Extrakce na pevné fazi (SPE) byla provedena s nékolika sorbenty. Nejdiive byly vyzkou-
Seny aniontoménice, aby byl zachovan princip metody podobné jako u on-line spojeni IEC
s RP-HPLC. V metodé¢ RP-HPLC byla také vytvofena nova metoda, protoze jiz nebylo potieba
tak dlouhé isokratické separace na pocatku analyzy kvuli odsoleni vzorku i kolony po naneseni

vzorku na IEC kolonu. Byly pouzity tyto mobilni faze: 0,1% TFA (A), 100% AcN s 0,1% TFA
(B).

Tab. ¢. 8: Gradient ¢. 1 RP-HPLC metody pouzité po SPE

Cas
(min.) A (%) B (%)

0 95 5

2 95 5
17 45 55
19 0 100
24 0 100
26 95 5
34 95 5

Tab. €. 9: Gradient ¢. 2 RP-HPLC metody pouzité po SPE

Cas
(min.) A (%) B (%)

0 95 5

2 95 5

5 70 30
17 45 55
19 0 100
24 0 100
26 95 5
36 95 5

Byly vyzkous$eny aniontoménice DEAE Sephadex A-25 a TEAE celulosa. Nejdiive byla
optimalizovana metoda SPE ptecisténi vzorkli. Byl pouzit totozny elucni roztok jako u on-line
spojeni IEC a RP-HPLC, tedy 15mM NH,HCO; s 5% MeOH, pH bylo upraveno na 9. Tento
roztok byl pouzit i na ekvilibraci sorbenttl, kolony byly plnény 1 ml sorbentu, ktery byl nasledné
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promyt 2 ml 15mM NH4HCO; s 5% MeOH. Vzorek byl posléze odpaten ve vakuové odparce
pti 60 °C.

Obr. €. 23 srovnava vyfezy chromatogramii vzorku (homogenat ze 120 neimunizovanych
vcel), které byly z SPE kolony vymyty 1,5 nebo 2 ml elu¢niho roztoku. V reten¢nim Case nej-

vétsiho piku se také eluuje apidaecin, coZ bylo potvrzeno dalsi analyzou standardu apidaecinu.

[a -]

4,0+

=1
i

Bbsoebance (214 rm)
FTE

0

10 T 1
[ 1d i3 i_ml..

Obr. €. 23: Porovnani vyiezu RP HPLC chromatogramt frakci vzorkt eluovanych z SPE
kolony 1,5 ml (Cervené) a 2 ml (Cerné) 15mM NH4HCO; s 5% MeOH, pH 9. Pouzity sorbent
DEAE Sephadex A-25. Na kolonu bylo naneseno 50 pl vzorku. Gradient zobrazuje klesajici

obsah mobilni faze A.

Po provedeném SPE pfecisténi byl vzorek analyzovan na RP-HPLC. Vychozi testovany
gradient ¢. 1 (uveden v tab. ¢. 8) musel byt upraven (tab. ¢. 9), protoze nebyl vhodny pro rozde-
leni dvou c¢aste¢né piekryvajicich se pikt, jak ukazuje obr. €. 24 ¢asti A, piky se prekryvaji v
paté. Gradient byl na pocatku urychlen a v ¢asech retence analytli byla sniZzena rychlost nartistu
organické mobilni faze B. Rychlej$im nartstém mobilni faze B doslo k pfesunuti dvou pikd,

viz. obr. ¢. 24.
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Obr. ¢. 24: Ukazka rozdilného déleni pikt pti dvou rdznych gradientech. V casti A je

uveden nejdiive gradient ¢. 1, v ¢asti B je vysledek ziskany s upravenym gradientem ¢. 2. Jedna
se o chromatogramy vzorku, ke kterému byl ptidan standard apidaecinu (koncentrace ve vzorku
200uM), v obrazku jsou uvedeny pouze vyiezy chromatogrami. Sipka oznacuje piky piidaného
apidaecinu. Vzorek byl ptecistén na DEAE Sephadexu A-25. Gradient zobrazuje klesajici obsah

mobilni faze A.

6.2.4.1 Porovnani riznych sorbenti pouzitych pro SPE
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7 Diskuse

Tato diplomova prace navazuje na mou bakalafskou praci s nazvem ,,Antimikrobialni
peptidy v imunitnim systému vcel,” ktera byla zpracovana na Katedfe biochemie Ptirodové-

decké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci v roce 2009.

7.1 Analyza IMP vcel elektromigraénimi metodami

Schégger a von Jaggov (1987) uvadéji, ze nejvhodnéjsi elektroforetickou metodou déleni
peptidi je tricinova elektroforéza. Pro déleni malych peptidi se doporucuje do dé€liciho gelu
ptidat mocovinu v 6M koncentraci ke zhusténi port v gelu. Z nasich vysledkt je patrné, Ze tento
zpusob malych peptidil je uc¢inny a hodi se i pro IMP z hemolymfy vcel. U malych peptida hro-
zi, ze pti barveni difunduji z gelu, proto se doporucuje pii barveni stfibrem ptidat do fixacniho
roztoku glutaraldehyd, ten zplsobi zesitovani postranich skupin methionini. Pro analyzu apida-
ecinu a abaecinu vsak tato fixace nema vyznam, protoze oba IMP neobsahuji ve své primarni
struktufe aminokyselinu methionin.

Pro ptipravu vzorkl se osveéd¢il komeréni vzorkovaci pufr od firmy BioRad, standardy
peptidu pfipravené s timto pufrem lépe putovaly v gelu, podstatné méné dochazelo k tzv. ,,smi-
ling efektu® — zakfiveni bandd. Laboratorné vyrabény vzorkovaci pufr byl pfipravovan dle na-
vodu od Schiggra (2006), na vlastnosti pfipraveného pufru pravdépodobné méla vliv kvalita
pouzitych chemikalii. Oba postupy barveni gelti jsou pouzitelné pro detekci standardt IMP,
jako vhodngjsi se vsak jevi barveni pomoci Coomassie G-250, protoze nedochazi k piebarveni
jinych vice koncentrovanych bandi jako u stfibrného barveni, navic postup barveni Coomassie
je z praktického hlediska jednodussi. Piestoze v navodu dle Westermeiera (2006) je pro barveni
oligopeptidii (10 — 15 AK) vhodné rychlé koloidni Coomassie barveni, pro barveni IMP se ne-
hodi, k obarveni nedoslo ani pfi zvySeni koncentrace na jednotky pg/pul peptidd v nanaseném
standardu na gel.

Transfer peptidil z gelti na membrany neni vhodné pouzivat pro peptidy mensi nez 6 kDa,
dochazi totiz k prichodu peptidi skrze membranu (za pouziti membrany s 0,45 pm pory), tomu
lze zabranit pouzitim membrany s mensi poréznosti. Pokud jsou peptidy ¢i proteiny blotovany
na NC membranu, je vhodné k barveni pouzit komeréni kit MemCode™. Dochézi k rychlému
obarveni spotll na membrané a spoty lze i odbarvit. Bohuzel se pfi blotingu apidaecinu z gelu na
membrany neosveédcilo pouziti PVDF membran, protoze pravdépodobné se na PVDF membra-
nu nevazou. Tento jev muZze byt zptisobeno jejich hydrofilitou a velkym mnozstvim bazickych
skupin na povrchu apidaecinu i abaecinu. Peptidy se 1épe vazaly na NC membranu, lepsi vazba
je pravdépodobné zpiisobena vétsi hydrofilitou nitroceluldzy a zapornym nabojem na nitrosku-

piné zplsobené zapornym indukénim efektem.
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Apidaecin je mozné detekovat pfi pouziti barveni Coomassie G-250 (Schigger, 2006) uz
od koncentrace 165 ng vzorku na jamku. SDS-PAGE metoda se nehodi pro kvantitativni analy-
zu takto malych peptidl, peptidy je mozné detekovat kvalitativné, pfesto vSak ani kvalitativni
detekce neni 100% spolehliva. Jednotlivé pfipravené gely se mirn¢€ odlisuji ve svych vlastnos-
tech (napf. rizny stupen polymerizace akrylamidu). Pti elektroforéze vzorkd nebylo mozné
jednoznaéné detekovat zénu apidaecinu kvali mnozstvi nebo nezaostieni jednotlivych zén
v misté teoretického vyskytu bandu apidaecinu a abaecinu. Kvili témto nepfesnostem bylo pfi-

stoupeno k vyvoji jinych analytickych metod pouzivanych k analyze peptidt a proteint.

7.2 Analyza IMP vcel chromatografickymi metodami s UV detekci
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8 Zavér
Byla zpracovana diplomova prace s nazvem Analyza parametrti humoralni imunity vcel,

bylo dosazeno téchto vysledki:

1. Byla zpracovana literarni reserse zabyvajici se antimikrobialnimi peptidy vcel.

2. Pro analyzu kvantitativni analyzu peptidii apidaecinu a abaecinu neni vhodna me-
toda tricinové elektroforéza v polyakrylamidovém gelu ani transfer peptidi na
membrany, testované metoda nemaji dostatecnou citlivost pro nizké koncentrace
peptidt ve vzorcich véel.

3. Metoda vyuzivajici chromatografii na reverzni fazi byla nevyhovujici pro speci-
fickou detekci peptidi v komplexni smési latek v extraktech véelich tél. Purifika-
ce na aniontoméni¢i nebo kationtoménici zafazené pred chromatografii na re-
verzni fazi také nevykazala dostatecné piecisténi vzorku umoznujici detekei imu-
nopeptida vcel.

4. Byla vyvinuta metoda purifikace na Spickach se kationtoménicovym sorbetem z
extrak¢énich diskl s naslednym odsolenim na Cg sorbentu. Vzorky byly analyzo-
vany pomoci metody nanoLC-MS. Touto metodou je mozné detekovat apidaecin
a jeho prekurzor a v uvedeném nastaveni purifikace na SCX disku i abaecin. Di-
ky citlivosti metody je mozné detekovat a potencialné i kvantifikovat peptidy
z jedné vcely.

5. Bylo zméfeno a relativné kvantifikovano n€kolik vzorkt rozdélenych do 4 skupin
podle znaki infekce patogeny, které byly pro urcitou skupinu vyznamné. Zjisténé
vysledky ukazuji mozné ovlivnéni koncentrace IMP v télech infikovanych véel,
kvtli malému poctu analyzovanych vzorkl a nedostatecné statistické prikaznosti
ziskanych vysledkd vSak nebylo mozné stanovit spolehlivé biologické zavéry.
Bylo v8ak mozné pozorovat vliv viru pytlickovitého plodu na koncentraci apiae-
cinu a jeho prekurzoru v télech véel. Metoda by mohla byt v budoucnu vyuzita i
pro sledovani vztahu mezi infekci, hladinou peptidii a odolnosti véelstev na da-
ného patogena.

6. Vyvinutd metodika purifikace a naslednou analyzy metodou nanoLC-MS ma po-
tencidlni vyuziti pro studie dalSich bazickych peptidi, které se mezi jednotlivymi
vzorky vcel nejvice odliSovaly.

Dalsi prace by méla byt zaméfena na analyzu velkého poc¢tu riznych vzorka vcel a na-
sledné vyhodnoceni ziskanych dat s biologickymi souvislostmi. Pro vylepSeni metodiky detekce

by bylo vhodné zaradit purifikacni krok obsahujici molekulové sito. Pro kvantifikaci peptida by
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bylo mozné pouzi znacené standardy. Piinosna bude identifikace a studium dalSich bazickych

peptidu, jejichz mnozstvi se vyznamné lisi mezi vzorky.
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10 Seznam zkratek

AcN - acetonitril

AK — aminokyselina

CHCA — kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova
Da — jednotka Dalton

DEAE — diethylaminoethyl

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DnaK — typ chaperonu

dsRNA — dvouvldknova RNA

FA —kyselina mravenci

G+ - grampositivni

G- gramnegativni

GroEL — typ chaperonu

IkB — inhibitor NF-kB

IEC — iontoménicova chromatografie

IMP — imunopeptid

LC — kapalinova chromatografie

LPS - lipopolysacharid

MALDI-TOF — desorp¢ni ionizace laserem za ucasti matrice — analyzator doby letu
MS — hmotnostni spektrometrie

nanoLC-MS — nanokapilarni kapalinova chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou detekci
NC - nitroceluldza

NF-kB — typ transkripéniho faktoru

PCA — analyza hlavnich komponent

PGRP - peptidoglykan rozponavajici proteiny

pl — izoelektricky bod

PO - fenoloxidasa

proPO - profenoloxidasa

proPO-AS — komplex aktivujici profenoloxidasu
PVDF - polyvinilidendifluorid

RNA — ribonukleova kyselina

SAX — silny aniontoménic

SCX — silny kationtoménic

SDS — dodecylsulfat sodny.

SDS-PAGE — polyakrylamidova elektroforéza s pouzitim SDS
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SPE — extrakce na pevné fazi
TEAE — triethylaminoethyl
TNF — faktor nekrézy tumort

TFA — trifluoroctova kyselina
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