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Abstrakt

Antimikrobidlni peptidy jsou velmi dileZitou soucésti humorélni imunity Zivocichi
véetné hmyzu. Jednim z vyznamnych antimikrobialnich peptida véel (Apis mellifera)
je peptid apidaecin, ktery se vyskytuje v jejich hemolymf¢ a tkanich. Apidaeciny jsou
linedrni peptidy bohaté na prolin vykazujici aktivitu vi€i Gram-negativnim bakteriim.
Cilem prace bylo ovétit moznost kvantifikace apidaecinu 1 ve spojeni s MALDI
ionizaci a analyzatorem doby letu (TOF), coz by umoznilo vyrazné rychlejsi a levngjsi
hmotnostné-spektrometrickou analyzu velkého mnozstvi vzorktu vcel. Prakticka cast
prace byla zaméfena na purifikaci a kvantifikaci apidaecinu 1 pomoci extrakce na
pevné fazi se sorbentem WCX Oasis'™, nasledované odsolenim na Cg reverzni fazi a
kvantifikaci pomoci MALDI-TOF. Naméfena data ukazala, Ze 1ze dosahnout linearni
kalibracni zavislosti poméru signalli apidaecinu 1 versus vhodny isotopové znaceny
interni standard [**C¢*°N4] apidaecin 1 a to v rozsahu 0,1 — 2,5 pmol apidaecinu 1
v riiznych biologickych matricich (hemolymfa vcel, homogenaty hrudnikil). Dale byla
pozorovana vybornd reprodukovatelnost stanoveni poméru signalt pii MALDI
ionizaci vzorkl analyzovanych z jednoho spotu i z riiznych spotti na MALDI desce.
Prvni kvantitativni data ziskand analyzou redlnych vzorkl s pfidavky standardu
apidaecinu 1 ukézala dobrou navratnost stanoveni peptidu v rozsahu 80-100 %
s vybornou spravnosti pohybujici se v rozsahu 6-15 % v zavislosti na mnozstvi
pfidaného apidaecinu 1. Srovnavaci analyza kvantifikace apidaecinu 1 ve vzorcich
pomoci MALDI-TOF a LC-ESI-MS analyzy ukazala srovnatelnou schopnost
spravného stanoveni studovaného peptidu v redlném vzorku, nicméné pro potvrzeni
této moznosti je tfeba provést analyzu vétSiho poctu vzorka.
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Cile prace

Vypracovani literarni reSerSe zaméfené na fyziologicky vyznam peptidu
apidaecinu a dalSich antimikrobidlnich peptidd vcel, dale na metody
purifikace proteinti a peptidtt pomoci extrakénich technik zalozenych na SPE
nosi¢ich a kvantifikaci vyizolovanych peptidi pomoci hmotnostni
spektrometrie ve spojeni s riznymi typy ionizace.

Prakticka cast bude vénovana zakladnim biochemickym metodam (extrakce
proteind a peptidi, kvantifikace proteind), nasledované metodami izolace
peptidd pomoci SPE technik se zaméfenim na iontoméni¢ovou a reverzni
chromatografii. Vyizolované peptidy budou analyzovany pomoci hmotnostni
spektrometrie s riiznymi technikami ionizace, pfi¢emz student bude sezndmen
a provede analyzu peptidi pomoci MALDI ionizace ve spojeni s TOF-MS
pfistrojem.

Cilem bakalafské prace je ovéfeni moznosti aplikace MALDI-TOF
spektrometrie pfi semikvantitativnim hodnoceni hladin apidaecinu v tkanich
vcel. Soucasti bakalarské prace je také zvladnuti purifika¢niho postupu
zalozeném na iontoménicové chromatografii nasledované odsolenim vzorku

na reverzni fazi.



1 Uvod

Antimikrobidlni peptidy patii mezi velmi dulezitou soucast humoralni imunity
zivoCicht, protoze dokazou inhibovat rust patogennich mikroorganismt v téle
hostitele. Mnoho mikroorganismti si vyvinulo rezistenci vi¢i bézné pouzivanym
antibiotikiim, a tak je velmi diilezité dalsi studium téchto peptida.

Vcelstva jsou ohrozovana riiznymi chorobami a na mnoho z nich dosud nebyla
nalezena ucinna lécba (napt. mor vceliho plodu). V mnoha piipadech se nesmi
vyuzivat antibiotik (fumagilin, tetracyklin) nebo jinych syntetickych latek (amitraz,
kumafos), které by potencialné mohly ohrozit kvalitu vcelich produkti. Vyuziti
antimikrobialnich peptidt, které jsou nedilnou souc¢asti imunitniho systému hmyzu,
by mohlo byt pro tyto i¢ely mnohem vice Zadouci.

V poslednich letech pocetnost vcelstev celosvétove klesa, coz zptsobuje Skody
nejen veelaftim, ale i zemédélctim, protoze vcely jsou pfirozenymi opylovaci vétsiny
hospodaisky dulezitych plodin.

Vyvoj modernich laboratornich technik by mohl pomoci [épe porozumét
fungovani imunity vcel a pfinést nové poznatky, které by se daly nésledn¢ pouzit ve
vyvoji napt. novych 1éCiv na bazi antimikrobialnich peptida.

Tato bakalafskd prace pojednavd o moznosti vyuziti MALDI hmotnostni
spektrometrie pro kvantifikaci antimikrobidlniho peptidu apidaecinu, ktery se

piirozené vyskytuje ve tkanich vcel.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Antimikrobialni peptidy

Dosud bylo izolovano a popsano pifes 1500 antimikrobialnich peptidd, z toho ptes
200 u hmyzu (Guani-Guerra et al., 2009). Existuje n€kolik skupin antimikrobialnich
peptidi (AMP) — kationické, anionické, aromatické dipeptidy a derivaty proteint
vazici kyslik. Nejpocetnéjsi skupinou jsou kationické peptidy, které se dale déli:
linearni peptidy tvofici a-helix, peptidy s otevienymi konci bohaté na cystein
obsahujici disulfidové mustky a peptidy bohaté na specifickou aminokyselinu —
prolin, glycin nebo histidin (Vizioli et al., 2002). Kationické AMP jsou vétSinou
definovany jako peptidy majici méné nez 50 aminokyselin (AMK) s celkovym
pozitivnim nabojem (+2 az +9), zpusobenym piitomnosti lysinu a argininu a
znaénym (vice nez 50%) obsahem hydrofobnich AMK (Powers a Hancock, 2003).
Tyto peptidy vykazuji aktivitu vii¢i Gram-pozitivnim (G+) a Gram-negativnim (G-)
bakteriim, virim i houbam (Cooper, 2006). U vcel byly popsany tyto antimikrobialni
peptidy: defensin-1 a defensin-2 (Klaudiny et al., 2005), abaecin, apidaeciny,
hymenoptaecin (Casteels et al., 1989, 1990, 1993), jelleiny (Fontana et al., 2004),
melittin (Fennell et al., 1968) a apamin (Vincent et al., 1975), viz. tab. 2.

Apidaeciny ptedstavuji rodinu na prolin bohatych AMP izolovanych z hemolymfy
v¢ely medonosné (Apis melifera) v koncentraci okolo 100 ng/ul. Primarni struktura
je tvofena 18 AMK a jedna se o tepelné stabilni linearni peptidy (Casteels et al.,
1989). Ve vceli hemolymfe¢ se vyskytuji 3 isoformy apidaecinu v zastoupeni: la
(5%), 1b (80 — 90%) a 2 (5 — 15%). Posledni isoforma apidaecinu (Q06602, UniProt)
je pouze predikovanym peptidem a ve tkanich véel nebyl detekovan (Casteels et al.,
1993). Apidaecin 1 a 2 se lisi v poloze 6 (Val/lle) a analyzou peptidu apidaecinu 1
bylo zjisténo, ze se vyskytuji 2 isoformy la a 1b lisici se v poloze 18 (lle/Leu)
(Casteels et al., 1989). Apidaeciny jsou pfevazné aktivni proti mnoha Gram-
negativnim bakteriim (Li et al., 2006). Koncentrace 0,1 pg/ml byla dostatecna
K inhibici rustu Sirokého spektra lidskych a zvifecich patogent (rody Salmonella a
Shigella), dale byly vysoce aktivni proti nékolika rostlinnym bakteriim (druhy
Rhizobium a Agrobacterium) a patogennim rostlinnym bakteriim patficim do rodu
Erwinia a Pseudomonas, a to prostifednictvim bakteriostatického (nikoli Iytického)
ucinku (Casteels et al., 1989). Pridani 100 pg syntetickych apidaecint k suspenzi 1
ml bun¢k E. coli mélo za nasledek 100% inhibici rustu E. coli. Vici typickym
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hmyzim patogenim (druhy Bacillus thuringiensis, Serratia marcescens a
Paenibacillus larvae) byly apidaeciny net¢inné (Casteels et al., 1989). Zatimco
aktivni apidaeciny jsou zjistitelné pouze v hemolymf¢ u dospélych vcel, larvy
obsahuji znacné mnozstvi molekul prekurzorti, které nevykazuji Zadnou
antimikrobiadlni aktivitu. Prekurzory apidaecinti obsahuji navic 8 AMK
(EAKPEAKP-apidaecin I), které musi byt odstiizeny pro aktivaci peptidu (Casteels
et al., 1989; Kreil et al.,, 1980). Vysledky analyzy cDNA koresponduji se
zastoupenim jednotlivych peptidi v hemolymfé véel (Casteels-Josson et al., 1993).
Tab. 1 Ptehled isoforem apidaecinu a jejich AMK sekvence (Casteels et al., 1989)

Isoformy apidaecinu Aminokyselinova sekvence
Apidaecin 1a GNNRPVY IPQPRPPHPRI
Apidaecin 1b GNNRPVYIPQPRPPHPRL
Apidaecin 2 GNNRPIYIPQPRPPHPRL
Apidaecin (predikovana forma) GNNRPVYISQPRPPHPRL

Strukturné se apidaeciny skladaji ze dvou ¢asti - konzervativni (C-koncovou ¢ast)
zodpovédnou za celkové antibakterialni schopnosti a variabilni (N-koncovou ¢ast)
zodpovédnou za antibakterialni spektrum (Li et al., 2006). Dutta et al. (2008) uvadi,
ze odstranéni prvnich tii AMK z N-konce peptidu nezplsobilo vyznamny pokles
aktivity, zatimco odstranéni leucinu z C-konce zapficinilo pokles aktivity pod 50%,
coz znamena, ze koncovy leucin je velmi dulezity pro antibakterialni aktivitu
peptidu.

Abaecin patii do rodiny AMP bohatych na prolin. Tento antimikrobidlni peptid
obsahuje témét 30 % prolinu. Prekurzor abaecinu obsahuje 53 AMK a po aktivaci se
19 AMK dlouhy prekurzor z N-konce odstépi (Casteels et al., 1990; Casteels-Josson
etal., 1994).

Defensiny jsou rozsahla rodina AMP bohatych na cystein, které¢ plisobi proti
riznym mikroorganismim a predstavuji zakladni obranny systém mnoha organismi
(Raj a Dentino, 2002). Jedna se o peptidy dlouhé 36-51 AMK, jejichz struktura je
tvofena smyckou z a-helixu a dvéma antiparalelnimi [-skladanymi listy
stabilizovanymi tfemi disulfidovymi mistky. Jsou aktivni hlavné proti Sirokému
spektru grampozitivnich bakterii, ackoliv aktivita byla zaznamendna 1 u
gramnegativnich bakterii a hub. U vcel byly popsény dva geny kodujici defensiny —

defensinl a defensin2. Defensinl se vyskytuje v hemolymf¢ bakterialné napadenych
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véel (Klaudiny et al., 2005) a také mateti kaSicce, kde se oznacuje jako royalisin
(Fujiwara et al., 1990).

Primarni struktura defensinul obsahuje 51 AMK se tfemi intramolekularnimi
disulfidovymi mustky, majici molekulovou hmotnost 5523 Da (Fujiwara et al.,
1990). Defensin2 dosud nebyl detekovan na urovni peptidu, jedna se pouze o
predikovanou sekvenci druhé isoformy antimikrobialniho peptidu (Klaudiny et al.,
2005).

Hymenoptaecin je dalsim z AMP v¢el skladajici se z 93 AMK a detailni analyza
odhalila, ze jeho N-konec obsahuje 2-pyrrolidon-5-karboxylovou kyselinu a také
indikovala velké rozdily oproti v§em znamym antimikrobidlnim peptidim. Zatimco
apidaeciny jsou aktivni pouze proti G- bakteriim, hymenoptaecin inhibuje rust jak u
G-, tak u G+ bakterii (Casteels et al., 1993).

Tab. 2 Piehled dalsich AMP v¢el a jejich vlastnosti (Casteels et al., 1990; Casteels et al.,

1993; Casteels-Josson et al., 1994; Klaudiny et al., 2005; Fontana et al., 2004; Fennell et al.,
1968; Vincent et al., 1975)

Néazev AMP | Poget Sekvence AMK Utinnostna |  Cislo
AMK skupiny Vv databazi
bakterii UniProt
Abaecin 34 YVPLPNVPQPGRRPFPTFP | G+ P15450

GQGPFNPKIKWPQGY

Defensinl 51 VTCDLLSFKGQVNDSACA | Predevsim | P17722
ANCLSLGKAGGHCEKVGC | G+
ICRKTSFKDLWDKRF

Hymenoptaecin | 93 EERGSIVIQGTKEGKSRPSL | G+i G- Q10416

DIDYKQRVYDKNGMTGD
AYGGLNIRPGQPSRQHAGF
EFGKEYKNGFIKGQSEVQR
GPGGRLSPYFGINGGFRF
Jelleiny 8-9 PFKISIHL,; TPFKISIHL; | G+ i G- 018330
EPKISIHL; TPFKISIH
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Tab. 2 Piehled dalsich AMP vcel a jejich vlastnosti (Casteels et al., 1990; Casteels et al.,
1993; Casteels-Josson et al., 1994; Klaudiny et al., 2005; Fontana et al., 2004; Fennell et al.,
1968; Vincent et al., 1975) (pokracovani)

Nazev AMP Pocet Sekvence AMK Ucinnost na Cislo
AMK skupiny | v databazi
bakterii UniProt

Apamin 46 MISMLRCIYLFLSVILITSY | G+iG- P01500
FVTPVMPCNCKAPETALC
ARRCQQHG

Melittin 70 MKFLVNVALVFMVVYISY | G+i G- P01501
I'YAAPEPEPAPEPEAEADA
EADPEAGIGAVLKVLTTGL
PALI SWIKRKRQQG

2.1.1 Mechanismus piisobeni kationickych AMP

Prvnim krokem v mechanismu ptusobeni AMP je elektrostatickd interakce mezi
kladn¢ nabitym peptidem a zdporné nabitymi sloZkami membrany patogenu
(Matsuzaki et al., 1997). Bakterialni membrana mize byt narusena nékolika zplisoby
— fatalni depolarizaci membrany, vytvorenim selektivnich kanali a ztraty bunééného
obsahu, aktivaci hydrolas bunééné stény majici za nasledek destrukci buniky nebo
prunikem nékterych peptidd az k vnitrobunéénému cili (Zasloff, 2002).

Ztrata membranového potencidlu zapfic¢inéna tvorbou selektrivnich kanali vede
ke ztraté energetické funkce membrany. Tvorba téchto kanald muaze vést ke ztrate
zivotn¢ dulezitych latek a bunééné smrti (Yeaman a Yount, 2003). Nékteré peptidy
(napf. apidaecin) jsou schopné pfesunu pfes membranu bez jejiho naruseni (Otvos et
al., 2002).

2.1.2 Mechanismus pusobeni apidaecinu

Obal Gram-negativnich bakterii se sklada z vnitini cytoplazmatické membrany a
vnéj$i membrany, které jsou oddéleny periplazmatickym prostorem. Zatimco vnitini
membranu piedstavuje obvykle fosfolipidova dvojvrstva, vnéj§i membrana ma pory
a obsahuje lipopolysacharidy, diky nimz je povrch bakterie vysoce hydrofilni a
zaporn¢ nabity (Lugtenberg a Alphen, 1983). Mechanismus uc¢inku, kterym

apidaeciny zabiji bakterie, zahrnuje prvotni nespecifickou vazbu peptidu na vnéjsi
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membranu bakterie a nasledné proniknuti apidaecinu do periplazmatického prostoru
bez soucasného lytického procesu. Po proniknuti peptidu do periplasmy nésleduje
nevratna vazba na dokovaci molekuly, které jsou soucasti transportéru permeasového
typu na vnitini membrané (Castle et al, 1999, Piantavigna et al, 2009). V poslednim
kroku je peptid translokovan do vnitiniho prostoru buiiky, kde se navaze na Dnak,
coz ma za nasledek inhibici skladani proteinti a ATPasové aktivity (Otvos et al.,

2000; Castle et al, 1999).

VoilFni
memhbring

d Vi ji
membrdinn
-

»

A'lPasova aktivita
Skladani proteing

Obr. 1 Mechanismus pusobeni apidaecinu. AP, apidaecin; LPS, lipopolysacharid,
DM, dokovaci molekula nebo receptor. Pétikrokovy mechanismus, kterym apidaecin
uplatiiuje svou antimikrobialni aktivitu proti E. coli a jinym Gramnegativnim
bakteriim: (1) nespecificka vazba na vnéj$i membranu (vétSinou LPS); (2) proniknuti
apidaecinu do periplazmatického prostoru; (3) specificka a nevratna vazba
s dokovaci molekulou na vnitini membrané; (4) ptfesun dovniti buiiky; (5) vazba na
kone¢ny cil (DnaK protein), coz vede k inhibici ATPasové aktivity a inhibici

schopnosti prekladu proteinti DnaK (upraveno dle Li et al, 2006).
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2.2 Imunita vcel
Hmyzi imunitni systém lze rozdé¢lit na tfi zakladni ¢asti, kterymi jsou vnéjsi a vnitini
fyzikélni bariéry, bunécné a humoralni imunita (Turner, 1994).

Mezi fyzikalni bariéry mohou patfit napt. kutikula nebo sténa stfeva. Tyto bariéry
tvofi prvni stupenn ochrany, branici vstupu raznych patogenii do téla Zzivocicha
(Turner, 1994).

AMP jsou soucasti humoralni imunity, na které¢ se vedle téchto peptida podili také
enzym fenoloxidasa, proteiny lektiny a lysozym (Turner, 1994).

Fenoloxidasa (zkratka PO, EC 1.14.18.1) je enzym podilejici se na tvorbé
melaninu, ktery obklopi patogen a tim zabrani jeho rtstu. Tento enzym katalyzuje
oxidaci fenolti na 0-chinony, které se poté neenzymaticky polymerizuji na melanin.
Meziprodukty i melanin samotny je toxicky pro mikroorganismy (Kanost et al.,
2008). Dulezita je regulace celého fenoloxidasového systému, protoze produkty PO
mohou byt toxické i pro samotny organismus, ktery je produkuje (Cerenius et al.,
1998; Cerenius et al., 2004).

Lektiny (téz aglutininy) predstavuji proteiny nebo glykoproteiny, které ke své
¢innosti vyzaduji dvojmocné kationty (zejména Ca2") a maji alespont dvé vazebna
mista pro specifické molekuly sacharidi. Molekuly aglutininii se vétSinou skladaji
z vice podjednotek vzijemné spojenych vodikovymi vazbami nebo disulfidickymi
mustky. Jejich nazev je odvozen od schopnosti shlukovat (aglutinovat) cizi buiky
jako erytrocyty obratlovct, bakterie, prvoky a houby. Podstatou této reakce je
navazani aglutinind na ur¢ité sacharidové zbytky glykoproteind vyskytujicich se na
povrchu téchto bunck (Turner, 1994).

Lysozym (EC 3.2.1.17) hydrolyzuje B-(1,4)-glykosidické vazby v peptidoglykanu
bunééné stény bakterie. Hmyzi lysozymy jsou proteiny (14 kDa) se sekvenci
podobnou lysozymim obratlovet (Vilmos a Kurucz, 1998). V genomu vcely
medonosné jsou kodovany 3 lysozomy (GB10231, GB15106, GB19988) - c-
kuteciho typu lektin 5 (NP_001229926) a predikovany lektin v endoplazmatickém
retikulu (XP_394479) (Evans et al., 2006).

Kromé¢ humoralni aktivity se na imunitni odpovédi podili i imunita bunééna, ktera
je zprostfedkovana hemocyty cirkulujimi v hemolymfe (Salt, 1970). Nejbéznéjsi typy
hemocytd u hmyzu jsou prohemocyty, granulocyty, plasmocyty, sferulocyty a

oenocyty (Lavine a Strand, 2002). Bunétna imunitni odpovéd’ je uzce spjata
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S humoralnim typem imunity, protoZe oba typy téchto imunit jsou na sob¢ funkéné
zavislé a je mezi nimi Gzka spoluprace (Turner, 1994)

2.2.1 Signalni drahy imunitni reakce

U vcel se potvrdily nasledujici drahy: Toll dréha, Imd draha, JAK/STAT draha a
JNK draha (Boutros et al., 2002). Toll signalni draha spousti expresi genti pro
antimikrobialni peptidy, enzym fenoloxidasu a lysozymy (Evans et al., 2006). Na
fizeni exprese antimikrobidlnich peptidu se také podili Imd draha (Lourenco et al.,
2013; Erler et al., 2011; Hultmark, 2003). Imd signalni draha také aktivuje soucasti
JNK signalni drahy (Boutros et al., 2002), které mizou vyrazné ovliviiovat expresi

antimikrobialnich peptidi (Wojda et al., 2004).
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2.3 Metody izolace a purifikace peptidii a proteini

2.3.1 Priprava a stabilita vzorku

Ptiprava vzorku zahrnuje jak izolaci, tak zakoncentrovani analytu z riiznych druht
matric a zabere vétsinou okolo 80 % ¢asu analyzy. Pro analyzu organickych molekul
jsou preferovany chromatografické metody. Izolace nékterych analyti vyzaduje
pouziti extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) nebo extrakci na pevné fazi (SPE)
(Novakova a VIckova, 2009).

Kromé svétové rozsifenych technik, mezi néz patii SPE, LLE a PP (sraZeni
proteinit), byly vyvinuty nové techniky pfipravy vzorku jako mikroextrakce na pevné
fazi (SPME), mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (LLME), tlakova kapalinova
extrakce (PLE), extrakce vyuzivajici materidly s omezenym pfistupem (RAM),
mikroextrakce pomoci plnéného tuhého sorbentu (MEPS), molekularné vtiSténé
polymery (MIP), chromatografie s turbulentnim pratokem (TFC), sorpéni extrakce
michadlem (SBSE) a dalsi. Hlavnim cilem je vyvinout nové metody zamétujici se
pfedevS§im na snizeni potiebného objemu vzorku, casu analyzy, spotieby
rozpoustédla a ceny (Novékova a VIckova, 2009).

Degradace mohou zpusobit nespravné ureni koncentrace analytu. Obecné se
degradace objevuji ptirozen¢ (Musson et al., 1998), mohou byt zpisobeny svétlem
(Xu et al., 2005), reakci s biologickou latkou (Du et al., 2003) nebo absorpci na
povrch polymerti nebo separa¢nich gelti (Du et al, 2005).

2.3.2 SraZeni proteini (PP)

Srézeni proteint je bézna technika pfipravy vzorku pii praci S plazmou. VétSinou
jsou pro tyto ucely pouzivana misitelna organicka rozpoustédla jako acetonitril nebo
methanol. SraZeni je povaZovano za nejrychlejsi a nejjednodussi postup pro analyzu
proteind, ackoliv extrakt (supernatant) mize stale obsahovat znatné mnozstvi
nevysrazenych komponent. Tato technika ma velmi nizkou selektivitu a muize
vyvolat opakované srdZeni analytu nebo potlaceni signdlu pro hmotnostni
spektrometrii. Centrifugace pro separaci vysledného vysrazeného proteinu z analytu

je dostate¢na pro pro vétsinu HPLC-MS analyz (Ji et al., 2008).
2.3.3 Extrakce na pevné fazi (SPE)
SPE je v dnesni dobé nejpopularnéjsi metodou piipravy vzorku, a to pro své mnohé

vyhody: vysoka ndavratnost, efektivni zakoncentrovani vzorku, niz$i spotieba
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organického rozpoustédla (ve srovnani s LLE), zddné pénéni pfi vytvafeni emulzi,
jednoducha manipulace a velké moznosti automatizace (Kataoka, 2003).

Pii SPE jsou analyty rozdé€lovany mezi pevnou fazi a kapalnou fazi. Tyto analyty
musi mit vétsi afinitu pro pevnou fazi nez pro vlastni matrici. Retenci mohou
ovliviiovat nepoldrni, poldrni nebo iontové interakce. V dnesni dob¢ je dostupné
velké mnozstvi SPE sorbentt, které zajist'uji vysokou selektivitu a mohou mit rtizné
formy jako naplné kolon, disky, mikrotitra¢ni desticky (Kataoka, 2003), piipadné
Spicky pipet (mikroextrakce pomoci plnénych Spicek pipet - DPX) (Lambert, 2009).

Volba sorbentu je kliCovym faktorem pro SPE, jelikoz ovliviluje mnoho
parametrt, jako jsou selektivita, afinita a kapacita. Tento vybér zalezi na fyzikalné-
chemickych vlastnostech analytu, které ovliviiuji interakce se zvolenym sorbentem.
Jako SPE sorbent mohou slouzit rizné materialy od chemicky navazanych C8 a C18
skupin na povrch oxidu kfemicitého, dale grafit ¢i iontoméni¢ové materialy aZz po
polymerni materialy (PS-DVB, zesitény styren-divinylbenzen, PMA -
parametoxyamfetamin, zesitény methakrylat, MA-DVB a mnoho dalSich), smiSené
sorbenty (obsahujici nepolarni ¢ast i kation nebo anion), imunosorbenty, molekularné
vtisténé polymery, materidly s omezenym pfistupem a také nedavno vyvijené
monolitické sorbenty (Saunders et al., 2009). Sorbenty zaloZené na oxidu kiemic¢itém
maji n€kolik nevyhod ve srovnani s polymernimi sorbenty. Jsou nestabilni Vv $ir§im
rozmezi pH a obsahuji silanolové skupiny, které mohou zplsobit nevratné vazby
nékterych skupin (napf. tetracyklini) (Fontanals et al., 2005).

Vyvoj SPE metod ma mnoho spole¢ného s HPLC (SPE muze byt provadéno také
on-line nebo off-line). Jelikoz neni snadné kontrolovat rychlost toku, tak je nutné
dbat na to, aby kolona nevyschla. Tento fakt je stale velkou nevyhodou béznych
naplni SPE kolon kromé napi. Oasis (Waters) nebo Abselut (Varian), vyuzivajicich
polymernich sorbenti (PS-DVB, poérovity grafit - PGC), které poskytuji lepsi
smacivost a navratnost pii extrakci polarnich analyti (Kataoka, 2003; Hennion,
1999).

2.3.3.1 SPE na reverzni fazi

Separace na reverzni fazi zahrnuji polarni (vétSinou kapalnou) mobilni fazi a
nepolarni stacionarni fazi. Analyt, ktery nds zajima, je obvykle stfedné polarni az
nepolarni. Pro tyto ucely jsou vyuzivany SPE sorbenty s navézanou alkyl nebo aryl

skupinou na nosié¢i z oxidu kiemicitého (napt. C18, C8, CH, PH, CN). Organické
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analyty rozpusténé v poladrnim rozpoustédle (napf. voda) jsou udrzovany na téchto
SPE materidlech hlavné pomoci disperznich a van der Waalsovych sil a k nasledné
eluci se vyuziva nepolarnich rozpoustédel (Supelco Bulletin, 1998).

2.3.3.2 SPE na normalni fazi

SPE na normalni fazi zahrnuje polarni analyt, rozpustén ve stfedné polarnim az
nepolarnim rozpoustédle (napf. aceton nebo hexan) a polarni stacionarni fazi. Analyt
je vazan hlavné kvili interakcim mezi polarnimi funk¢énimi skupinami analytu a
povrchu sorbentu. Tyto interakce zahrnuji napt. vodikové vazby, interakce pi-pi
orbitalt a interakce dipol-dipol. K eluci se vyuziva obvykle rozpoustédla, které je
vice polarni nez to, ve kterém byl vzorek rozpustén (Supelco Bulletin, 1998).
2.3.3.3 Ionexova SPE
Iontoménicova SPE je vyuZivdna pro latky, které jsou v rozpoustédle nabité.
Kationické (kladné nabité) a anionické (zaporn€ nabité) latky se izoluji pouZzitim
nosicl z oxidu kiemicitého s navazanymi nabitymi funkénimi skupinami, na kterych
je nabita latka udrzovana pomoci elektrostatickych sil. K udrzeni analytu na nosici
musi byt pH vzorku takové, aby byl vzorek i1 funkéni skupina na nosici nabita.
K eluci analytu je vyuzivano rozpoustédla o takovém pH, aby neutralizovalo funkéni
skupinu latky ve vzorku nebo na povrchu sorbentu (Supelco Bulletin, 1998).
2.3.3.4 Aniontova SPE
SAX SPE (silny anex) materidly jsou tvofeny alifatickymi kvartérnimi aminy
navazanymi na povrchu nosice z oxidu kifemicitého. Kvartérni amin je silnd baze a
funguje jako kladné nabity kation, ktery vaze aniontové skupiny z rozpoustédla.
Disocia¢ni konstanta (pKa) kvartérniho aminu je vysoka (vétsi nez 14), coz ma za
nasledek, Ze je tato funkéni skupina na kfemenném nosici nabita za jakéhokoliv pH.
Kvili velmi silné vazbé¢ silné kyselych latek na sorbent je vyuzivano SAX pouze
k extrakci velmi kyselych latek, pokud jejich navratnost ¢i eluce neni vyzadovana.
Slabé aniony mohou byt izolovany pomoci SAX, protoze mohou byt snadno
nahrazeny jinymi anionty nebo eluovany pomoci kyselého roztoku o pH, které
neutralizuje slaby anion.

Pokud potiebujeme ziskat siln¢€ kyselé analyty, vyuzijeme WAX materiala (slaby
anex), vyuzivanych pro separace na normalni fazi. WAX SPE materidl obsahuje
alifatickou aminopropyl skupinu navazanou na kifemenny povrch s pKa okolo 9,8, a

proto musi byt vzorek aplikovan pii pH v rozmezi 2-9,8 (Supelco Bulletin, 1998).
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2.3.3.5 Kationtova SPE

SCX (silny katex) SPE materialy obsahuji sulfatové skupiny navdzané na povrchu
z oxidu kiemicitého. Sulfatova skupina je silné kyseld (pKa <1), vaze nebo vyméiuje
kationty z roztoku a je nabita pfi jakémkoliv pH. Kvili velmi silné vazbé siln¢
bazickych latek na sorbent je vyuzivano SCX pouze k extrakci velmi bazickych
latek, pokud jejich néavratnost ¢i eluce neni vyzadovana. Slabé kationy mohou byt
izolovany pomoci SCX rozpoustédla o pH vyssim o 2 jednotky neZ je pKa kationu
nebo pfidanim jin¢ho kationu, ktery nahradi analyt.

Pokud je zisk siln¢ bazickych latek vyzadovan, lze pouzit WCX (slaby katex).
WCX SPE materialy obsahuji alifatické karboxylové skupiny navazané na povrch
z oxidu kfemicitého. Karboxylova funkéni skupina je slaby anion s pKa okolo 4,8 a
je negativné nabita v rozpoustédlech o pH alespon dv¢ jednotky nad touto hodnotou.

WCX muze byt vyuzito k izolaci slabych i silnych kationti (Supelco Bulletin, 1998).
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2.4 Metody identifikace a kvantifikace peptidii a proteinii se
zamérenim na hmotnostni spektrometrii

Proteiny jsou produkty genové exprese, dilezité pro vétSinu biologickych procesi.
Proteomicky vyzkum se zabyva proteiny a peptidy v bunikach, tkanich a tekutinach
(Fournier et al., 2007). Tradi¢ni metody sekvencovani proteint a peptidi zahrnuji
postupnou chemickou degradaci AMK od N-konce k C-konci (Edmanova degradace)
(Edman, 1950). Ackoliv je tato metoda vysoce spolehliva, tak je ¢asové narocna a
nemize byt vyuzita pro proteiny nebo peptidy s modifikacemi na N-konci, coz je
jednim z ditvodl pro¢ byla Edmanova degradace nahrazena hmotnostni spektrometrii
(MS) (Fournier et al., 2007).
2.4.1 Princip a instrumentace MS
Me¢teni pomoci hmotnostni spektrometrie vyuzivaji ionizovanych analytd v plynné
fazi. Hmotnostni spektrometr se skladd ziontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru, ktery d¢li ionizované analyty na zakladé poméru hmotnosti a naboje
(m/z) a detektoru, ktery zaznamenava pocet iontli o jednotlivych m/z hodnotach
(Aebersold a Mann, 2003).

Hmotnostni analyzator ovliviiuje citlivost, rozliSeni a pfenost uréeni molekulové
hmotnosti analytu. V proteomickém vyzkumu se pfevazné vyuziva Ctyt zakladnich
typli hmotnostnich analyzatord — iontova past (IT), analyzator doby letu (TOF),

kvadrupolovy analyzator a iontova cyklotronova rezonance (Aebersold a Mann,
2003).

2.4.2 Zpusoby ionizace

Bé&hem 20. stoleti bylo vyvinuto n€kolik metod ionizace molekul pro MS analyzu,
zahrnujici elektronovou, chemickou, fotonovou a Phenningovu ionizaci. VSechny
tyto metody byly schopné pteménit molekuly na plynné ionty, ale pokud byly
aplikovany pro biologické molekuly, jako jsou proteiny a peptidy, vedlo to ¢asto k
rozkladu vzorku (Dole et al., 1968). Béhem poslednich dvou desetileti se zacaly
vyuzivat pro analyzu biomolekul ,,jemné* ioniza¢ni metody — MALDI (Karas a
Hillenkamp, 1988) a ionizace elektrosprejem (ESI) (Fenn et al., 1989).

2.4.2.1 MALDI

Tato metoda byla pfedstavena béhem 80. let jako jedna ze dvou ,jemnych*
ioniza¢nich metod ur€enych pro ionizaci a hmotnostné-spektrometickou analyzu

biologickych molekul (Karas a Hillenkamp, 1988; Kicman et al., 2007). Princip
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MALDI je zalozen na smiseni net€ékavého analytu s malou organickou molekulou
obsahujici aromatické jadro a karboxylovou funk¢ni skupinu schopnou uvolnit
proton. Matrice je zaroven donorem ¢i akceptorem protonu, podle mdédu ionizace
(Chait et al., 1992; Vorm et al., 1994). Tato smés je nanesenena Vv mikrolitrovych
objemech na nerezovou desticku a vysusena, ¢imz dojde ke kokrystalizaci smési
matrice/analyt. Prace s biomolekulami vyuziva jako matrici napt. kyselinu a-kyano-
4-hydroxyskoficovou (CHCA) nebo 2,5-dihydroxybenzoovou kyselinu (DHB).
Desticka je umisténa ve vakuu a nasledné ozaiena pulznim laserovym paprskem o
vhodné vinové délce, pfi které absorbuje matrice (obvykle 337 nm). Dodanim
energie dojde k odpafeni matrice, ktera je v nadbytku a zaroven je nepiimo pieveden
analyt do plynné faze (Vorm et al., 1994).

2.4.2.2 lonizace elektrosprejem

ESI vyuziva elektrické energie k pfevodu molekul analytu z rozpoustédla na plynné
ionty pfed MS analyzou. Bé¢hem ESI je vzorek, ktery je rozpuStén v t¢kavém
rozpoustédle zavaddén do iontového zdroje, kde je vlivem vysokého napéti
rozpraSovan za vzniku aerosolu drobnych nabitych kapicek, které jsou vysouSeny
proudem suchého dusiku. S postupnym zmensovanim velikosti kapicek vyparovanim
rozpoustédla roste hustota naboje a dochazi ke kulombické explozi, pti které jsou
uvolnény ionty, které jsou vtahovany do hmotnostniho spektrometru (Bruins, 1998;
Fenn et al., 1989).

2.4.3 Kvantitativni hmotnostni spektrometrie

V pocatcich byla MALDI-TOF MS vyuzivana vyhradné pro kvalitativni analyzu,
protoze S jeji pomoci muzeme ziskat informace ohledné molekulové hmotnosti
analytu rychle a piesné. Pro analyzu nizkomolekularnich analyti a mozZnosti
kvantifikace se zdala MALDI-TOF MS zpoc¢atku nepouzitelna (Duncan et al, 2008).
Jeji pouziti pro ucely kvantifikace jsou komplikovany tim, Ze z divodu nehomogenni
krystalizace analytu smatrici Vriznych mistech naméfime rozdilné signaly
(Onnerfjord et al., 1999). Kvantitativni analyza nizkomolekularnich latek je obtizn4,
protoze pii m/z<500 signal analytu interferuje se signdly organické matrice
(Krutchinsky et al., 2002). MALDI ma i né€kolik nevyhod: komplexni biologické
vzorky mohou obsahovat tisice signalli, které se navzdjem mohou potlacovat a
prekryvat, vysky pikll pro ekvimolarni analyty se mohou podstatné lisit a intenzita

laseru ovliviluje intenzitu signalu jednotlivych analyti (Szajli et al., 2008).
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V kontrastu s ESI poskytuje MALDI moznost vidét pouze jednonasobné nabité
ionty, coz poskytuje vyhodu pro kvantifikaci smési (Duncan et al, 2008). Variabilitu
signalu mohou ovliviiovat i rizné faktory jako hydrofobicita a bazicita peptidu.
Hydrofobnéjsi a bazictéjsi peptidy (s vyS$sim obsahem argininu a lysinu) poskytuji
intenzivnéj$i signaly béhem analyzy (Szajli et al., 2008; Krause et al., 1999).
Hlavnimi vyhodami MALDI techniky jsou: propustnost metody, pfesnost, citlivost,
selektivita a cena (Duncan et al, 2008). Pii sbéru spekter ze stejného vzorku dochazi
k variabilité v trovni Sumu a intenzité pikd, proto je vhodné kumulovat vicenasobna
spektra zriznych lokaci na spotu, abychom ziskali reprezentativni spektrum
(Duncan et al, 2008).

Pro kvantifikaci se nejéastéji vyuziva internich standardi, které by mély mit
chemické a fyzikalni vlastnosti podobné analytu béhem vSech fazi analytického
procesu. Pro kvantifikaci nizkomolekularnich analytti je vhodné pouzit formu
analytu znacenou stabilnimi izotopy prvku jako interni standard, protoze garantuje
identické chovani béhem extrakce a krystalizace (Sleno et al., 2004).

Pro stanoveni relativni kvantifikace je pfidano pfesné definované mnozstvi
interniho standardu ke vSem vzorkim a vySky pikti jednotlivych analytd jsou
porovnavany viuci internimu standardu. Signaly (hodnoty m/z) jednotlivych analytd,
které se méni vzhledem k signalu interniho standardu, odrdzi zvyseni nebo snizeni
koncentrace analytu. Nemusime znat absolutni mnozstvi interniho standardu, ale
musi zdstat konstantni (Duncan et al, 2008).

Absolutni kvantifikaci je mozno stanovit pomoci fixniho mnoZstvi interniho
standardu, pomoci néhoz je mozné vytvofit kalibraéni kiivku, ktera obsahuje piesné
stanovené mnozstvi interniho standardu a rizné mnozstvi specifického analytu.
Timto zplsobem ziskdme konstantni iméru pro jeden analyt a z pomérl intenzit je
mozné sestrojit kalibra¢ni kiivku a urcit absolutni mnozstvi analytu (Duncan et al,
2008).
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2.5 Metody a zpuisoby stanoveni apidaecinu ve v€elach

Doposud bylo vyvinuto nékolik metod pro detekci véelich AMP, které byly zalozeny
na polyakrylamidové gelové elektroforéze (Bilikova et al., 2001; Bilikova et al,
2002), RP-HPLC (Casteels et al., 1989; Casteels et al., 1990; Casteels et al, 1993) a
MALDI-TOF MS (Baracchi et al., 2010; Baracchi et al., 2011). Apidaeciny byly
izolovany za velmi silné denatura¢nich a kyslelych podminek ze vzorkia hymolymfy
véel a pro kvantifikaci exprese gend apidaecinti ve tkanich (Jefferson et al., 2013) a
celych télech veel (Chaimanee et al., 2012; Siede et al., 2012) byla vyuzita metoda
kvantitativni polymerazové reakce (qPCR). Casteels et al. (1989) vydali prvni
publikaci poskytujici nam pohled na mnozstvi apidaecint ve tkanich. Jejich metoda
je zalozena na kapalinové chromatografii na reverzni fazi s UV-VIS detekci. Kvuli
velmi nizké citlivosti této metody bylo nezbytné zpracovat stovky vzorkl vcel, aby
bylo mozné detekovat nizké abundance apidaecini ve vceli hemolymf&, kde byla
koncentrace apidaecini stanovena jako 100 ng/ul (Casteels et al., 1989; Casteels et
al., 1990; Casteels et al, 1993).

Ackoliv zde bylo n¢kolik metod zabyvajicich se expresi apidaeicni nebo jinych
vcelich AMP, spolehlivd metoda pomoci které by bylo mozné spolehlivé stanovit
mnozstvi apidaecint v celych véeldch nebo jejich tkanich, dlouho chybéla (Danihlik
et al., 2014). Danihlik et al. (2014) ptisli s novym analytickym postupem pro izolacli
a kvantifikaci isoforem apidaecinu 1 v hemolymf¢ nebo jednotlivych castech téla
vcel. Tento analyticky postup je zaloZzen na kombinaci kationtoméniCové extrakce na
pevné fazi s nanokapilarni kapalinovou chromatografii (nLC) ve spojeni s UHR-MS

(Danihlik et al., 2014).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

- Voda, acetonitril (AcN), methanol (MeOH), kyselina mravenc¢i (FA) a
trifluoroctova (TFA) kyselina v MS kvalit¢ od firmy Sigma-Aldrich (Steinheim,
Némecko)

- NH4HCO;3 (pH 9)

- Isopropanol of firmy Merck (Darmstadt, Némecko)

- o-kyano-4-hydroxyskotficova kyselina (CHCA) od Bruker-Daltonics (Bremen,
Némecko)

- Standardy apidaecinu (Clonestar, Brno, CR)

- Oasis® WCX sorbent od firmy Waters (Milford, MA, USA)

- C8 disky pro extrakci na reverzni fazi od firmy 3M (St. Paul, MN, USA)

3.1.2 Biologicky material

- vzorky vcel - zdravé vcely, nevykazovaly klinické projevy virdz, bakterioz ani

vvvvv

odbér ¢ervenec 2014.

3.1.3 Pristroje

- Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

- Fastprep120 homogenizer (MP Biomedicals, IlIkirch, France)

- Lyofilizator Lyovac GT-2 (Leybold-Heraeus, Némecko)

- Ultrazvukova lazen (Kraintek, CR)

- Vortex (Stuart, UK)

- Minicentrifuga (VWR, Radnor, PA, USA)

- Microflex MALDI-TOF LRF20 (Bruker Daltonics, Némecko)

- Stolni centrifuga (Eppendorf, Némecko)

- Gelloader Spicky o objemu 20 pl (Eppendorf, Némecko)

Dale byly pouzity automatické pipety o objemech 2,5, 10, 20, 200 a 1000 pl
(Eppendorf, Némecko), plastové mikrozkumavky o objemech 500 pl, 1,5 ml a 2 ml,

1zicka, Spachtle, béZné laboratorni sklo a parafilm.
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3.2 Metody

3.2.1 Izolace peptidii s pouzitim WCX SPE mikrokolonek

Siln¢ bazické peptidy z hemolymfy a homogenizovanych hrudniki vcel byly
izolovany pomoci slabé kationtoméniCové extrakce na pevné fazi pouzitim
komer¢niho sorbentu Oasis® WCX 30 um (Waters, USA), umisténém v laboratorné
upravenych mikrokolonkach piipravenych ze S$picek. Tyto mikrokolonky byly
pfipraveny pouzitim 20 pl Gelloader Spicek, které byly ve zuzené casti Castecné
ztlaCeny pomoci kovové pinzety a konec zkracen nizkami. K 5 mg navazeného
Oasis® WCX sorbentu v 0,5-ml mikrozkumavkach (Eppendorf) bylo pfidano 50 pl
methanolu, promichano pomoci automatické pipety a pfeneseno na takto upravenou
Gelloader $picku. 0,5-ml mikrozkumavky byly oplachnuty dal§imi 50 pl methanolu a
tento objem byl opét pienesen na Gelloader Spicku. Takto ptipravené Spicky byly
vlozeny do viéek 2-ml mikrozkumavek (Eppendorf), do kterych byl udélan otvor
pomoci niizek (upraveno dle Danihlik et al., 2014).

Pro prostoupeni kapalin skrze Oasis® WCX sorbent byly mikrokolonky po
kazdém naneseni kapaliny centrifugovany pii 800 RCF po dobu 2 minut. Pred
nanesenim vzorku byly mikrokolonky ekvilibrovany ctyfikrat pouzitim 50 pl
methanolu a tiikrat 50 pl vody. Po ekvilibraci roztok na dn¢ mikrozkumavky pomoci
odsavaciho zafizeni, aby nedoslo ke kontaktu se Spickou a poté byl nanesen vzorek,
ktery byl nasledné centrifugovan. Nezddouci navazané slozky byly odstranény
postupné, a to nejdiive dvakrat pouzitim 50 pl 30 mM NH4HCO; (pH 9, upraveno
pomoci NH4OH), abychom se zbavili kyselych slozek a poté dvakrat 50 pl
methanolu K eluci neutralnich latek a molekul navazanych na reverzni fazi. Po eluci
zadanych peptidi byla Gelloader $picka pienesena do Cisté 2-ml mikrozkumavky
(Eppendorf) s vytvofenym otvorem vi¢ku. Zachycené siln¢ bazické peptidy byly
eluovany nase pozadované peptidy dvakrat 50 pl 50% MeOH s 5% FA a ttikrat 50%
AcN s 5% FA. Eluované frakce byly odpafeny pouzitim SpeedVac vakuového
koncentratoru pii 45°C (Eppendorf) (upraveno dle Danihlik et al., 2014).

3.2.2 Odsoleni peptidi pomoci C8 diskii metodou StageTip

Vzorky byly odsoleny pouzitim StageTip metody (Rappsilber et al., 2007). Dva malé
C8 extrakeni disky (3M) byly ziskany pomoci nerezové jehly s tupym koncem a
vlozeny do 200-pul zlutych Spicek, které byly poté¢ umistény do otvoru ve vicku 1,5-
ml mikrozkumavek. Pro prostoupeni kapalin skrze C8 disky byly $picky po kazdém

28



naneseni kapaliny centrifugovany pti 800 RCF po dobu 2 minut. Nejdiive byly disky
aktivovany 50 ul isopropanolu a ekvilibrovany dvakrat 50 pl 5% FA. Odpaiené
vzorky po WCX byly rozpustény v 50 pl 5% FA a naneseny na takto pfipravenou C8
kolonku. Navazané peptidy byly promyty dvakrat 50 ul 5% FA a poté byla cela
Spicka ptrenesena do Cisté 2-ml mikrozkumavky s otvorem ve vicku. Peptidy byly
eluovany trikrat pouzitim 50 ul 50% AcN s 5% FA. Eluaty byly odpafeny stejnym
zpusobem jako pii WCX (upraveno dle Danihlik et al., 2014).

3.2.3 Priprava roztoki standardu

Byly pouzity standardy apidaecinu 1 (Cistota >99%) a isotopové znaceného
apidaecinu 1 (obsahujici modifikovany arginin obsahujici isotopové znaené atomy
uhliku a dusiku ve struktufe — 13C615N4; Cistota >98%) syntetizované firmou
Clonestar (Brno, CR). Zasobni roztoky standard apidaecint byly nafedény tak, aby
koncentrace apidaecinu 1 (API1l) odpovidala 1 pmol/ul a isotopové znaceného
apidaecinu 1 ([“Cs°N4JAPI1) 0,42 pmol/ul. Roztoky byly pfipraveny v 0,1%
roztoku TFA.

3.2.4 Priprava vzorki z hrudniku vcel

Dospélé veely byly zbaveny hlav, zadeckil a ostatnich ¢asti a hrudniky byly vlozeny
do mikrozkumavek o objemu 2 ml. Vzorek hrudniku byl homogenizovan
pomoci keramickych kulicek v pfitomnosti 200 pul 0,1% TFA v homogenizatoru
Fastprep120 homogenizer (MP Biomedicals, Illkirch, France). Po prvotnim rozdrceni
vzorku bylo pfidano dalSich 400 pul 0,1% TFA a bylo pokracovano v homogenizaci.
Po homogenizaci byl homogenat centrifugovan pti 16,900 RCF po dobu 10 minut a
supernatant piepipetovan do Cisté 2-ml mikrozkumavky, ve které byl nasledné
zahtivan pii 100°C po dobu 10 minut v termostatu. Ochlazené mikrozkumavky byly
centrifugovany (16,900 RCF, 10 minut) a supernatant byl pfepipetovan do ¢istych 2-
ml mikrozkumavek. Vzorky byly zmrazeny pii -80 °C po dobu 25 minut a poté
lyofilizovany pfes noc a uchovany pii -80 °C pted dal§im pouzitim.

3.2.5 Priprava vzorka hemolymfy z mladych a dospélych véel
Piiblizn€¢ 2,5 pl hemolymfy bylo odebrano ze véel pomoci pipety, nafedéno ve 100
ul 0,1% TFA a zahtivano po dobu 10 minut pfi 100°C v termostatu. Nasledn¢ byly
vzorky zmrazeny pii -80 °C, lyofilizovany a uchovany pii -80 °C pted dalSim

pouzitim.
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Varianta 1: P¥iprava vzorku pro kalibraéni kfivky

Lyofilizovand hemolymfa byla rozpusSténa v 100 pl 5% FA a po 30 pl nanesena na
WCX mikrokolonky. Po provedeni izolace peptidt dle protokolu (viz. kapitola 3.2.1)
byly vzorky rozpustény ve 150 ul 5% FA a rozdéleny po 50 pl na C8 kolonky pro
odsoleni. Po odsoleni byly tfi mikrozkumavky ze stejného vzorku spojeny a
odpafeny a nésledné pouzity pro MALDI analyzu.

Varianta 2: Pfiprava vzorka na srovnavaci analyzu mezi MALDI a ESI

Pro srovnavaci analyzu mezi MALDI a ESI byly vzorky rozpusStény ve 100 ul 5%
FA a rozdéleny po 20 pl do ¢tyt 0,5-ml mikrozkumavek. Ke dvéma vzorkiim bylo
ptidano 5 pmol API1 a ke dvéma 5 pmol API1 a 5 pmol isotopové znaceného
[**Cs°N,JAPI1. Byla provedena izolace a odsoleni peptidii dle protokolu (viz.
kapitola 3.2.1) a po odsoleni bylo pouzito 50 ul pro ESI a 100 pl pro MALDI
analyzu.

3.2.6 Priprava hovéziho sérového albuminu (BSA)

Pro kalibra¢ni kiivku se standardy apidaecinu bylo vyzkouSeno pouziti BSA jako
pozadi pro MALDI méfeni. Zasobni roztok BSA obsahoval 100 ng BSA ve 100 pl
roztoku. Bylo provedeno odsoleni na C8 dle protokolu (na kolonku bylo nanaseno
9,9 ul zasobniho roztoku) a po odpateni bylo pfidano do tfi mikrozkumavek po 150
ul 0,1% TFA, ¢imz bylo docileno toho, ze roztok obsahoval BSA v koncentraci 1
pmol/1 pl. Roztoky byly spojeny do jedné mikrozkumavky pomoci automatické
pipety a takto pfirpaveny roztok byl pouzit jako standard pro MALDI analyzu.
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3.3 MALDI-TOF MS analyza
Pro MALDI-TOF analyzu byl pouzit pfistoj Microflex LRF20 MALDI-TOF

obsahujici iontovy zdroj microScout s dusikovym laserem 337 nm. M¢feni bylo
provadéno v reflektorovém modu. Jako matrice byla pouzita CHCA rozpusténa
v 60% AcN v 0,1% TFA (5 mg CHCA/1 ml) a naméfend spektra byla vyhodnocena
programem mmass (Martin Strohalm, Némecko, http://www.mmass.org).

Varianta 1: MALDI-TOF MS méieni pro kalibra¢ni kfivku s pouzitim piedisténé

hemolymfy jako pozadi

Vzorek po C8 odsoleni byl rozpustén ve 100 pl 0,1% TFA a rozdélen do deseti 0,5-
ml mikrozkumavek po 10 pl. Do mikrozkumavek byly pfidany standardy apidaecinu
dle tabulky 3. Vzorky byly odpaieny pouzitim SpeedVac vakuového koncentratoru a
poté rozpustény v 5 ul 0,1% TFA. Takto ptipravené vzorky byly nanaSeny po 0,6 pl
$0,6 pul matrice na MSP Anchor Chip 600/96 MALDI desticku, ponechany
krystalovat a zméfeny na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru. Hmotnostni
spektra byla kumulovana ve dvou provedenich — pii 400 stfelach a do intenzity

10 000 isotopovée neznaceného apidaecinu.

Tab. 3 Mnozstvi standardd apidaecinu na 1 spotu

Vzorek | Koncentrace API1A Koncentrace zna¢eného apidaecinu
na spotu / v roztoku (pmol) | [**Cs"*N4JAPI1 na spotu / v roztoku (pmol)
1 0/0 1/8,33
2 0,1/0,83 1/8,33
3 0,25/2,08 1/8,33
4 0,5/4,16 1/8,33
5 0,75/6,25 1/8,33
6 1/8,33 1/8,33
7 2,5/20,8 1/8,33
8 5/41,6 1/8,33
9 7,5/62,6 1/8,33
10 10/83,4 1/8,33
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Varianta 2: MALDI-TOF MS méfeni pro kalibra¢ni kiivku s pouzitim BSA jako

pozadi
Do deseti 0,5-ml mikrozkumavek byly pfidany standardy apidaecinu dle tabulky 3 a

navic bylo pfidano 41,6 pmol BSA, coz odpovida 5 pmol BSA na spot. Vzorky byly
odpatfeny pouzitim SpeedVac vakuového koncentratoru a poté rozpustény v 5 pl
0,1% TFA. Takto ptipravené vzorky byly nanaseny po 0,6 ul s 0,6 pl matrice na
MSP Anchor Chip 600/96 MALDI desticku, ponechany krystalovat a zméfeny na
MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru. Hmotnostni spektra byla kumulovana ve
dvou provedenich — pti 400 stfelach a do intenzity 10 000 isotopové neznaceného
apidaecinu.

Varianta 3: MALDI-TOF MS méfeni na srovnavaci analyzu mezi MALDI a ESI

Pro srovnavaci analyzu bylo pouzito lyofilizovanych vzorkli hemolymfy mladych a
dospélych vcel a vzorku z lyofilizovaného hrudniku. Vzorky po C8 odsoleni byly
rozpustény v 10 pl matrice a naneseny po 1 pl na MSP Anchor Chip 600/96 MALDI
desticku a ponechany krystalovat (kazdy vzorek byl nanesen 5x) a nasledné zméteny
na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru. Hmotnostni spektra byla kumulovana
pti 800 strelach.

32



4 Vysledky a diskuze

4.1 Rozdily ionizace MALDI vs ESI pro apidaeciny 1

Apidaeciny 1 (API1) jsou vysoce bazické peptidy obsahujici ve své struktuie tiikrat
arginin a jedenkrat histidin, pfi¢emz kazda tato bazickd aminokyselina muze vazat
proton v¢etné N-koncové aminokyseliny (Aebersold a Mann, 2003). V dusledku
téchto vlastnosti hmotnostni spektrum pii ESI ionizaci obsahuje ionty v nékolika
nabojovych stavech v rozsahu od 2+ do 5+ (viz. obr. 2 vpravo, Danihlik et al., 2014).
MALDI ionizace je obecné metodou, kterd poskytuje prevazné jednonasobné nabité
ionty peptida (Karas a Hillenkamp, 1988). Jak je vidét na obr. 2 vlevo, tak i pies
vysoky pocet bazickych aminokyselin ve struktufe peptidu apidaecinu pfi tomto typu
ionizace vznikaji také téméer vyhradné jednonasobné nabité peptidy APIl (m/z
2108.15, 2109.12) a isotopové znadeného [2Cs°N4JAPIL (m/z 2118.15, 2119.12).
Cervena §ipka ve vlozeném spektru (obr. 2, levy horni roh) ukazuje minoritni odezvu
dvojnéasobné nabitého iontu [13C615N4]AP11 (m/z 1059.58). Tato preferen¢ni tvorba
jednonasobné nabitych ionti je velmi vhodna ke kvantifikaci peptidi. Také
vzhledem ktomu, Ze nedochazi ke S$tépeni peptidového signalu do nékolika

nabojovych stavi, tak MALDI ionizace vykazuje vysokou citlivost detekce peptidii.

g TsRet e 20 s27 e Apidaecin1A
anon 2 u
&

6000 l

bl.l 1

e

500 1000 1500 2000

6000

2500 3000 3500 4000
iz

=

1SRef »
1SRef =
1SRef »

2119.14

1SRef s |
15Ref »
1SRefn|

Intensity xIO6

[:}

422438
&

5

703 392
as

24

1054.584

—=——=7118.15

o ©

[*C.""N, ]Japidaecin1A

o’ =

5000

i
|

e . i\ |

iy |

2110 2115
m/z

Intensity
)

2108.15
2109.12

20004

706728
3

1000

i

24
1058.569
400 500 600 700 600 900 1000 1100 1200

miz

2105

00 300

Obr. 2 Porovnani ionizace standardi API1 (m/z 2108.15, 2109.12) a isotopové zna¢eného
[°Cs™N,]JAPI1 (m/z 2118.15, 2119.12) mezi MALDI a ESI. MALDI ionizace apidaecint
(obrazek vlevo) poskytuje pievazné jednonasobné nabité ionty pro oba standardy, kdezto
ESI ionizace (obrazek vpravo, pievzato a upraveno z publikace Danihlik et al. 2014)
poskytuje nékolik nabojovych stavii odpovidajici poctu bazickych aminokyselin
ptitomnych v molekule peptidu.
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4.2 Opakovatelnost odezvy signali peptidi pii MALDI ionizaci
Jednou znevyhod vyuziti MALDI ionizace pro kvantifikaci je nerovnomérna
distribuce signalu (Duncan et al., 2008). Pro potlaceni této nevyhody je doporuceno
provadét sbér vétsiho poctu signalt ziskanych zrGznych casti vykrystalizované
matrice na MALDI desticce. Vradmci experimentu byly vyzkouSeny
reprodukovatelnosti sbéru signalu v ramci jednoho MALDI spotu a nasledné i mezi
riznymi spoty.

4.2.1 Spektra z jednoho spotu

Z hmotnostnich spekter zobrazenych na obr. 3 je patrné, ze pti opakované kumulaci
spekter z jednoho vzorku na jednom spotu (800 stiel/vzorek) jsou ziskané intenzity
signalti jak pro APII, tak pro interni standard [**Cs">N4JAPI1 opakovateln& vysoce
reprodukovatelné, coz nasledné vede k vysoké opakovatelnosti stanoveni poméra. Ze
spekter je také zfejmé, Ze tato reprodukovatelnost sbéru signdlii je nezavisld na
celkovém mnozstvi analyzovanych standardi.
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Obr. 3 Ukazka reprodukovatelnosti odezvy MALDI ionizace apidaecinu (API1, m/z
2108.15, 2109.12 a isotopové znateného [C¢N,JAPI1, m/z 2108.15, 2109.12) pii
opakovaném sbéru dat stejného vzorku z jednoho spotu. Vlevo je zobrazen vzorek obsahujici
pouze ptirozeny obsah API1 a 5 pmol isotopové znateného [*Cs°N,JAPI1 piidanych pied
purifikaci. Vpravo je pak zobrazen stejny vzorek, ktery byl obohacen 5 pmol standardu
API1A a5 pmol isotopové znaéeného [**Cs"°N,JAPI1 ptidanych pied purifikaci.

4.2.2 Spektra z riznych spoti

Vyrazn€ hors$i opakovatelnost signdlu pro jednotlivé analyzované peptidy byla
dosazena pii sbéru signali mezi riznymi spoty. Jak je patrné ze spekter (obr. 4),
odezvy peptidi na jednotlivych spotech mohou byt velmi proménné 1 pii zachovani
sbéru spekter pii 800 stfelach na jeden vzorek. Ale i pies tuto variabilitu odezvy na

riznych spotech, poméry intenzit APIl a [13C615N4]APII jsou velmi podobné

S minimalni variabilitou mensi nez 5%, coZ je mozné vidét v souhrné tabulce 4.
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Obr. 4 Ukazka reprodukovatelnosti odezvy MALDI ionizace apidaecint (API1, m/z
2108.15, 2109.12 a isotopové znaeného [*Cs°N,API1, m/z 2118.15, 2119.12) pii
opakovaném sbéru dat stejného vzorku z péti riznych spoti. Vlevo je zobrazen vzorek
obsahujici pouze pfirozeny obsah API1 a 5 pmol isotopové znateného [**Cs™N,JAPI1
ptidanych pted purifikaci. Vpravo je pak zobrazen stejny vzorek, ktery byl obohacen 5 pmol
standardu API1 a 5 pmol isotopové znaceného [**Cg°N,JAPI1 piidanych pied purifikaci.

Tab. 4 Souhrn vyslednych intenzit a jejich pomért z experimentu reprodukovatelnosti
odezvy MALDI ionizace apidaecini (API1, m/z 2108.15, 2109.12 a isotopové znaceny
[“CsN,JAPI1, m/z 2118.15, 2119.12) pii opakovaném sbéru dat stejného vzorku z péti
ruznych spotu.

n (pmol) APIL (int1+2)  [®C¢N4JAPI1 (int 1+2)  pomér APII/[©*Cs™N,JAPI1

A (pFirozeny API1 vs 5 pmol [**C¢*N,JAPI1 / spot)

1 2976 14318 0.21
2 1095 5878 0.19
3 1941 10161 0.19
4 1179 6368 0.19
5 2228 10872 0.20
pramér 0.20
SD 0.010
relSD 4.9%

B (pFirozeny API1 + 5 pmol API1
vs 5 pmol [**C4'*N,JAPI1 / spot)

1 49515 31743 1.56
2 40052 25992 1.54
3 27905 17701 1.58
4 7632 4838 1.58
5 14786 9066 1.63
primér 1.58

SD 0.030

relSD 1.9%
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4.3 Kalibra¢ni zavislost apidaecinu (vlastnosti, reprodukovatelnost)

Ze ziskanych hmotnostnich spekter vzorkli obsahujicich standardy apidaecinti (API1
v rozsahu 0,1 — 10 pmol a 1 pmol isotopové znaeného [*Cs"°N4JAPIL) za pouziti
riznych biologickych matric byly sestrojeny kalibracni pfimky. Na obr. 5 jsou
vyobrazena spektra pti pouziti pie¢isténé hemolymfy mladé veely (mladusky) jako
biologické matrice. Z obrazku je patrné, ze s nartstajicim molarnim mnoZzstvim
standardu API1 roste linearné pomér signalt mezi APIl a isotopoveé znafenym
standardem [“*Cs°N4]JAPI1, tak’e je mozné sestrojit kalibratni zavislost. P
vysokych rozdilech v koncentracich APII a [13C615N4]API1 byly zaznamenany vyssi
odchylky v odezvach jednotlivych standardl, coz mize svéd¢it o nelinearni odezvé

MALDI ionizace v celém koncentraénim rozsahu méfeni.
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Obr. 5 Ukazka linearni kalibra¢ni zavislosti v rozsahu 0,1 — 10 pmol API1 ziskané
pomoci MALDI ionizace standardt apidaecinti (API1, m/z 2108.15, 2109.12 a isotopové
znateny [Cs"N,JAPI1, m/z 2118.15, 2119.12) rozpuiténych a nafedénych v precisténé
hemolymf€ mladusky. Vsunuty graf véetné Cervenych obdélnikti zvyraziuje odchylky v
odezvach standardi danym nelinearni odezvou MALDI ionizace v celém koncentra¢nim
rozsahu. Ve spodni ¢asti (B-D) jsou zobrazeny ukazky intenzit a odezev standarda pii
riznych pomérech API1 a isotopové znaceného [“Cs°N,JAPI1. Molarni mnozstvi
jednotlivych standardd nanaSenych na spot jsou uvedeny v pfislusném obrazku.
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Tato variabilita odezvy signdlli je pravdépodobné dana ovlivnénim ionizace
jednotlivych analyti pfi velkych koncentrac¢nich rozdilech, kdy jeden analyt
z kalibra¢niho paru ma vyrazné vyssi koncentraci nez druhy (Szajli et al., 2008).
Stejny problém muze nastat také pfi pouziti komplexniho vzorku, ktery bude
obsahovat velké mnozstvi ionizovatelnych peptidd. Proto se pii vyuziti
kvantifikace pomoci MALDI ionizace doporucuje pouziti komplexni matrice se
srovnatelnym obsahem ionizovatelnych analyti jako analyzovany vzorek,
piipadné¢ pouziti kvantifikace metodou standartniho pfidavku piimo

v analyzovaném vzorku (Duncan et al., 2008, Szajli et al., 2008).

Pomér API1a/{13C615N4)API1a

0.5 y=1.5099x- 0.0934
',"' R*=0.9988

0 0.5 1 15 2 25 3
Moldrni mnoistvi API1a na spot (pmol)

Vv

pomoci MALDI ionizace standardi apidaecind (API1, m/z 2108.15, 2109.12 a isotopové
znateného [Cs°N,JAPI1, m/z 2118.15, 2119.12) rozpustdnych a natedénych v precisténé
hemolymf€ mladusky.

Pfi pouziti uzsiho koncentra¢niho rozsahu (0,1 — 2,5 pmol standardu API1 a 1 pmol
interniho standardu [“Cs°N4JAPI1, obr. 6) byla zaznamenana ptesnéjsi linedrni
zavislost poméru signalti mezi obéma standardy a vyrazné nizsi Gsek na ose y(3-5x),
ktery se blizi nule a zaroven klesla jeho variabilita. Piehled kalibra¢nich zavislosti
naméfenych pfi pouziti jinych biologickych matric (BSA, preciStény lyzat z hrudniku
dospélé veely) je shrnut v tabulce 5. Z Tabulky 5 jsou také patrné vyrazngjsi rozdily
ve smérnicich kalibra¢nich zavislosti nameétenych pro rozsah 0,1 — 10 pmol API1 ve
srovnani srozsahnem 0,1 — 25 pmol API1 v zavislosti na pouzit¢é matrici.
V jednoduchych matricich jako je BSA ma kalibra¢ni zdvislost vyrazné vyssi
smérnici neZ pii pouZiti precisténého extraktu z hrudniku vcely, ktery obsahuje vétsi

mnozstvi bazickych peptidl ovliviiujicich MALDI ionizaci peptidi.
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Tab. 5 Tabulka porovnani opakovatelnosti kalibracnich zavislosti s vyuzitim riznych
biologickych matric, které mohou ovlivnit MALDI ionizaci standardii apidaecinti. Smérnice
vyjadiuje sklon kalibra¢ni piimky, usek definuje vysek na ose y a R2 definuje koeficient
spolehlivosti linearni zavislosti. SD a relSD definuji standartni odchylku a relativni
standartni odchylku prameéru.

porovnani kalibraci 0,1-10 pmol|porovnani kalibraci 0,1-2,5 pmol
smérnice (ax) usek(b) R2 [smérnice (ax) usek (b) R2
Kalibrace1 Hrudnik 1.7885 -0.3442 0.9892 1.4177 -0.0733 0.9993
1.7849 -0.4182 0.9921 1.362 -0.0442 0.9987
1.7315 -0.3187 0.9992 1.5464 -0.1539 0.9972
Kalibrace2_Hemolymfa_| 14603  -0.1751 09913 | 1.3996  -0.0131 0.9992

mladuska 16958  -0.2223 0.9976 | 1.5099  -0.0934 0.9988
1.8954  -0.5288 0.9922 | 1.4256  -0.0685 0.9986
Kalibrace3 BSASpmol | 2.0868  -0.4954 0.9976 | 1.6492  -0.1399 0.9982

20846  -0.5007 0.9979 | 1.5833  -0.1162 0.9984
20729 -05534 0996 | 1.6932 -0.1528 0.9986
Kalibrace4 Hrudnik 15357  -0.1949 0.9988 | 1.432  -0.1291 0.9982
B 1.6464  -0.3133 0.9982 [ 1.5193  -0.1777 0.9962
14351  -0.1192 0.9997 | 1.4671  -0.1396 0.9969

pramér  1.7682 -0.3487 1.5004 -0.1085
SDl 0.2222 0.1439 0.0984 0.0479
relSD 12.6% 6.6%

38



4.4 Kvantitativni analyza apidaecin 1 peptidi ve vzorcich pomoci
MALDI-TOF

Z dat ziskanych v pfedeslych experimentech bylo zjisténo, ze pomér signalt API1 vs
interni standard [130615N4]API1 ma linearni zavislost a tudiZ se zde nabizi moznost
vyuziti MALDI ionizace ve spojeni s timto internim standardem [**Cg°>N4]API1 pro
kvantifikaci APII ve véelich extraktech. Samoziejme¢, MALDI ionizace je pouzitelna
pouze pro kvantifikaci sumy obou forem APII, tj. APIla a APIlb na rozdil od
kvantifikace ve spojeni s délenim pomoci kapalinové chromatografie na modernich
vysoceucinnych kolonach (Danihlik et al., 2014). Na obrazku 7 lze vidét, ze
naméfené poméry mezi API1 a [*C°N4JAPI1 pomoci MALDI a ESI ionizace jsou

velmi podobné.
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Obr. 7 Ukazka srovnani odezvy naméfené pomoci MALDI ionizace (vlevo) a ESI ionizace
(vpravo) pro vzorek z hemolymfy dospélé v¢ely. Horni vzorky pifedstavuji odezvu vzorku
obsahujici piirozené mnozstvi API1 a ptidavek interniho standardu 5 pmol isotopoveé
znateného [*C4°N4JAPI1 pied purifikaci. Spodni vzorky jsou shodné jako horni s tim
rozdilem, Ze vzorek byl navic obohacen o 5 pmol API1. Zobrazeny pomér byl pro MALDI
méfeni apidaecinti (API1, m/z 2108.15, 2109.12 a [*C¢°N,JAPI1, m/z 2118.15, 2119.12)
vypodten jako pomér API1 [/ [PC¢"N,JAPI1 = Zintenzit(m/z  2108.15,
2109.12)/Xintenzit(m/z 2118.15, 2119.12). Zobrazeny pomér byl pro ESI (nLC-MS) méteni
apidaecind (API1, m/z 527.80, 528.05 a [**Cs"°N,JAPI1, m/z 530.30, 530.55) vypodten jako
pomér API1 / [®*C"°N,JAPI1 = Zploch(m/z 527.80, 528.05)/Eploch (m/z 530.30, 530.55).

Nasledné experimenty byly zaméfeny na urceni ndvratnosti a spravnosti stanoveni
APII bé&hem procesu purifikace s naslednou kvantifikaci pomoci interniho standardu
[*C6°N4JAPI1, MALDI ionizace a detekce na hmotnostnim analyzatoru doby letu
(TOF). Z tabulky 6 je patrné, Ze navratnost API1 po pfepocteni na mnoZstvi interniho

standardu [**Cs™N4JAPIL v ramci celého procesu véetnd stanoveni MALDI-TOF
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analyzou se pohybuje v rozsahu od 80 do 100%, coz je vyborny vysledek. Dale je z
tabulky 6 vidét, Ze navratnost se mirn¢ 1isi v zavislosti na pouzitém mnozstvi jak
interniho standardu [13C515N4]AP|1, tak na mnozstvi ptidavaného standardu APIL, tj.
pii 5 pmol obou standardil je ve vétSin€ piipadii navratnost pies 92% vyjma vzorku
hrudnik1, kdezto pii 1 pmol obou standardl je navratnost mirné nizsi a to v rozsahu

80-90%.

Tab. 6 Ukazka navratnosti standardu APII z lyzatt odvozenych z riznych ¢asti véel. Pomér
intenzit signald je definovan jako pomér standardd apidaecind API1 / [BC6™N,JAPIL =
Yintenzit(m/z 2108.15, 2109.12)/Zintenzit(m/z 2118.15, 2119.12). (API1, m/z 2108.15,
2109.12 a ["C¢™N,API1, m/z 2118.15, 2119.12) vypodten jako pomér. MnoZstvi je
vypocitano z kalibrani zavislosti y=1,4336x-0,1295 naméfené pro molarni mnozstvi
interniho standardu [**Cs"°N,JAPI1 1 pmol. Rozdil je definovan jako molarni mnozstvi API1
pridavku, ktery je rozdilem mezi vzorkem obsahujici jen pifirodni APII a stejnym vzorkem
obohacenym o externi ptidavek API1 standardu. Mnozstvi API1, které bylo do vzorki
pfidano je zaznamenano v sloupci piidavek APIl. Stanovend navratnost pro jednotlivé
vzorky je vypoctena jako procentualni vysledek stanoveného rozdilu vi¢i mnozstvi, které
bylo dodéno.

pomér mnoZstvi rozdil Pridavek API1 IS (13C615N4)API Navratnost
ID vzorkd intenzit (pmol) (pmol) (pmol) (pmol) %
hrudnikl_0-5 0.14 0.94 0 5
hrudnik1_5-5 1.32 5.06 4.12 5 5 82.3
hrudnik2_0-5 1.68 6.31 0 5
hrudnik2_5-5 3.11 11.30 4.99 5 5 99.7
Vcela_hemoAVG1_0-5 0.20 1.15 0 5
Vcela_hemoAVG1_5-5 1.58 5.96 4.81 5 5 96.3
Vcela_hemoAVG2_0-5 0.22 1.23 0 5
Vcela_hemoAVG2_5-5 1.55 5.85 4.62 5 5 92.3
MLAD_hemol_5-5 1.20 4.65 4.65 5 5 93.0
MLAD_hemo?2_5-5 1.28 4,91 4.91 5 5 98.2
Vcelala_0-1 0.27 0.28 0 1
Vcelala_1-1 1.44 1.09 0.82 1 1 81.6
Vcelalb_0-1 0.29 0.29 0 1
Vcelalb_1-1 1.49 1.13 0.84 1 1 83.7
Vcela2a_0-1 0.23 0.25 0 1
Vcela2a_1-1 1.43 1.09 0.83 1 1 83.3
Vcela2b_0-1 0.29 0.29 0 1
Vcela2b_1-1 1.44 1.10 0.80 1 1 80.4
Mladla_0-1 0.03 0.11 0 1
Mladla_1-1 1.32 1.01 0.90 1 1 90.0
Mlad1b_0-1 0.04 0.12 0 1
Mladlb_1-1 1.35 1.03 0.92 1 1 91.8
Mlad2a_0-1 0.03 0.11 0 1
Mlad2a_1-1 1.26 0.97 0.86 1 1 85.8
Mlad2b_0-1 0.04 0.12 0 1
Mlad2b_1-1 1.26 0.97 0.85 1 1 85.5
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Spravnost stanoveni pfidané¢ho standardu API1 se pohybuje v rozsahu -6,3 % pro
ptidavek 5 pmol a -15 % pro piidavek 1 pmol API1 standardu. Tento rozdil mize byt
dan vysSimi ztratami téchto bazickych peptidi béhem purifikace vznikajici nejen pii
samotné izolaci, ale 1 pfi dal$i manipulaci a pipetovani vlivem extrémnich vlastnosti
analyzovanych peptidu.

Pro vzorek ,,Véela hemoAVGI1®, jehoz spektra z MALDI-TOF a nLC-ESI-MS
analyz jsou zobrazena na obrazku ¢.7 byla vypogéitana navratnost i pro nLC-ESI-MS
méieni. Stanoveny rozdil mezi vzorkem bez externiho piidavku API1 a po ptidavku 5
pmol API1 by 5,05 pmol, coz odpovidd 101% névratnosti (k vypoctu byla vyuzita
kalibrace z publikace Danihlik et al. 2014). Tento vzorek pii MALDI-TOF analyze
vykazal vysledek rozdilu 4,81 pmol odpovidajici 96,3% navratnosti (viz. Tab. 6).
Prozatimni vysledky ukazuji vybornou shodu vysledkl stanoveni mezi metodou nLC-
MS s ESI ionizaci a MALDI-TOF analyzou. Samoziejmé bude jesté¢ nutné provést
rozsahlejs§iho porovnani vétstho mnozstvi vzorkti pro ovéfeni shody vysledkt

stanoveni ziskanych pfi MALDI-TOF analyze a nLC-ESI-MS analyzy.
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5 Zavér

Byla vypracovéna bakalaifskd prace na téma Porovnani ioniza¢nich metod pro
analyzu peptidu apidaecinu ve spojeni s hmotnostné spektrometrickymi metodami ve
tkanich vcel a bylo dosazeno nasledujicich vysledk:

1) Byla zpracovana literarni reSerSe 0 antimikrobialnich peptidech se zaméfenim na
peptid apidaecin a dalsi peptidy vcel, metody extrakce a purifikace pomoci
extrakénich technik zaloZenych na SPE nosicich a kvantifikaci apidaecinu pomoci
hmotnostni spektrometrie.

2) Pomoci standardi apidaecinu 1 a isotopové znaCeného apidaecinu 1 byly
vytvoreny kalibra¢ni zavislosti s pouzitim riiznych biologickych matric (hemolymfy
véel, homogenizovany hrudnik a BSA), které vykazovaly vysokou linearni zavislost.
3) Pii 800 strelach na jednom spotu byla pozorovana vyborna opakovatelnost poméra
signalti. Mezi spoty byla opakovatelnost horsi, protoze odezvy na jednotlivych
spotech jsou velmi proménlivé, ale i tak poméry intenzit standardii apidaecinu 1 a
isotopové zna¢eného apidaecinu 1 jsou si velmi podobné s variabilitou mensi nez
5%.

4) Navratnost apidaecinu 1 béhem celého procesu izolace se pohybuje od 80 do
100% a spravnost stanoveni pfidaného standardu apidaecinu 1 se pohybuje v rozsahu
-6,3 % do -15 % (pro piidavek 5 pmol respektive 1 pmol apidaecinu 1). Navratnost a
spravnost stanoveni se mirné 1isi dle dodaného mnozstvi standardu apidaecinu 1.
Mensi mnozstvi ptfidaného standardu znamenalo vyssi ztraty, které mohou byt dané
vlivem extrémnich vlastnosti téchto bazickych peptidi.

5) Pomér signali apidaecinu 1 a isotopové znaceného apidaecinu 1 ma linearni
zavislost, coz nabizi moznost vyuziti pro semikvantitativni stanoveni pfirozeného
apidaecinu 1 ve vcelich extraktech. Naméfené poméry mezi standardy pomoci
MALDI a ESI ionizace byly velmi podobné, ale je tfeba provést rozsahlejsi analyzu

vétsiho poctu vzorkii pomoci MALDI-TOF a nLC-MS-MS analyzy.
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