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Abstrakt

Cmeléci jsou dileZiti opylovadi rostlin, komeréné vyuZivani pii péstovani plodin ve
sklenicich. Pfi pafeni se u nich uplatiiuji samci znackovaci feromony, které jsou atraktivni
pro mladé¢ kralovny. Feromon je ¢asto bohatou smési latek, ktera je produkovana v samci
labialni Zlaze, pfi¢emz slozeni feromonu je specifické pro kazdy druh.

Regulace biosyntézy sexualnich feromont u ¢melaki je neprobadanou oblasti a
tato diplomova prace se zamétuje na analyzu mechanismu posledniho kroku biosyntézy
feromonu ¢melakti druhu Bombus terrestris, tedy stereospecifickou enzymovou redukci
dvojné vazby farnesolu. Byl studovan vliv potencidlnich neurohormonii na expresi
enzymd, které jsou zapojeny do biosyntézy feromonu, a na produkci jednotlivych slozek
feromonu. V projektu byly pouzivany metody biochemické, metody z oblasti molekularni

biologie i analytické metody.

klicova slova: plynova chromatografie, kapalinova chromatografie, hmotnostni
spektrometrie, Bombus terrestris, terpenové alkoholy, biologicky aktivni latky,

Hymenoptera



Abstract

Bumblebees are important pollinators, commercially used in large-scale plant growing in
greenhouses. Their males produce marking pheromones for mating, which attract young
bumblebee queens. These pheromones are often a complicated mixture of chemicals,
which is produced in the male labial gland, and the mixture itself is specific for each
bumblebee species.

The regulation of bumblebee sexual pheromone biosynthesis is largely unknown,
and this Master’s thesis is focused on the analysis of the mechanisms which lead to the
regulation of the Bombus terrestris male pheromone’s fat-acid and terpenes biosynthesis,
specifically on stereospecific enzymatic reduction of double bond of farnesol. This thesis
studies the influence of potential neurohormones on a specific enzymatic mixture, which
is involved in the pheromone biosynthesis. Methods used in this project include

biochemical, analytic and molecular-biology methods.

key words: gas chromatography, liquid chromatography, mass spectrometry,

Bombus terrestris, terpene alcohols, bio-active chemicals, Hymenoptera
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Seznam zkratek a symboli

%v
CLG
CoA
DAG
ddH.O
DEPC
DH
dNTP
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FARs
FID
faratni
G6PD
GC
GC-EAD

GeDH
GRHr

HEPES
HPLC

JH III
LB
MRCH

MS
m/z
NAD"
NADP*
NCr
NUr2
PBAN

objemové procento

hlavova cast labiélni zlazy (z anglického cephalic labial gland)

koenzym A (z anglického coenzyme A)

diacylglycerol

dvakrat destilovana voda (z anglického double-distilled water)

dietyl pyrokarbonat (z anglického diethylpyrocarbonate)

diapauzni hormon

deoxyribonukleotidtrifosfat

reduktaza mastnych kyselin 5 (z anglického fatty acid reductase 5)

reduktazy mastnych kyselin (z anglického fatty acid reduktases)
plamenoioniza¢ni detektor (z anglického flame ionization detector)

jedinec té€sn¢ pred vylihnutim

enzym glukoza-6-fosfat-dehydrogenaza

plynova chromatografie (z anglického gas chromatography)

plynova chromatografie s elektroantenografickou detekci (z anglického gas
chromatography coupled with electroantennographic detection)
geranioldehydrogenaza

receptor gonadotropiny uvolnujiciho hormonu (z anglického gonadotropin
releasing hormone receptor)

N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina

vysokou€innd kapalinovd chromatografie s UV detekci (z anglického
high-performance liquid chromatography)

juvenilni hormon II1

lyzogenni médium (z anglického lysogeny broth)

hormon melanizace a ¢erveného zbarveni (z anglického melanization and reddish
colouration hormone)

hmotnostni spektrometrie (z anglického mass spectrometry)

pomér hmotnosti a ndbojového ¢isla iontu

nikotinamidadenindinukleotid

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

receptor neuropeptidu K (z anglického neuropeptide K (capa) receptor)
receptor neuromedinu U (z anglického neuromedine U receptor 2)

neuropeptid aktivujici biosyntézu feromonti (z anglického pheromone

biosynthesis activating neuropeptide)



PBAND

PCR
RT-qPCR

RPM
SDS-PAGE

SPE
TAE
TAG
TLC
IR
uv
VIS

prekurzor neuropeptidu aktivujiciho biosyntézu feromont (z anglického
pheromone biosynthesis activating neuropeptide precursor)

polymerazova fetézova reakce (z anglického polymerase chain reaction)
kvantitativni polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci (z anglického
reverse transcription-quantitative PCR)

otacky za minutu (z anglického rotation per minute)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za piitomnosti dodecylsiranu sodného
(z anglického sodium dodecyl suplphate-polyacrylamide gel electrophoresis)
extrakce na pevné fazi (z anglického solid phase extraction)

tris-acetatovy pufr s EDTA

triacylglycerol

tenkovrstva chromatografie (z anglického thin-layer chromatography)

retencni ¢as, [¢] = min

ultrafialové oblast zateni (z anglického ultraviolet)

viditelna oblast zateni (z anglického visible)

vlnova délka, [A] = nm
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1 Uvod

Komplexni studium blanokiidlého hmyzu (Hymenoptera) v poslednich letech dospélo
k intenzivn€j$imu zkoumani jeho genetického kodu a s nim souvisejicich biochemickych
pochodu. Spolecenstvi blanokiidlého hmyzu obecné je silné ovliviiovano a fizeno fadou
chemickych latek, semiochemikalii, vylu¢ovanych endokrinnimi zldzami. Mezi takové
latky patfi 1 feromony, fidici sexudlni chovani jedinci. Tyto latky byvaji zpravidla
druhové specifické [1]. T pies tuto specifitu poznatky naznacuji, ze jednotlivé drahy
biosyntézy jsou si vzajemné velmi podobné [2].

Jeden z nejpodrobnéjsich vyzkumt je provadén u nocnich motyli, zejména u
druhu bourec moruSovy (Bombyx mori), u n€jz se podafilo odhalit jak drdhu biosyntézy
samiciho feromonu, tak pfislusné regulacni enzymy a také konkrétni neuropeptid,
zodpovédny za iniciaci produkei feromonu bombykolu. Tento neuropeptid se oznacuje
jako PBAN (z anglického pheromone biosynthesis activating neuropeptide) [3].

PBAN nalezi do PBAN/pyrokininové rodiny neuropeptidll, kterd se vyznacuje
pfitomnosti  specifické aminokyselinové sekvence FxPRL-amid na C-konci.
Feromonotropni aktivitu PBAN mutzeme sledovat napti¢ celym tadem Lepidoptera [4].
K PBAN/pyrokininové skupiné krom PBAN nalezi také hmyzi diapauzni hormon,
pfi¢emzZ oba interaguji s takzvanymi receptory spfazenymi s G-proteinem (GPCR) [5].

Piestoze pfi studiu biosyntetickych drah vzniku feromonti u ¢melakl lze Cerpat
z vzajemné druhové podobnosti s dal§imi pfisluSniky tadu Hymenoptera, k urCeni
konkrétniho neurohormonu zodpovédného za spousténi syntézu smési feromond u

¢meldka Bombus terrestris prozatim nedoslo.
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1.1 Feromony hmyzu a regulace jejich biosyntézy

Schopnost vzajemné¢ komunikovat je nezbytna pro vesSkeré zivé organismy, blanokiidly
hmyz nevyjimaje. Jednu ze zésadnich roli hraji feromony, latky slouzici k vnitrodruhové
komunikaci, mimo jiné i sexudlni [6], kterymi se zabyva tato prace.

Pro hmyz je primérnim komunika¢nim smyslem ¢ich a latky ¢ichem detekované,
feromony [7]. Obecné se urcuji dva hlavni, vzajemné odlisné typy feromonti, spoustéce
(releasers) a pusobky (primers). Zatimco spoustéce vyvolavaji okamzitou odpovéd
organismu, pusobky zpusobuji fyziologické zmény v organismu, které vedou az
k vyrazné zméné chovani [8]. Releaser feromony byly popsany u vice druht, primer
feromony se zatim podafilo hloubéji prozkoumat pouze u vcely medonosné (Apis
mellifera L.) [9]. U releaser feromont rozliSujeme tfi nejzakladné;s$i druhy — sexudlni,
poplasné a agregacni. Zatimco sexualni feromony jsou vysoce druhove specifické, jeden
poplasny feromon, postradajici zpravidla unikatni prvky chemické struktury, mize
vyvolavat reakci u mnoha druhti [8].

Vyzkum béhem poslednich nékolika desitek let jasné vypovida o necekané
komplexité vnitrodruhové komunikace u hmyzu a o rozmanitosti biosyntézy tohoto
sirokého spektra latek [1, 12].

Tato rozmanitost je o to vice umocnéna faktem, ze na tvorbu sexuélnich feromoni
ma vliv 1 druh potravy a jeho mnoZstvi, stejn€ jako mnoho dal§ich faktorti [11]. Naptiklad
nékteré druhy hmyzu dokonce vyuZivaji latky konkrétnich rostlin pro produkci vlastnich
feromond. Jiné rostliny se pro zménu brani tak, ze vylucuji latky tlumici feromonovou
komunikaci hmyzu nebo lakajici predatory byloZravého hmyzu [12].

Neurohormony fidici tyto biosyntetické drahy byly prozatim odhaleny a popsany
pouze u zlomku celkového poctu blanokiidlych. Zkoumani neurohormonti hmyzu je
zédsadni jak pro pochopeni ptirodnich systémil, tak naptiklad pro zachovani nekterych
druhil v rdmei kulturni zemédélské krajiny, stejné jako pro vyvoj insekticidil zaloZenych
pravé napiiklad na inhibici tvorby sexudlnich feromona [13]. Zplsobl komeréniho
vyuziti znalosti feromont je ale vyrazné vice. Feromony jiné nez sexualni pouzivaji mimo
jiné mravenci, ktefi chemicky znackuji ostatnim délnicim cestu k potravé nebo naopak
oznacuji trasu, ktera se pii sbéru potravy nevyplaci (napiiklad u druhu Monomorium

pharaonis) [14].

12



Dalsi podrobné popsanym feromonem je naptiklad kyselina 9-oxodec-2-enova
produkovana v¢elimi kralovnami. Pomoci tohoto feromonu kralovna tlumi u délnic vyvoj
vajecnikl a fidi tak fungovani celé kolonie. Navic je tato kyselina soucésti sexualniho
feromonu mladych panenskych kraloven ldkajicich samce [8].

Podobné¢ fungujici feromony nachazime i u druhu ¢meléka B. terrestris.

1.1.1 Biosyntéza feromoni u hmyzu

Existuje nékolik odlisSnych zplsobli biosyntézy feromont, od biotransformace latek
z potravy (sekvestrace), pies de novo syntézu ze dvou- nebo tiiuhlikatych fetézct [15],
zajimavym piikladem pak je napiiklad biosyntéza isoprenoidti u fadt Cucujidae,
Curculionidae, a Scolytidae, nebo jednoducha preména aminokyselin naptiklad u
Scarabaeidae and Scolytidae. Pfedpoklada se, Ze u hmyzu se konkrétni zplisoby tvorby
feromond vyvinuly upravenim, popiipad¢ vytvoienim tkanové specifickych enzymi,
které ptetvareji produkty bézného metabolismu na vysoce stereochemicky specifické
prekurzory feromonii nebo samotné feromony [16]. Uplné prvnim identifikovanym
sexudlnim feromonem byl (£,Z)-10,12-hexadekadienol, bombykol, ktery produkuji
samice druhu Bombyx mori. Od té doby byly identifikovany feromony u vice nez tfi tisic
druhti hmyzu, nej¢astéji ekonomicky vyznamnych skudca [10].

Chemorecepce feromont je ziejmé jednim z nejvice sloZitych a specializovanych
mechanismi chemické detekce [17]. Fyzicky probih4d dvéma hlavnimi cestami — ¢ichem
a chuti [18]. Je zprostiedkovana rozvétvenou skupinou transmembranovych receptorti
nejdiive identifikovanych u octomilek rodu Drosophila. Funkéni charakterizace téchto
receptorti byla vyuzita k identifikaci jejich ligandii a skupin neuronii. Jednim z typickych
ptikladli téchto receptorii je receptor Or83b, Siroce zastoupeny u mnoha druht
blanokiidlych [19]. Nejlépe jsou rozpoznavani feromont a ptislu§né receptory popsany
pro cich, tedy detekci t€kavych latek v ovzdusi, pro néZ maji organismy Casto specificky
upravenou anatomii — tykadla s rozlicnou Skalou kratkych, dlouhych nebo platkovitych
Gtvarli, zachytavajicich latky pfichazejici z okoli. [20]. Cichovy organ B. mori je
zobrazen na Obr. 1.1.

Typickym piikladem jsou pro samce specifické ¢ichové receptory u druhu
Bombyx mori, jez se nachéazeji ve dvou sousedicich neuronech na samcich tykadlech.

Jeden z nich zachytavd dominantni sami¢i feromon bombykol, druhy jeho oxidovanou
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formu bombykal. Jak feromon, tak signalni receptor vyuzivaji stejnou mechaniku pienosu

obecnou pro hmyz [21].

- dendrite

l';emulymph

Obr. 1.1: Hlavni organy s Cichovymi senzory B. mori. (A) Samec B. mori s tykadly uzplisobenymi
k zachycovani t€kavych latek. (B) Zaznam elektronového mikroscanu tykadla samce B. mori, zobrazujici
podrobnou strukturu organu pfi ptiblizeni 25 um. (C) Schematicky diagram ¢ichového senzoru zobrazujici
detailni konfiguraci [22].

U nocnich motyli obecné je velmi Casté (na rozdil od ¢meldkil), Zze sexualni
feromony slouzici k ptildkani protéjsku produkuji samice. Samotny feromon se sklada
z vice téchto slozek v rizném, druhoveé specifickém poméru. VéEtSinou se jedna o
feromony I. typu sloZené z nerozvétvenych fetézcii C10-C18 s funkénimi skupinami
primarnich alkoholt, aldehydd, esterd, acetatd a s nékolika dvojnymi vazbami [23]. U
Bombyx mori naptiklad dochazi k biosyntéze samiciho feromonu bombykolu pomoci
dvou navazujicich desaturacnich krokti, z nichz druhy je specificky tim, Ze dochazi
k tvorbé konjugovaného dienu A10,12 z Al1-hexadecenového prekurzoru [24]. Dale byla
u B. mori zkoumana také dynamika biosyntézy prekurzoru sexudlniho feromonu a to
konkrétné proteomickou analyzou feromonové zlazy samic téchto mur. Ukazalo se, Ze do
biosyntézy se v riznych fazich zapojuji odlisné proteiny, vznikajici v riznych fazich
zivota mury. Jednim z kliCovych proteinii této biosyntézy je glycerol-3-fosfat-O-
acyltransferaza, jejimz utlumenim je naruSena biosyntéza prekurzoru bombykolu

kyseliny bombykové vazané v triacylglycerolech [25].
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V ramci tvorby feromonti hraje obecné vyznamnou roli draha biosyntézy
mastnych kyselin, respektive tvorba jejich funkénich oxidovanych skupin. Tato draha je
regulovana kromé jinych enzymii i reduktdzami mastnych kyselin (FARs), ptfi¢emz
konkrétn¢ u blanoktidlych jsou v genomech tyto enzymy Siroce zastoupeny; do soucasné
doby se ovSem podafilo urcit piesnou funkci pouze u zlomku z celkového poctu FARs
[26].

Naptiklad u fadu Lepidoptera FAR preménuji prekurzory feromonti pravé na
odpovidajici alkoholy (v zavislosti na druhu organismu), které posléze mohou byt
oxidovany nebo acetylovany na piislusné aldehydy nebo acetaty [24].

Dalsim druhem, u néjz byly FARs podrobnéji zkoumany, je pravé B. mori, kde
byl izolovan tsek cDNA kodujici 460 aminokyselin dlouhy protein sekvencné podobny
FAR z olejnaté rostliny jojoby (Simmondsia chinensis). U B. mori pak northern blot
analyzy dale ukazaly, ze gen pfislusny pro FARs byl exprimovan zejména u faratnich
jedinct [27].

Neuropeptid, zodpoveédny za iniciaci tvorby téchto sexudlnich feromonti u mur,
se obecné nazyva PBAN (z anglického pheromone biosynthesis activating neuropeptide),
a byl podrobné popsan u druhu B. mori [12]. Soucasné se ukazuje, Ze biosyntéza
feromond u mir je pfimo spojena s cirkadidlnim rytmem, jenz je fizen praveé uvoliiovanim

PBAN do hemolymfy [28].

1.1.2 Saméi feromony u ¢melaka B. terrestis
VétSina druhti ¢meldki (rod Bombus) — okolo 300 druhti — vytvati kolonie pochdzejici
z jedné piezimujici oplozené samicky [29]. Samicka se pied hibernaci pati pouze jednou
(vyyjma druhu B. hypnorum), samci ¢meldkii tak musi vyuZivat specifické smési
feromont, aby ji k sobé¢ ptilakali [30]. Samci zaroven vyuzivaji riznych strategii chovani
a jejich kombinaci, aby naladkali samicku — patii mezi né€ patrolovani (patroling), ¢ihani
(perching) a vyckavani u hnizda. Feromony samciim déle slouzi také k oznacenti teritoria
[31, 32].

U ¢melékt je vnitrodruhova komunikace podobné jako u ostatnich zastupci fadu
Hymenoptera vysledkem sloZzitého spektra slouc¢enin. Konkrétné se jednd zhruba o 500
strukturné spiSe jednodussich latek: nasycenych i nenasycenych alifatickych uhlovodiki

s lichym poc¢tem atomt uhliku (C10-C35, dvojna vazba nese konfiguraci Z) a kyslikatych
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latek (alkoholy, aldehydy a dalSi derivaty mastnych kyselin) se sudym poctem uhlika
[31]. Smési jsou druhoveé specifické [33]. Vyznamné jsou zastoupeny téZ monoterpeny,
seskviterpeny nebo diterpeny (napiiklad citronellol, dihydrofarnesol, geranylcitronellol,
geranyllinalool a od nich odvozené estery) [34].

Nejprobadanéjsim druhem je u nas Cmelak zemni Bombus terrestris. Za
biosyntézu jeho samc¢iho sexudlniho feromonu je stejné jako u ostatnich druhti ¢melaka
zodpovédna exokrinni labialni zldza (CLG), jejiz nejveEtsi ¢ast je umisténd u samct i
samic v hlavé. Zatimco u samct v ni vznika specifickd smés s dominantnimi terpeny, u
samic obsahuje pfevazné estery mastnych kyselin (dodecylhexanoat az dodecyl-(2)-9-
oktadecenoat) [35]. Piesné slozeni feromonové smeési labidlni zlazy u ¢meldkl a
pacmelakt je znamé asi u 90 druha [33].

Dominantni slozkou samcéiho feromonu B. terrestris je seskviterpen
terrestrol (($)-2,3-dihydrofarnesol) v zastoupeni 58 % a dale ester ethyldodekanoat
(15 %), geranylcitronellol, 2,3-dihydrofarnesylacetat, hexadekanol; tyto latky byly
popsané diky pokusim s isotopové znaenymi prekurzory v potravé [36]. Absolutni
konfigurace dominantni slozky terrestrolu byla potvrzena jako S-enantiomeru B.
terrestris [37] a u citronellolu a 2,3-dihydrofarnesalu u jinych druhii ¢melakt. Stanoveni
probihala metodou enantioselektivni GC, metodou méfeni optické rotace a chemické
ptipravy standardl optickych izomert [38].

Lze tedy souhrnné fici, Ze sam¢i feromon produkovany v CLG je neobycejné
komplexni smési vice nez 50 latek, jejichZ tvorba je regulovana obrovskym mnozstvim
gend, kodujicich esterazy, FARs, lipazy, enzymy zapojené v biosyntéze triacylglycerold,
isoprenoidli a mastnych kyselin, enzymy zapojené v procesu zkracovani mastnych
kyselin, neuropeptidové receptory. Nékteré tyto geny byly zkoumany u modelového B.
terrestris napriklad metodou RT-qPCR [39]. U B. terrestris a dvou dalSich druht B.
lucorum a B. lapidarius byly podrobné&ji zkoumany také FARs, jejich exprese a funkéni
charakteristika [26].

I ptes tuto komplexni analyzu nebyl prozatim objeven konkrétni neuropeptid

spoust¢jici biosyntézu samciho feromonu B. terrestris.
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1.1.3 Hmyzi neurohormony a PBAN

Neuropeptidy hraji nezanedbatelnou roli v tfadé fyziologickych procesi vyvoje a
rozmnozovani hmyzu. Konkrétné u blanokiidlych se jedna zejména o neuropeptidy
PBAN/pyrokininového rodiny, specifické pétiaminokyselinovym FxPRL-amidem na C-
konci, diapauzni hormon (DH) a PBAN [5, 40, 41].

Aktivitu PBAN muizeme sledovat napti¢ celym fadem motylt Lepidoptera, kde
obecné¢ reguluje aktivitu enzymi v jednom nebo vice krocich biosyntézy ftetézct
mastnych kyselin nebo béhem modifikace funk¢nich skupin [42]. U mir jsou specifické
sami¢i feromony ve feromonové zlaze syntetizovany de novo drahou biosyntézy
mastnych kyselin. Samotny PBAN, peptid sloZzeny z 33 aminokyselin, je tvofen
v podjicnovém gangliu (viz Obr. 1.2), pficemz tukova teliska obsahujici intermediaty
tvorby feromonu bombykolu se sdruzuji v zadecku. PBAN stimuluje lipolyzu téchto
uloZenych triacylglycerolti a dal§i uvolnéni intermediatd pro findlni modifikaci. Jeho
funkce je uplatiovana pomoci PBAN receptorti na povrchu feromonové zlazy [43].
Vytvoteny signal se u nich posléze pienasi za pomoci Gq-fosfolipazy C [44, 45]. Hloubéji
zkoumanym druhem, u n&jz PBAN p#imo ovliviiuje feromonovou zlazu pomoci Ca*" a
cAMP jako druhych posll, je také Helicoverpa zea. U samic tohoto druhu byl
identifikovan gen kédujici G-proteinovy receptor (GPCR) homologni se skupinou GPCR
u rodu Drosophila, které¢ jsou déale homologni k receptorim pro neuromedin-U u
obratloveii. Ukézalo se, Ze pravé neuromedin-U zde vyvolava stejnou Ca*" odpoveéd jako

PBAN [46].
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Obr. 1.2: Schematicky nakres vnitfnich organi blanoktidlého hmyzu. 1 podjicnové ganglium
(subesophageal ganglium), A hlava, B hrud’, C zadecek. Obrazek byl upraven [47].

Dale se ukazuje, ze PBAN se u nékterych druhti nezapojuje pouze do biosyntézy
samicich feromont, ale také samcich feromont (naptfiklad u druhu karovce Ips
paraconfusus), pricemz zde se do biosyntézy zapojuje také juvenilni hormon JH III, ktery
zvySuje mnozstvi mRNA pro 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktazu, klicovy
enzym pii tvorbé feromonu [48]. Jednim z druhi, vyuZivajicich PBAN pro piimou
regulaci tvorby hlavni slozky sexualniho feromonu ((Z,E)-9,12-tetradekadienylacetatu
z prekurzoru hexadekanové kyseliny) je také zavije¢ Plodia interpunctella. Do této
biosyntézy se dale zapojuji Al2-desaturdzy, All-desaturdzy a piipadné doplikové i
A9-desaturazy, coZ bylo opét potvrzeno pomoci RT-qPCR [49]. Zapojeni PBAN bylo
potvrzeno také u blyskavky Spodoptera exempta, kde PBAN (o stejné primarni struktufe
jako MRCH) extrahovany z hlav samic B. mori ovliviioval jak produkci sexualniho
feromonu, tak zbarveni téla mury. U blyskavky Spodoptera litura bylo déale potvrzeno
zapojeni nejen extrahovaného, ale i1 syntetického PBAN, a to jak v larvalnim stadiu
(zbarveni), tak pozd¢ji u dospélcli béhem tvorby sexualniho feromonu [45, 50].

PBAN u B. mori dale figuruje v procesu fosforylace takzvaného BmLsdl
proteinu, ktery je nepostradatelny pfi lipolyze triacylglyceroli ve feromonové Zlaze, a tim
padem i v rdmci syntézy bombykolu. U mir je aktivace BmLsd1 zavisla na fosforylaci

proteinkinazou II, zatimco u savcil zastava tuto roli proteinkinaza A [52].
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Hmyzi neurohormony vylucované v centralnim i perifernim nervovém systému
organismu se vSak nezapojuji pouze do biosyntézy feromonti — jejich aktivita byla
odhalena i pro svalovou kontrakci, za¢atek nebo ukoncéeni diapauzy, proces melanizace
(zabarvovani), nebo pfechod do larvalniho stadia a to u riiznych druha [53].

PBAN/pyrikinové peptidy byly popsany naptiklad u druhu mravence Solenopsis
invicta, kde se vyskytuje u neoplodnénych samic, samct, délnika i kraloven. Nejvetsi
exprese mRNA pro Soi-PBAN byla zaznamenana v hlavé, nasledovalo télo a po ném
zadecek, prestoze bylo piedpokladano, ze praveé v zadeCku bude exprese nejvyssi. Je tedy
mozné, ze se zde uplatituje jesté jiny gen [54]. Spolu se Soi-PBAN slozeného z 26
aminokyselin (GSGEDLSYGDAYEVDEDDHPLFVPRL), byly popsany jesté 3 peptidy
odvozené zjeho cDNA: 15-AK (TSQDIASGMWEFGPRL), sekvencné odpovidajici
diapauznimu hormonu, 8-AK (QPQFTPRL), odpovidajici beta-neuropeptidu (4-NP) a
9-AK (LPWIPSPRL), odpovidajici gama-neuropeptidu (y-NP) — vSechny tii tyto
neuropeptidy se nachéazeji u zastupct Lepidoptera a jejich vyskyt u S. invicta tedy
naznacuje existenci PBAN/pyrokininové rodiny i u jinych t4di hmyzu [48]. Tyto
prekurzory jsou uvedeny na Obr. 1.3.

Je tteba poznamenat, ze Soi-PBAN (26-AK) a napiiklad vceli PBAN (33-AK)
jsou vzgjemné pomérné odlisné, coZz naznacuje, Ze sloZeni tohoto neuropeptidu je
taxonomicky a fylogeneticky zavislé [55]. Dal$im druhem, u n€hoZ je potvrzena aktivita
PBAN a diapauzniho hormonu naleZiciho k u hmyzu majoritni PBAN/pyrokininové
skupiné neuropeptidll sdruzenych s G-proteinovymi receptory, je moskyt Aedes aegypti.
mRNA koédujici PBAN a DH je zde exprimovana jak u samct, tak u samic v prib¢hu
vSech Zivotnich fazi [52]. cDNA kédujici DH-PBAN byla podrobné zaznamenéna také u
motyla Maruca vitrata, vyznamného skidce bobovitych rostlin. Tato cDNA o délce 591
bazi koéduje 197 aminokyselin, znichz lze odvodit 5 neuropeptidi: DH, PBAN,
a-subesophageal ganglion neuropeptide (SGNP, a-NP), f-NP and y-NP [42].

Gen kodujici PBAN receptor (PIx-PBANr) byl dale klonovan napiiklad
z feromonové zlazy samic zapiednicka Plutella xylostella (L.). Plx-PBANr kodoval
strukturni motivy pro G-proteiny, tvotici posléze G-proteinové receptory. Ukazalo se, Ze

tento gen byl exprimovan pouze ve feromonové zlaze dospélych samic [56].
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Obr. 1.3: Sekvencni analyza PBAN prekurzorovych proteintl. Predikovany diapauzni hormon (DH), a-
neuropeptid (a-NP), p-neuropeptid (5-NP), PBAN a y-neuropeptid (y-NP) jsou oznaceny barvami.
Podtrzeny usek oznacuje sekvenci alternativniho kratsitho PBAN u Apis mellifera [57]. Jednotlivé sekvence
byly predikovany pomoci MUSCLE algoritmu a manualné upraveny (Bter, Bombus terrestris PBAN
precursor (XP_003396136); Amel, Apis mellifera PBAN precursor (NP_001104182); Sinv, Solenopsis
invicta PBAN precursor (NP_001291527); Bmor, Bombyx mori PBAN precursor (NP_001037321)) [58].

Zkoumanim transkriptomu labidlni zlazy a tukového télesa byly predikovany a
identifikovany geny zapojené do biosyntetickych pochodi Bombus terrestris. Bylo
anotovano celkem 12 454 exprimovanych genovych produktl, z nichz 876 bylo na vyssi
urovni exprimovano v labidlni zlaze. Bylo identifikovano 140 nejpravdépodobnéjsich
genl zapojenych v biosyntéze feromoni, kodujicich esterazy, FARs, lipadzy, enzymy
zapojené v procesu zkracovani mastnych kyselin, neuropeptidové receptory, enzymy
zapojené v biosyntéze triacylglycerolll, izoprenoidii a mastnych kyselin [59]. Takto
predikovany byly mimo jiné ¢mela¢i desaturdzy mastnych kyselin (FADs), které byly
funkéné charakterizovany u 3 druhti ¢melakt: Bombus lucorum, Bombus terrestris, a

Bombus lapidarius. Viechny tyto FADs maji podobnou substratovou specifitu (A9) [60].

1.2 Metody stanoveni PBAN a dalSi metody studia

neurohormonii hmyzu
Studium receptori a neuropeptidi zapojenych do biosyntézy feromonti hmyzu vyzaduje
vyuZiti komplexnich metod.

PBAN byl identifikovan v mnoha druzich no¢nich motyld, mimo jiné¢ u
cernopasky Heliothis zea. Tento 33 aminokyselin dlouhy neuropeptid o M: = 3900 byl
nejprve syntetizovan a posléze v roztoku sachar6zo-fosfatového pufru injekci vpraven do
zaSkrcenych 3dennich samicek. Ukazalo se, ze PBAN vykazuje biologickou aktivitu pti
davce 2-64 pmol/jedinec, a vyvolava fyziologickou reakci, tj. tvorbu feromonu (2)-11-
hexadecenalu. Analyza produktl byla provadéna pomoci kapilarni GC [61, 62].

V navazujicim pokusu byly syntetizovany pouze terminalni konce PBAN

(naptiklad 5 aminokyselin) a ty byly posléze injekéné aplikovany do zaskrcenych jedinct
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(PBAN v pufru), produkt (£)-11-hexadecenal byl analyzovan pomoci GC. Kratké konce
PBAN (FSPRL-NH;) vykazovaly biologickou aktivitu, nejvyssi v malych davkach (10 —
100 pmol) [63, 64]. V dalsich studiich byl ,,dlouhy* PBAN dévkovan pfimo na zadecky
sami¢ek Cernopaska H. zea a na zlazy se znadenym prekurzorem ['“C]-acetatem. Po
inkubaci vykazoval biologickou aktivitu 0,01-5 pmol/zZlaza, coz naznacuje, ze PBAN
reguluje biosyntézu hormonu pied nebo vramci biosyntézy mastné kyseliny, tj.
prekurzoru feromonu. Analyza produkt opét probihala na GC [65].

Pokusy provadéné u druhu Heliothis armigera probihaly nésledujicim zpisobem:
71azy 2-3dennich samic byly inkubovany v pufru se zna¢enym prekurzorem (['*C]-acetat)
a PBAN (0,01uM). Analyzy byly provadény metodami radio-HPLC a GC [66, 67, 68].
Stejné analytické metody byly pouzity i u pozdéjsi studie cernopasky Heliothis virescens,
kde byl znadeny prekurzor (['*C]-acetat ve fyziologickém roztoku) injektovan s PBAN
(5 pmol) do bezhlavych jedinct [69]. Na modelovém organismu Heliothis peltigera
(samice) pak byl dale zkouman PBAN a jeho antagonisté. )) [70].

U druhu ¢ernopasky Heliothis peltigera byl PBAN (1 a 10 pmol) injektovan do téla 3,5—
4,5dennich samicek, pficemz po inkubaci vykazoval biologickou aktivitu. Dominantni
slozka feromonu (Z)-11-hexadecenal byla méfena pomoci GC. Opét byla ovérena zasadni

role C-koncového amidu [71].

U bource Bombyx mori byl zkouman jak nativni, tak synteticky PBAN. Nativni
izolovany z hlav byl aplikovan (10 ekvivalentil) do bezhlavych jedinct s prekurzorem
['*C]-palmitatem. Synteticky PBAN (0-40 ng) byl aplikovan k feromonovym Zlazam a
inkubovan. Analyzy feromonu bombykolu byly provadény pomoci HPLC a radio-TLC.
V obou ptipadech dochazelo k syntéze feromonu (u syntetického pti 20 a 40 ng/zlaza),
coz naznacuje, ze k regulaci pomoci PBAN dochazi 1 pfimo ve feromonové zlaze [72].

U B. mori byl obdobny vyzkum provadén s drobnymi obmeénami vicekrat,
pfi¢emZ pro findlni analyzu bombykolu bylo vyuZivdno metody NP-HPLC [73, 74].
Velice podobné probihal vyzkum 1 u Thaumetopoea pityocampa, kde se ukazalo, ze
PBAN kontroluje biosyntézu feromonu regulaci kroku transformace intermedidtu na

finélni feromon enynol [75].
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Samicky blyskavky Spodoptera littoralis syntetizuji jako hlavni slozku feromonu
(Z,E)-9,11-tetradekadienylacetat vznikajici syntézou z kyseliny palmitové pies
intermediat kyselinu tetradekanovou, ktera je konvertovana specifickou £11-desaturazou
a nasledn¢ Z9-desaturdzou. Do 1-2dennich zaskrcenych, neoplodnénych samicek bylo
aplikovano 0,1-5 pg/uL znaceného palmitatu. Inkubace probihala za piitomnosti extraktu
ze samiciho podjicnového ganglia (2 ekvivalenty), naCez byla zmeétfena biologicka
aktivita smési. Za vSech podminek dochézelo ke vzniku feromonu [76].

Studium biologické aktivity PBAN probihalo jesté na nékolika dal$ich motylech,
pricemz jednotlivda méfeni se liSila zejména v délkéach inkubaci, tkani, do niz byl roztok
PBAN aplikovan a také v typu inkuba¢niho média. Krom vySe zminénych byl PBAN
aplikovan naptiklad u Thaumetopoea pityocampa [ 73], u samicek Utetheisa ornatrix [77],
spolu s prekurzory u samiéek Plodia interpunctella (zavije¢ paprikovy) [78], u
bezhlavych samicek zavijece Amyelois transitella [79] nebo bezhlavych jedincti mury
Mamestra brassicae [80].

Modifikovany postup méteni biologické aktivity PBAN byl zvolen u 1-2dennich
samiCek pidalky Operophtera brumata, kde byl extrakt z hlav (0,2 / 2 ekvivalentu) nebo
¢isty PBAN (0,1-10 pmol) injektovan do bezhlavych jedinci a inkubovan pted
stanovenim biologické aktivity. Zavére¢na analyza produktl byla provadéna pomoci GC-
MS [44].

G-proteinové receptory u hmyzu jsou obecné spojeny se dvéma rtiznymi druhy
ligandii: PBAN a pyrokininem-2 nebo DH a pyrokininem-1. Tyto receptory jsou
aktivovany pomoci produktli periviscerokininl. U Ostrinia nubilalis napiiklad byla
zjiSténa rliznd mira exprese téchto receptorti u riznych stafi a tkani jedinctt zkoumanim

mRNA metodou qPCR [81].

Metody pro in vitro zkoumani enzymatickych oxidaci farnesolu na farnesal a geraniolu
na geranial (viz Obr.1.2.1) byly zakldddny zejména na predchozich studiich
geranioldehydrogenazy (u rostlin), farnesoldehydrogendzy (u hmyzu) a jim ptibuznych
enzymui. V piirodé¢ se vyskytujici smés aldehydl geranialu (jinak také citral A,
konfigurace E) a neralu (citral B, konfigurace Z) je obecn¢ znamé pod oznacenim citral.

Pro smés E,E-farnesalu a Z, E-farnesalu neexistuje trividlni ndzev.
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Enzym GeDH lze v ptirod¢ nalézt v zastupcich Celedi routovité (Rutaceae) a
obecné v rostlinach, obsahujicich takzvané citrusové esence (pravdépodobna piitomnost

farnesolu, geraniolu, citronellolu atp., tim padem i pfidruzenych enzym) [82].

E, E-farnesal
90
E, E-farnesol - = -
OH
- o i FaDH
R —
NAD™

Z,E-famesal

Obr. 1.2.1: Enzymova oxidace E, E-farnesolu na E, E-farnesal a Z, E-farnesal

Pii zkoumani oxidacnich reakci s katalyzou GeDH nebo FaDH se uplatiiuji
piidavky koenzymiit NADP® nebo NAD'. Pfima aktivita enzymi byla méfena
spetrofotometricky (4 = 340 nm), produkty reakci s terpenickymi alkoholy pak byly
stanovovany  zpravidla  plynovou  chromatografii,  nejCastéji s vyuZitim
plamenoioniza¢niho detektoru [81, 83] nebo hmotnostniho detektoru (stanoveni GeDH
perily ktovité Perilla citriodora rekombinantné exprimované v E. coli [85]). Dale se pro
zkoumani obou uvedenych enzymui oplatiuje metoda SDS-PAGE (separace dvou
izoenzymil s riznym isoelektrickym bodem, substratovou specifitou a kinetickymi
parametry) [86]. Mén¢ Castou metodou méteni je pak naptiklad HPLC-UV (1 =215 nm,
sledovani aktivity enzymu). V referencnich vyzkumech byl jako rozpoustédlo pouzivan
v mens$i mife aceton [87,88], Casteji pak DMSO [83, 84, 85]. Schéma enzymové oxidace

E,E-farnesolu na E, E-farnesal a Z E-farnesal je uvedena na Obr. 1.2.1.

Neékteré vyzkumy naznacuji, ze dostatené mnozstvi koenzymu pro in vitro
stanoveni by mohl poskytovat i samotny homogenat ptirodniho vzorku [88, 89]. Jiné
naopak naznacuji, Ze aktivita enzymu GeDH a vysledna konverze geraniolu na citral je
vyrazn€ ovlivnéna pomérem oxidované a redukované formy koenzymi [90, 91].

Nejdiive byla FaDH izolovéana z plisné¢ Ceratocystis fimbriata, posléze byla

pouzita k oxidaci E, E-farnesolu na E, E-farnesal [86]. Dalsi studie NAD"-dependentniho
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FaDH probihaly u lisaje tabakového Manduca sexta, kde je tento enzym zodpovédny za
konverzi farnesolu (prekurzoru JH II1) [92]. Je pravdépodobné, ze FaDH vykazuje riznou
substratovou specifitu v zavislosti na organismu pivodu [93], pfi¢emz spektrum substratli
je pomérn¢ Siroké (E,E-farnesol, Z Z-farnesol, 2-dekanol, geraniol, nerol, citronellol,
oktanol) [94]. Znamymi inhibitory FaDH oxidace farnesolu jsou napiiklad ionty Cu*" a
1,10-fenathrolin [95, 96, 97]. SniZzena aktivita tohoto enzymu pak vede u nékterych
organismu k inhibici syntézy JH II1.

Oba uvedené enzymy byly zkoumdny jak in vivo, tak naptiklad heterologni

expresi v bakterii Escherichia coli [98, 99].

Aby dochazelo pti in vitro inkubacich terpenickych alkoholi k redukénim
reakcim, byla ve vice riznych studiich uzivan enzym G6PD. Konkrétné napiiklad pfti
redukci geraniolu na citronellol pfi syntéze ptirodniho fytolu slouzi G6PD jako redukéni
enzym koenzymi NAD+ a NADH+, nezbytnych pro redukci geraniolu [100]. Stejné tak
pfi studiu aktivity enzyml monoterpenoldehydrogendzy a monoterpenolreduktazy, obou
NADPH-dependentnich, se opét pro redukci koenzymu uplatiiuje G6PD [101]. Podobny
postup byl ovéfen i u studia flavoproteini a zapojenych kofaktor-recyklujich systémi

[102].

NADPH- a NADH-dependentni reduktazy s kratkym fetézcem jsou Sirokou a evolucné
pomérné starou rodinou a jejich zapojeni v metabolickych drahdch organismt byl
v poslednich letech podrobné zkoumano. Ukazuje se, Ze u vétSiny téchto SDR ma
katalytickou funkci Thr-12, Asp-60, Asn-86, Asn-87 a Ala-88 zbytek [103]. Z dalSich
vyzkumu vyplyva, Ze existuje 5 odliSitelnych SDR podrodin, které navzdory strukturnim
odliSnostem lze rozpozndvat spolehlivé na zéklad¢ primarni struktury a odhadovat tak 1
specifitu koenzymii [104]. Jednou z dobie popsanych oblasti plisobeni téchto reduktaz je
napiiklad konverze polyprenolu na dolichol (katalyza tzv. PPR enzymem) [105]. Tato
pfeména byla zkoumana u rznych organismi zpravidla s uplatnénim in vitro inkubaci
nativni tkan€ obsahujici PPR se zvolenym substratem a dale genové exprese do riiznych

modelovych organismi (kvasinky, bakterie) [106, 107]
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2 Cil prace
Tato diplomova prace si klade nasledujici cile:

1. Shrnout zapojeni PBAN v biosyntéze feromont u hmyzu a metody stanoveni jeho
feromonotropni aktivity.

2. Zjistit, zda jsou ve vybranych tkanich samcl B. terrestris ptitomné peptidy z
PBAN/pyrokinové rodiny a potvrdit/vyvratit jejich zapojeni do regulace
biosyntézy znackovaciho feromonu.

3. Pokusit se o identifikaci enzymu zodpovédného za stereospecifickou redukei

farnesolu na majoritni slozku feromonu (5)-2,3-dihydrofarnesol.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material

Pokud neni uvedeno jinak, ptipravy vzorkl probihaly pfi standardni laboratorni teploté.

3.1.1 Pouzité chemikalie

e deionizovana voda (systém Milli-Q).

e Fluka, SRN: NAD" (>95 %, nikotinamidadenindinukleotid), NADP" (>90 %,
nikotinamidadenindinukleotidfosfat), Tween-80 (>58,0 %,
polyoxyethylensorbitan-monooleat).

e Lachema, CR: chlorid draselny (>99 %), hexahydrat chloridu hofe&natého (&.), hexan
(p.a.).

e Pracovi§té¢ UOCHB AV CR: 2,3-dihydrofarnesol (¢.), bromdekan (&.).

e Penta, CR: aceton (p. a.), dihydrogenfosfore¢nan sodny (dihydrat, p. a.), dichlormethan
pro HPLC (=99.8 %, stabilizovany amylenem), ethylacetat (p. a.), hydroxid sodny
(p. a.), chlorid sodny (99,9 %), chlorid vapenaty (Cistota >98,3 %), chloroform (stabil.
1% ethylalkohol, p. a.), methanol (p. a.), .

e Sigma-Aldrich, SRN: (E,E)-farnesol (96,0 %), glycerol pro molekuldrni biologii
(>99 %), f-merkaptoethanol (>99 %).

3.1.2 Pufry, roztoky a komerc¢ni kity

V této praci byly pouzity nasledujici roztoky:

e Extrakéni pufr: 20%v glycerol, 0,1%v Tween-80 a 10 mM p-merkaptoethanol
v inkuba¢nim pufru; pfed pouZitim filtrovan ptes filtr s 0,22 um pory.

e Inkubaéni pufr: 150 mM NaCl, 10 mM KCI, 1 mM CaCl; a 1 mM MgCl; v 10mM
sodnofosfatovém pufru o pH = 7,0; pfed pouzitim filtrovan pfes filtr s 0,22 pm pory.

e Roztok standardu substratu: 100 mM farnesol) v destilovaném acetonu

¢ Roztok interniho standardu: 2 mM bromdekan v destilovaném ethylacetatu.

e Roztok koenzymu: 50 mM NAD" nebo NADP" (oxidované formy) v destilované vodg.

e Premix: 20 pL glukoza-6-fosfat, 20 puL. enzymu glukoza-6-fosfatdehydrogenéaza, 922
pL inkubaéni pufr
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¢ Extrakéni roztok I1: 1% NaCl, 1 M HCI, 1%(v) CFz:COOH, 5%(v) HCOOH ve vod¢

¢ Extraké¢ni roztok I11: 1%(v) HCOOH v 50%(v) methanolu

¢ Solubilizac¢ni roztok: 0,5%(v) kyselina trifluoroctova v 20%(v) methanolu

e Roztok A-I: 100 mL MilliQ H20 + 0,1%(v) amoniak

¢ Roztok B-I: 100 mL methanol + 0,1%(v) amoniak

e Roztok A-II: 200 mL MilliQ H>O + 0,1%(v) kyselina mravenci

¢ Roztok B-II: 200 mL methanolu + 0,1%(v) kyselina mravenci

¢ TAE pufr: 40 mM Tris, 20 mM kyselina octova, ]| mM EDTA

¢ FCC transformaéni roztok: 260 uL. 500g.L-1 roztok PEG 3350, 36 pL1M roztok
LiOAc, 50 uL. 2 mg.mL-1 roztok jedno-vldknové nosicové DNA (ssDNA), 0,1-5 ug
plazmidova DNA, 0—14 pL voda (do objemu 360 pL)

¢ Komerc¢ni kity:

e Pii transformaci E. coli byl vyuzivan standardni kit Zyppy Plasmid Miniprep Kit
(Zymo Research, USA).

e Pfi Phusion PCR byl pouzivan standardni kit Phusion High-Fidelity PCR Kit
(Thermo Fisher Scientific, USA).

e Pii TAQ PCR byl pouzivan sandardni kit PCR Core kit with Tag DNA polymerase
(Sigma Aldrich, SRN).

e Pfi ektrakci DNA byly pouzivany standardni pufry z kitu LightCycler 480 SYBR

Green [ Master.

3.1.3 Biologicky material
Samci ¢meldka zemniho vyuZiti v rdmci této prace pochazeji z laboratorniho chovu Mgr.
Jitiho Kindla, Ph.D. (UOCHB AV CR); pitva Zl4z, hlav a tukovych t&les byla provedena
u ruzné starych jedinct, pficemz stafi jedincti se pohybovalo v rozmezi 0—10 dni po
vylihnuti, a zaroven byly pro pokusy vyuzivany biologické vzorky odebrané v riiznych
letech (2016-2017). Pfesné datum odbéru a stari konkrétniho jedince v dobé pitvy je
uvedeno u pfislusného experimentu.

Po odebrani byly tkdn¢ z usmrcenych ¢meldki vzdy uchovavany pii —20 °C nebo

—80 °C.
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3.1.4 Pristrojové vybaveni

¢ AnalytikJena, SRN: spektrofotometr SPECORD 210.

¢ Analytik Jena, SRN: thermocycler umoznujici 3 soubéznad PCR méteni TProfessional
TRIO PCR Thermocycler.

e Beckman Coulter, USA: stolni centrifuga Allegra X-15R s ptislusenstvim.

e Biotech S.L., Kanada: systém na foceni gelt Quantum-ST4-1100.

e Boeco, SRN: stolni centrifuga s kontrolou teploty Bench-top U-320 R.

e Chirana, CSR: Odstfedivka média typ BS15.

¢ Denville Scientific, USA: stolni centrifuga MICRO 240A.

e Elma, CR: sonikacni lazen Ultrasonic LC 30.

e Eppendorf, SRN: centrifuga Centrifuge 5415 R s kapacitou rotoru 18x 1,5/2,0 mL
(Imaximalni vykon 6 873 x g).

e Hamilton, USA: pH elektroda SlimTrode.

e Hanna Instruments, USA: pH metr pH 213.

e Heidolph Instruments, SRN: rota¢ni vakuové odparka Laborota 4002, lazen k rotacni
vakuové odparce WB.

eHermle LaborTechnik, SRN: minicentrifuga Z 100 M Minicentrifuge s 6x 1,5/2 mL
rotorem (maximalni vykon 6000 RPM).

e Hewlett-Packard, USA: plynovy chromatograf HP 6890 Series s FID detektorem;
automaticky davkovac vzorkl pro GC HP 6890 Series Injector.

o [KA, SRN: vortex MS2 Minishaker (maximalni vykon 3000 RPM).

e Julabo, SRN: vodni lazen TW2 s vikem.

e Kern, SRN: laboratorni vahy 440-35N.

e Merck, USA: mini inkubator Mini Incubator.

e Mettler Toledo, USA: analytické vahy 47261 Delta Range.

e Kraintek, Ceska republika: primyslova ultrazvukova vana K-5IM, vykon UZ 150 W,
objem 6 L.

e MLW, Polsko: magnetickd michacka s ohfevem RH3.

¢ N-BIOTEK, Jizni Korea: tiepaci inkubator NB-205 (Desktop Large Shaking Incubator).

e New Brunswick, USA: inkubaéni chlazena tiepacka Innova 44.

28



eRoche, CH: pro RT-gPCR byl pouzivan LightCycler 480 SYBR Green I Master kit
(Roche) a samotna qPCR probihala na LightCycler 480 Instrument II (Roche).

¢ SANOclav, SRN: autoklav K1-12-2.

e Telstar Life-Science, IND: ochranny box tifidy II mikrobiologické bezpecnosti
BioULTRA s motorem ovladanym posuvnym oknem.

e Thermo scientific, USA: plynovy chromatograf Trace 1310 s MS detektorem ISQ LT;
automaticky davkovac vzorka pro GC A7 3000.

e Thermo Scientific, USA: semi-preparativni kapalinovy chromatograf UltiMate 3000
UHPLC focused se zapojenim dvou detektor: RS Variable Wavelenght detector (UV)
a Finnigan LC Deca (MS, Thermo Quest, USA), pumpy BOC Edwards E2M30
(Edwards, USA).

¢ VWR, USA: inkubacni orbitalni minittepacka Incubating Mini Shaker.

e Wilmad-LabGlass, USA: ruéni mixér Micro Tube Homogenizer System

s polypropylenovym pistem.

3.1.5 Vypocetni technologie

¢ Chemické vzorce byly kresleny v programu BKChem (.13 (Beda Kosata).

¢ Grafy byly tvoteny v MS Office Excel 2016. Chybové tisecky byly zhotoveny vzdy ze tii
opakovani, pokud neni v grafu uvedena chybova tsecka, méfeni bylo provedeno bez
opakovani.

e Chromatogramy z kapalinové chromatografie byly zpracovany v programu Xcalibur
(Thermo Fisher Scientific) a exportovany do MS Excel.

e Chromatogramy z plynové chromatografie byly zpracovany v programu Clarity 8.0
(DataApex, CR) a exportovany do MS Excel.

e Sekvence neuropeptidi byly navrhovany pomoci programu Snap Gene 3.2.1. (GSL
Biotech LLC). Pivodni navrhy PBAN byly provedeny Janou Brabcovou, Ph.D. a
Alesem Buckem, Ph.D. Syntézy navrzenych peptidii pak probihaly v dedikovaném
pracoviti v ramci UOCHB AV CR.

¢ gPCR data byla vyhodnocovana pomoci LightCycler 480 Software 1.5 (Roche) a déle
analyzovana pomoci MS Excel (Microsoft Corporation). Cetnost transkriptil byla

vztahovana na referen¢ni geny PLA2 a eEFla [95].
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3.1.6 Ostatni material

e Macherey-Nagel, SRN: filtr ze skelnych vlaken GF-6 (velikost poru 0,6 pm).

e Phenomenex, USA: analytickd kolona pro kapildrni GC Zebron ZB-5MS [5% fenyl-
arylen, 95% dimethylpolysiloxan, tloustka filmu 0,25 pm, (30000x0,25) mm]

e Whatman, USA: stiikackové filtry Puradisc 25 PP (primér pora 0,2 um).

¢ Varian Medical Systems, USA: hydrofobni silikagelova C-18 SPE kolona Bond Elut SI

urcena pro siln€ nepolarni latky.

3.2 Metody

3.2.1 In vitro inkubace labialnich zZlaz
Cilem inkubaci labialnich 714z samct B. ferrestris bylo zkoumat in vitro posledni krok
biosyntézy (S)-2,3-dihydrofarnesolu, tj. enzymovou reakci vedouci k redukci dvojné
vazby farnesolu.

K homogenatu labialnich Zlaz a substratu byly pfidavany koenzymy NAD™ a
NADP", jez byly prevedeny in situ na své redukované formy enzymem G6PD, diky
¢emuz byl umoznén pribeh biosyntetické reakce ve sméru redukce na rozdil od ptedchozi

prace [108], kdy byl studovan smér oxidacni.

3.2.1.1 Priprava homogenatu labiilni Zlazy
Veskeré kroky byly provadény na ledu, aby se pedeslo degradaci enzymu. Zlazy byly
skladovany 1 zpracovany po trojicich dle stafi (skladovany pii —80 °C; stafi: faratni,
Odenni (po vylihnuti), jednodenni, dvoudenni, tfidenni, pétidenni, sedmidenni,
desetidenni).

Na kaZzdou 7lazu v mikrozkumavce (3 kusy) bylo pfidano 50 pL extrakéniho
pufru. Homogenizace tkané¢ byla provedena pomoci ru¢niho homogenizatoru s
plastovym pistem po dobu 2 minut, dokud nepfestala byt patrnd vySsi struktura zlaz.
Nasledovala pétiminutové sonikace homogenatu (nejvyssi stupenlt vykonu) a poté kratkeé
michani (2500 RPM, 10 s). V ramci nékterych experimenttli byla ¢ast tohoto homogenatu
odebrana a dale centrifugovéana (15000 RPM, 2 minuty), nebo filtrovana ptes 0,6um filtr.
Pokud vysledny extrakt nebyl ihned pouzit k experimentu, byl uchovan pii —20 °C.
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3.2.1.2 Inkubace homogenatu CLG s alkoholovymi substraty

K 945 uL roztoku premixu bylo pfidano 15 uL homogenatu labialni zlazy, 20 pL roztoku
substratu a objem doplnén vodou na 1 mL. Obsah vialky byl inkubovan rtiznou dobu
v orbitalni tfepacce (200 RPM, 30 °C). Poté byla provedena extrakce: Po pfidavku 500
uL extrakéniho pufru byla smés prudce michana (2000 RPM, 60 s) a poté kratce
centrifugovana pro urychleni ustaveni fazi (2500 RPM). Nasledn¢ bylo odebrano 300 pL
horni organické faze pred analyzou pomoci GC-FID. In vitro inkubace byly provadény

v dvou sériich, jejichz podminky jsou uvedeny v tabulkach Tab. 3.1 - Tab. 3.2.

Tab. 3.1: Série A, podminky inkubace.

substrat: 100 mM farnesol

koenzym: NAD', NADP" (50mM)

homogenat CLG: F, 1-denni, 2-denni, 3-denni, 5-denni, 7-denni, 10-denni (CLG po
dvojicich, rok 2016)

homogenat . , .
CLgG ekvivalent substrat molarni pomér délka inkubace
uL CLG umol substrat/koenzym hod
5 0,5 125 5 24

Tab. 3.2: Série A, podminky inkubace.

substrat: 100 mM farnesol

koenzym: NAD", NADP" (50mM)

homogenat CLG: F, 1-denni, 2-denni, 3-denni, 5-denni, 7-denni, 10-denni (CLG po
trojicich, rok 2016)

homogenat . , .
CLgG ekvivalent substrat molarni pomér délka inkubace
uL CLG umol substrat/koenzym hod
5 0,5 125 5 48

V ramci tohoto vyzkumu byla také dopliikkové zkoumana dynamika samc¢iho feromonu

v Case. Jeji vysledky jsou uvedeny v piilohach.
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3.2.2 Izolace RNA, priprava cDNA a kvantitativni PCR
3.2.2.1 Izolace RNA z tkani

Pro ucely stanoveni relativni exprese mRNA a klonovani sekvenci bylo provedeno
nékolik sérii izolaci RNA z riznych tkani rizné starych samct B. terrestris. VSechny
kroky izolace (kromé centrifugace) byly provadény v boxu s laminarnim proudénim; pro
veskeré manipulace s RNA byla pouzita NFW: ultracistd voda pfedem autoklavovana s
DEPC nebo komeréné dodana.

Jednotlivé tkdné byly pitvany kolegou J. Kindlem do mikrozkumavek s 300 puL
Trizol a pted izolaci uchovany pti —80 °C. Tkan byla nejprve dikladné homogenizovana
ru¢nim homogenizatorem s plastovym pistem a inkubovana 5 min pfi laboratorni teploté.

Poté byly vyuzity dva alternativni zptsoby izolace:

Izolace RNA pomoci chloroformu

Ke vzorku bylo dale ptidano 40 pL chloroformu, smés byla poté cca 20x tfepana, znovu
inkubovana 5 min a nésledn¢ centrifugovana (14 000 RPM, 15 min, 4 °C). Po centrifugaci
bylo opatrné odebrano zhruba 50 pL supernatantu (horni vodnd faze). Supernatant byl
dale doplnén 50 pL 2-propanolu, mirn¢ protfepan v ruce a inkubovan 10 min pii
laboratorni teploté; poté byl znovu centrifugovan (14 000 RPM, 15 min, 4 °C). Po
odebrani supernatantu byla peleta proplachnuta 150 pL 75% ethanolu, protfepana a
centrifugovéana (14 000 RPM, 5 min, 4 °C). Nakonec byl opatrné odebran supernatant,

peleta téméf vysusena a nasledné rozpusténa v 30 pL NFW.

Izolace RNA pomoci Kkitu

Alternativné byla pouZivana rychlej§i metoda — izolace byla provadéna pomoci
standardniho Direct-zol MicroPrep Kit. 40 puL roztoku (31 pL DNazy + 217 puLpufru)
bylo davkovano pfimo na kolonku, inkubovdno 15 minut pii pokojové teploté. Pied
pfidavkem ethanolu v poméru 1:1 vi¢i mnozstvi vzorku, byla jest¢ provedena

homogenizace biologického materidlu (1 min ruéné a 30 s ruénim mini-mixérem).

3.2.2.2 Priprava cDNA reverzni transkripci
RNA ziskand izolaci z tkéni B. terrestris byla dale prepsana do cDNA pomoci reverzni

transkriptazy Superscript I11.
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Ve 0,2mL mikrozkumavce bylo smichéno pfislusné mnozstvi izolované RNA
(500 ng) s presnosti na 0,1 uL s NFW, aby vysledny objem byl 11 pL. Dale byl ptidan
primer oligo(dT)12-1s (1 pL) a 10mM deoxyribonukleotidtrifosfaty (ANTP; 1 uL). Vznikly
premix I (13 pL) byl inkubovén pii 65 °C v termocykléru a nasledné umistén na led.
Pouzity program je uveden v Tab. 3.3.

K premixu I bylo dale pfidano 7 pL premixu II obsahujiciho 1 pL reverzni
transkriptazy Superscript 111 (200 U), 4 uL 5% koncentrovaného pufru First Strand, 1 pL
0,1M dithiotreitolu a 1 pL inhibitoru RNaseOUT. Sm¢s byla dikladn€¢ promichéna
pomoci pipety a umisténa do termocykléru; Pfed vracenim do termocykléru bylo
kontrolovéano, zda se roztok nachéazi na dné¢ mikrozkumavky; pokud ne, obsah byl kratce
centrifugovan.

Presny teplotni program je uveden v Tab.1 nize.

Tab. 3.3: Teplotni program pro syntézu cDNA:

| 5Smin pii65°C | * | 50 min pii 50 °C | 5 min pii 85 °C | 4 °C |

Poznamka: Prvni krok se tyka pouze premixu I. * v tomto bod¢ je roztok umistén na led (1 min) a

pokracuje se pfidanim premixu II.

3.2.2.3 Kvantitativni PCR s cDNA vybranych transkripti
Cilem gqPCR bylo stanovit relativni expresi transkriptd kandidatnich receptori a
prekurzorového proteinu PBANp. VSechny vzorky cDNA byly pfed pouzitim v reakci 5%
fedény NFW.

Primery specifické pro studované transkripty (tabulka primert je uvedena v Tab.
3.4) byly navrzeny pomoci serveru Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer—blast/). Pied samotnSIm

stanovenim cDNA transkriptl byla ovéfena specifita navrzenych primerti na spojenych
vzorcich cDNA ze vSech vékl pouzitych jedinct pro danou tkan v fedéni 1x, 10x, 100x
a 1000x.

Stanoveni probihalo na 96jamkové destic¢ce s vyuzitim technickych duplikati. Do

kazdé¢ jamky bylo umisténo 20 pL reakéni smési, z toho 18 puL zédkladniho roztoku a 2 pL

33


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

templatu cDNA. Zakladni roztok obsahoval mastermix LightCycler 480 SYBR Green [
Master a smes 2 piislusnych primeri (kazdy o vysledné koncentraci 1,25 uM).
Podminky qPCR byly nésledujici: vzorek byl po dobu 60 s zahtivan na 95 °C,
poté nasledovalo 45 cyklu (1 cyklus = 95°C, 30 s), nasledné byl vzorek po 30 s chlazen
na 55°C a déle znovu 30 s zahfivan na 72°C. Finalni krok syntézy trval 2 minuty pfi

teploté 72°C.

Tab. 3.4: Sekvence primert pro qPCR

Primer Sekvence aminokyselin Tm [°C]
Bte PBANp (forward) | TCAAGCAACGCAGTTCACACT 60
Bte PBANp (reverse) | CTCGGAGTTGGTGTCCAAGG 60
Bte NCr (forward) GGCAGGAGAAGTTGGACTACC 60
Bte NCr (reverse) TATTCACGCCTTCTCGACCTG 60
Bte NUr2 (forward) ACGAAACCAGTCCGACTCTG 60
Bte NUr2 (reverse) CGAGTATTCCGAGCGTGACA 60
Bte GNRHTr (forward) | TCATCATCTGCTGGACACCG 60
Bte GNRHTr (reverse) | TAAGTCTGCGTTGGGTGGTG 60
PLAZ2 (forward) GGTCACACCGAAACCAGATT 60
PLA2 (reverse) TCGCAACACTTCGTCATTTC 60
EEF1a (forward) AGAATGGACAAACCCGTGAG 60
EEF1a (reverse) CACAAATGCTACCGCAACAG 60

Utinnost jednotlivych part primert byla vypoétena pomoci vzorce:
E (%) = (10¢1slopery x 100,

Kalibraéni kiivky (kde y = Ct a x = log10) odpovidajici mnozstvi vstupujicich genil a
ptislusnych RT-qPCR amplikont byly nasledujici:

y=-3,79x +37,13; R2> 0,99

y=-3,65x +38,29; R2> 0,99

y =-3,56x + 34,69; R2 > 0,99

y =-3,65x + 38,58; R2> 0,99

y =-3,43x + 35,20; R2> 0,99
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3.2.3 Klonovani sekvenci z cDNA a exprese proteint v kvasinkach

3.2.3.1 PCR s Phusion DNA polymerazou

Reakeéni smés obsahovala 10 uL 5% koncentrovaného GC pufru, 3 uL 10mM dNTP mixu,
oba primery (1 pL reverse + 1 puL forward, kazdy o koncentraci 25 uM), 0,5 uL DNA
polymerazy Phusion a 1 uL templatu. Roztok byl doplnén NFW na objem 50 pL. Teplotni
prabéhy reakci s SDR1 a PPR jsou uvedeny v tabulkach Tab. 3.6 a Tab. 3.7, sekvence
pouzitych primert v Tab. 3.6.

Tab. 3.6: Sekvence primert pro PCR

Primer sekvence aminokyselin Tm [°C]
Bte PPR (forward) | ATGGATCCCAGATAAATATTATACTTATTATATTC 55
Bte PPR (reverse) ACAATAATGCGGCCGCTTAAAAAATATAAGGAAG 50
TAGAA
Bte SDRI (forward) | ATGGATCCAATCGTTGGACCGGTAAAG 55
Bte SDRI1 (reverse) | AATAATGCGGCCGCTCAATCCCGCTGTGGG 54

Tab. 3.7: Teplotni program PCR s Phusion DNA polymerazou pro PPR. *opakovani
probehlo 40x.

Cilova teplota | Rampa Opakovani
°C S
98 60 -
98 10 +
50 20 +
72 45 +
72 600 -
4 0 -
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Tab. 3.8: Teplotni program PCR s Phusion DNA polymerazou pro SDR1 (cDNA

mozku). *opakovani probéhlo 45x.

Cilova teplota | Rampa | Opakovani
°C S
98 60 -
98 10 +
50 20 +
72 20 +
72 600 -
4 1200 -

3.2.3.2 Agardzova elektroforéza DNA

Pro vyhodnoceni vysledku PCR nebo pro tucely purifikace DNA byla pouzita
elektroforéza v 1% agar6zovém gelu v TAE pufru. Objem 10-50 pL vzorku smichaného
v poméru 4:1 se vzorkovym pufrem. Jako standard bylo vyuZzito 1 kbp standardu.

Elektroforéza probihala n€kolik desitek minut pti napéti 130 V.

3.2.3.3 Purifikace amplikoni po PCR
K purifikaci ampliont byl vyuzivan QI4Aquick PCR Purification Kit. Purifikovany byly
celkem tfi vzorky z PCR: PBANp-1 (200 nukleotidi, cDNA knihovna mozku), SDR1
(knihovna 22.cyklu SDR1 z qPCR) a PBANp-2 (knihovna 22.cyklu PBANp z qPCR). Ke
vzorku byl nejprve ptfiddn pétindsobek PB Binding pufru a vzorek byl centrifugovan.
Standardni QIAquick spin kolonka byla umisténa do 2 mL sbérné ependorfky, vzorek byl
nadavkovan na kolonu a poté 60 s centrifugovan. Supernatant byl déale odstranén a na
kolonku naneseno 750 pLPE promyvaciho pufru s ethanolem, nésledovala dalsi
centrifugace (60 s). Supernatant byl posléze opét odstranén a kolonka minutu
centrifugovéna, aby dos$lo k odstranéni veskerého promyvaciho pufru. Nasledné byla
kolonka umisténa do ¢isté 1,5 mL ependortky.

Eluce DNA byla provadéna 50 pL vody (pH = 7). Kolonka byla opét minutu
centrifugovéna. U vyslednych vzorkli PBANp-1 a PBANp-2 byla zméfena koncentrace a
vzorek SDR1 byl déle restrikéné Stépen.
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3.2.3.4 Extrakce amplikonii z gelu
K extrakci DNA z agar6zového gelu byl pouzit QlAquick Gel Extraction kit.

Ke 100 mg vytezu gelu bylo ptidano 300 uL Buffer OG. Smés byla za obéasného
promichani zahtivana pti 50 °C, dokud se gel zcela nerozpustil. Nasledné byla provedena
kontrola zbarveni: pokud byl roztok zluty, bylo k nému ptidano 100 puL 2-propanolu a
smés byla dikladné promichana. Poté byl roztok nanesen na QIAquick kolonu umisténou
ve sbérné zkumavce. Nasledovala centrifugace (15 000 RPM, 1 min). Dal$im krokem
bylo odstranéni eluatu a aplikace 750 uL. Buffer PE piimo na kolonu, nasledovana
centrifugaci (15 000 RPM, 1 min). Eluét byl poté znovu odebran a kolona centrifugovana
(15 000 RPM, 1 min). V zavérecném kroku byla kolona pienesena do mikrozkumavky a
bylo na ni aplikovano 30 uL NFW. Po inkubaci 1 min nasledovala posledni centrifugace

(15 000 RPM, 1 min).

3.2.3.5 Restrikéni Stépeni DNA

Pro restrikéni §tépeni SDR1/PPR bylo nejprve k roztoku ptidano 6,66 pL standardniho
NEB 3.1. pufru, dva druhy restriktaz (0,83 pL + 0,83 pL, pomalejsi Notl + rychlejsi
BamH]I), objem doplnén na 66,6 pL. vodou a vortexovan. Vzorek byl inkubovan pti 37 °C
po dobu 1 hodiny.

Pro analyzu pak bylo k celému objemu vzorku ptidédno 5 puL loading pufru.

3.2.3.6 Ligace DNA
Pro ligace SDR1/PPR DNA byla nejprve pfipravena reakéni smés, pfi¢emZ po piidani
ligdzy bylo s roztokem nakladano velmi opatrné — byl michan pouze ruéné€ a rozhodné ne
vortexovan. Reakéni smés obsahovala: 2 pL pufru T4 (10x konc.), 2,8 pL S$tépené
plazmidové DNA, 15 pL St€pené inzertované DNA, 1 pL T4 DNA ligazy a vodu do
objemu 20 pL.

Reakéni smés byla inkubovana pies noc. Alikvot smési byl nasledné pouZit pro

transformaci kompetentnich bun¢k E. coli.

3.2.3.7 Transformace kompetentnich bakterii
Byla vyuzita transformace ligované plazmidové DNA do chemicky kompetentnich bun¢k

kmene E. coli DH5a teplotnim Sokem.
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Bunécna suspenze E. coli byla nejprve rozmrazena na ledu (cca 10 minut). Do
mikrozkumavek bylo nasledné¢ nadavkovano 50 pL této bunécéné suspenze, piidana
plazmidovd DNA o koncentraci 5 pg/mL. Smés byla 5x jemné promichana
(“cvrnknutim®) a umisténa na dalSich 20 minut na led. Poté byla bez promichani vlozena
do lazné o teploté 42 °C na 90 s. Po teplotnim Soku byla smés vracena na 2 minuty na
led. Bylo pfidano 500 puL. LB média a smés byla inkubovéna 1 hod pii teploté 37 °C; poté
byla protiepana a podil 100 pL o¢kovan na LB agar s 10pug/mL ampicilinem.

Nartst E. coli s plazmidy probihal po dobu 24 hod pii 37 °C. Vybrané kolonie
byly pomoci sterilniho paratka ockovany do 3 mL LB média s ampicilinem a kultivovany

pies noc pii 37 °C, 500 RPM.

3.2.3.8 PCR amplifikace sekvenci z bakterii
Ptitomnost klonované sekvence v plazmidu byla ovéfena PCR amplifikaci z bakterialni
kultury s vyuzitim Taq DNA polymerazy.

Reakéni smés obsahovala 2,5 pLL 10x koncentrované¢ho Taq pufru, 0,5uL 10mM
dNTP mixu, oba primery (0,5 uL reverse + 0,5 uL forward, kazdy o koncentraci 25 uM),
0,15 pLL. Taq DNA polymerazy (5 U/uL) a 1 puL templatu. Objem byl doplnén NFW na
celkovy objem 25 pL. Teplotni prabéh reakcei je uveden v Tab. 3.9.

Tab. 3.9: Teplotni program pro PCR s Tagq.

Cilova teplota | Rampa

°C s

95 600
95 25
45 30
68 120
68 600

4 pauza
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3.2.3.9 Izolace plazmidové DNA z bakterii

Po transformaci DNA do E. coli byla plazmidova DNA izolovéana z kultur vybranych
kolonii. K tomuto ucelu byl pouzit Zyppy Plasmid Miniprep kit. Aby jej bylo mozné
vyuzit, byl nejprve snizen objem cca 3 mL kultury pomoci centrifugace (15 000 RPM, 1
min) na 600 pL.

Buiiky byly nejprve resuspendovany a po pridavku 100 uL 7x koncentrovaného
lyza¢niho pufru suspenze opatrné 10x otocena. Nasledoval do 2 min ptidavek 350 pL
vychlazeného neutraliza¢niho pufru, smés byla prudce promichdna a centrifugovana (15
000 RPM, 3 min). Objem 900 pL supernatantu byl opatrn¢ odebran a aplikovan na
centrifugacni kolonu Zymo-Spin IIN umisténou ve sbérné zkumavce. Nasledovala
centrifugace (15 000 RPM, 15 s). Po centrifugaci byl odstranén eluat, na kolonu bylo
aplikovano 200 uL. Endo-Wash Buffer a sm¢s byla opét centrifugovana (15 000 RPM,
30 s). V dalsim kroku bylo aplikovano 400 uL. Zyppy Wash Bufferu, nasledovano dalsi
centrifugaci (15 000 RPM, 1 min). V zavére¢ném kroku pak byla kolona pfenesena do
jimaci mikrozkumavky a bylo na ni aplikovano 30 pL. NFW. Po inkubaci 1 min
nasledovala posledni centrifugace (15 000 RPM, 30 s). Vysledna koncentrace DNA byla

zmeétena pomoci spektrofotometru NanoDrop.

3.2.3.10 Transformace kompetentnich kvasinek
Suspenze kompetentnich bun&k S. cerevisiae (50 uL) byla nejprve rozmraZena
a centrifugovana (14000 RPM, 2 min). Peleta byla suspendovana v 360 pL
transformaéniho roztoku FCC obsahujiciho 5 pg plazmidové DNA; smés byla poté
dikladn¢ promichana. Poté probéhla inkubace (60 min pii 42 °C), centrifugace
(14000 RPM, 30 s) a peleta byla nasledné opét suspendovana v 1 mL vody.

100 pL vysledné suspenze kvasinek s SDR1 a PPR bylo davkovano v ochranném
boxu pomoci sklenénych kulicek na SC-U agar (viz. oddil 3.2.3.11). Misky byly
inkubovany 3 dny pii 30 °C za stalého, pozvolného tiepani na ttepacce s kontrolou teploty

[109].

3.2.3.11 Kultivace kvasinek
SC-U médium (bez uracilu) pro kultivaci kvasinek s SDR1 mélo nasledujici sloZeni:

20 g glukozy + 6,7 g standardni DIFCO Yeast Nitrogen baze (bez obsahu aminokyselin)
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+ 5,7 mL 35x koncentrovaného roztoku BRENT Supplement Mixture bez uracilu, aby
dochazelo k selekénimu tlaku na kvasinky. Média byla autoklavovana. Pokud bylo
médium nanaseno na petriho misky, bylo k nému pted nalitim ptidavano 20 g/L agaru a
0,5 mM CuSOy ionty a voda do 250 mL. K médiim byl pfidavan 1 mM roztok substratu

farnesolu.

3.2.3.12 Zpracovani kvasinek pred analyzou
Kvasinky pro analyzu byly ptelity do 50 mL falkonek a stoceny na centrifuze (2000 RPM,
4 °C, 3 min), a promyvany vodou (20 mL destilované vody). Supernatant byl pribézné
odlévan. Peleta byla nakonec suspendovana v 500 pL roztoku (20%v glycerolu + 5%v
glukozy), ptenesena do 1,5 mL ependorfek a ulozena pti 4 °C.

Pted SDS-PAGE byl ke vzorkiim jesté navic pfidavan premix (270 uL protein
loading buffer, 180 pL destilované vody, 18 uL protease inhibitor cocktail). Finalni smés
obsahovala 52 pL premixu a 25 pL roztoku kvasinek. Po desetiminutové sonikace byla

smés ptred SDS-PAGE ulozena v -20 °C.

3.2.4 Izolace peptidi z tkani a jejich analyza
Cilem této casti prace bylo ziskat nativni PBAN nebo jiny neuropeptid z
PBAN/pyrokininové rodiny ze tkan€ ¢meldka zemniho.

Zplsob izolace z Zivocisné tkdné byl zvolen zejména na zdkladé vyzkumu

pfedchozich praci na mirach (viz oddil 1.2).

3.2.4.1 Extrakce peptida z hlav a labidlnich Zlaz

Aby bylo mozné ziskat detekovatelné mnozZstvi neuropeptidd, bylo pouzito velké
mnozstvi biologického materidlu ziskaného v pribéhu 3 mésicti z rizné starych samcii
¢meldka zemniho. Hlavy (vnitiek hlavy po odstranéni labidlni zZl14azy) i labialni Zlazy byly
uchovany pii —20 °C s mnoZstvim 50 pL acetonu na Zlazu. Celkem byly kolegou J.
Kindlem nasbirany zvlast’ hlavy a labialni zlazy ze 750 samci. Biologicky material byl

rozdélen na dvé ¢asti (390 a 360 kusi), se kterymi byla extrakce provedena zv1ast'.
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yoqe e

e Odtucnéni (odstranéni lipidi, terpenti a prebytecné tkanové vody):

Vzorky byly po odstranéni pfebytecného acetonu zhruba 5 min homogenizovany v treci
misce na ledu. Homogenat byl centrifugovan (9500xg, 5 min, 4 °C), supernatant odebran
a sediment znovu pfenesen do tfeci misky, kde byl kratce extrahovan 30 mL hexanu. Po
centrifugaci (9500 g, 5 min, 4 °C) a odebrani supernatantu byla peleta ptfenesena do tieci
misky s malym mnozstvim acetonu. Suspenze byla filtrovana ptes papirové filtry, retentat

byl posléze susen na vzduchu 30 min a zvazen.

o Kysela extrakce I:

Pii prvni kyselé extrakci bylo do tieci misky k odtucnéné suSiné ptiddno 5 mL
extrakéniho roztoku II, cely obsah béhem 5 min dikladné rozetfen a poté sonikovan
(maximalni vykon, 10 min). K ziskané suspenzi bylo pfidano jesté¢ 10 mL extrakéniho
roztoku II, smés byla centrifugovana (9500%g, 5 min, 4 °C) a supernatant byl uschovan.
Ptidavek extrakéniho roztoku II a naslednd sonikace, centrifugace a uchovani
supernatantu byly jesté¢ 2 opakovany; jednotlivé ptidavky extrakéniho roztoku II €inily
15 mL a 20 mL. Supernatanty ziskané v pribéhu extrakce byly spojeny (~50 mL) a
ulozeny pti —20 °C.

o Kysel4a extrakce II:

Pti druh¢ extrakcei bylo do tfeci misky k vysledné peleté z prvni extrakce ptidano 5 mL
extrak¢niho roztoku III a vzorek byl znovu dikladné rozetten. Poté bylo ke smési pfidano
5 mL extrakéniho roztoku III. Smés byla sonikovdna (maximalni vykon, 10 min) a
centrifugovana (9500xg, 5 min, 4 °C). V dalSich dvou krocich byl zopakovan pfedchozi
postup s tim rozdilem, Ze v kazdém kroku bylo pfidano 20 mL extrak¢éniho roztoku III.

Supernatanty ziskané v pribéhu extrakce byly spojeny (~50 mL) a ulozeny pi1 —20 °C.

3.2.4.2 Frakcionace peptidi pomoci SPE
Pro ucely zjednoduseni identifikace peptidl ve smési byly extrakty pied analyzou pomoci
LC-MS frakcionovany na reverzni fazi.

Extrakty peptidi z tkani byly aplikovany na SPE kolonu BondElut C18 (2 g)
piredem ekvilibrovanou na eluent A (0,1% kyselina mravenci ve vod¢). Po promyti kolony

20 mL eluentu A byly adsorbované latky eluovany postupné 10 mL 10%, 30%, 60%, 90%
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eluentu B (0,1% kyselina mravenci v acetonitrilu); kolona byla nakonec promyta 50 mL

eluentu B. Ziskané frakce byly uchovany pii —20 °C.

3.2.4.3 Priprava vzorku pro LC-MS
Z frakci ziskanych po SPE byla nejprve odstranéna vétSina acetonitrilu pomoci rotacni
vakuové odparky; frakce byly poté 2 dny lyofilizovany.

Lyofilizované frakce peptidi byly nejprve zvazeny a rozpustény v solubilizacnim
roztoku. K lyofilizované frakci ve 4mL vialce bylo pfidano takové mnozstvi
solubiliza¢niho roztoku, aby vysledné koncentrace suspenze byla <50 mg/mL a zaroven
vysledny objem nebyl nikdy nizsi nez 100 pL.

Smés byla dikladné¢ michana a tfepana, aby doslo ke styku roztoku se vSemi
¢asticemi lyofilizatu. Poté nasledovalo cca 20 min sonikace (nejvyssi vykon, ~20-25 °C).
Suspenze byla poté sklepnuta na dno nddobky a cela pienesena do 1,5mL
mikrozkumavky, v niz byla centrifugovana (14 000 RPM, 3 min). Objem 100 puL
vysledného supernatantu byl pfeveden do 150uL insertu ve vialce; pokud bylo roztoku
vice nez 100 pL, byl zbytek uchovan ve zkumavce pii —20 °C. Hmotnosti lyofilizovanych

frakci a pouzité objemy solubiliza¢niho roztoku jsou uvedeny v Tab. 3.10.

Tab. 3.10: Solubilizace lyofilizovanych frakci peptidt z CLG a mozkd.

Vzorek / Frakce Miyofilizétu V Solubilizaéniho r. Nastiik na kolonu
[mg] [nL] [nL]
CLG /0% 38,06 760 2, poté 10
CLG/ 10% 1,29 322,5 5
CLG/30% 2,48 620,0 5
CLG / 60% 1,83 457,5 5
CLG /90% 0,40 100,0 5
HLAVA /0% 43,12 861,0 5
HLAVA /10% 1,73 345,5 5
HLAVA /30% 3,39 676,0 5
HLAVA /60% 2,08 415,0 5
HLAVA /90% 0,46 100,0 5
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3.2.4.4 SDS-PAGE
SDS-PAGE byla provadéna dvakrat — jednou s koncentrovanéjSim a podruhé s méné
koncentrovanym délicim gelem podle standardniho SDS-PAGE protokolu [110].

20% délici gel obsahoval 0,05 mL 10%(v) SDS pro ziporné¢ nabité
peptidy/proteiny, 0,3 mL vody, 3,3 mL 30%(v) roztoku sitovaného akrylamidu, 10 pL
TEMED, 1,3 mL 1,5 M Tris (pH = 8,8), a jako iniciator asociace 0,05 mL 10%(v)
peroxodisiranu amonného. Tento gel byl naddvkovan a ptekryt vrstvickou butanolu. 1
mL 5%(v) zaostfovaciho (stacking) gelu obsahoval 1,1 mL Triss, akrylamidu, H>O a
SDS, 0,01 mL 10%(v) peroxodisiranu amonné¢ho a 0,005 mL TEMED. Pied jeho
nadavkovanim na d€lici gel byl odsat butanol.

Na gel byly davkovany frakce mozku 0% a 30% (oba 10 pL) a standardy peptidi
(10 pL obsahujicich 1 mM beta-NP, gama-NP, DH, PBAN1 a PBAN2) a ELFO standard
(5 pL). Pied davkovanim na gel bylo jesté ke v§em vzorkiim krom& ELFO standardu
pfidano 20 pL redukéniho pufru a smés zahtivana v 1azni 2 min na 100 °C. Poté byly
vzorky naddvkovany na gel, vana dolita Tris pufrem a byla zahajena elektroforéza (200
V, 1h).

Vysledny gel byl promyvan 2 minuty ve vod¢ (3x) a poté k nému bylo pridano 50
mL Coomasie BB stain barvy a gel byl na 35 h umistén na tfepacku. Po ukonceni barveni
byl gel znovu dikladn€¢ promyt vodou a pak znovu jest¢ 30 minut barven
v koncentrovaném Coomasie. U vyslednych vzorki byla zméfena koncentrace a
stanovena kalibra¢ni kiivka, kterd byla vyuZita pro ucely vytvofeni vhodné metody LC-
MS.

Pii pokusu s 12% d¢licim gelem probihala piiprava obdobné¢, nicméné bylo
davkovano pouze 5 puL vzorkl s 10 puL redukéniho pufru a smes zahtivana v 1azni 5 min
pii 100 °C. Byly davkovany jak vSechny frakce mozku, tak frakce labialni Zlazy (10

vzork).

3.2.5 Analytické metody

3.2.5.1 Plynova chromatografie
Pro analyzu reakéni smési po in vitro inkubaci byl pouZit plynovy chromatograf vybaveny
analytickou kolonou pro kapilarni GC (5 % fenyl-arylen, 95 % dimethylpolysiloxan) a

plamenoioniza¢nim detektorem (GC-FID).
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Plynova chromatografie s plamenoioniza¢ni detekci

Automatickym davkovacem nebo ru¢né byl do ptedniho inletu (250 °C, splitovaci pomér
byl variabilni v rozmezi 1:1 az 100:1 v zavislosti na koncentraci konkrétnich analytt,
nejcasteji byl splitovaci pomér 60:1) davkovan 1 pL vzorku. V kolonovém prostoru byl

pouzit nasledujici teplotni program:

Gradient | Cilova teplota | Rampa
°C.min’! °C min
0 50 1,00
10 200 0,00
50 300 5,00

Priitok mobilni fize (helium) byl 1,0 mL.min"!. Analyty eluujici z kolony byly
detekovany spalenim v detektoru (300 °C, pritok vodiku 40 mL.min™!, priitok vzduchu
400 mL.min!, pritok dusiku (make-up flow) 20 mL.min'). Chromatogramy byly

automaticky integrovany a pro vypocet stupné¢ konverze byly pouzity plochy pikd.

Plynova chromatografie s hmotnostni detekei
Pfi analyze pomoci GC/MS byl davkovan 1 pL vzorku do ptedniho inletu (250 °C,
splitovaci pomér 40:1). Béhem analyzy byl v kolonovém prostoru pouzit nasledujici

teplotni program:

Gradient | Cilova teplota | Rampa
°C.min’! °C min
0 50 1,00
4 200 0,00
25 300 2,00

Pritok mobilni faze (helium) byl 1,2 mL.min"!. Transfer line méla teplotu 260 °C.
Analyty byly detekovany v pozitivnim modu elektronové ionizace (iontovy zdroj 200 °C,
emisni proud 45 pA) pomoci kvadrupdlového analyzatoru (skenovaci rozmezi 29—-650,

frekvence 5 s7).
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Dvourozmérna plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Pomoci dvourozmérné plynové chromatogratie byly analyzovany lipidy z kvasinkovych
kultivaci PPR a SDR1. Priitok mobilni fize (helium) byl 1 mL.min"'. Jako primarni
kolona byla pouzita nepolarni kolona Zebron ZB-5ms (30 m x 250 um 1. D. x 0.25 pm
tloustka filmu, Phenomenex), jako sekundéarni kolona byla pouzita polarnéjsi BPX-50
(1.5m x 100 um L. D. x 0.10 um tloustka filmu, SGE). Injektor byl vyhiivan na teplotu
250 °C. Teplotni program byl nésledujici:

Gradient | Cilova teplota | Rampa
°C.min’! °C min
0 100 1,00
4 320 0,00
0 320 5,00

Analyty byly detekovany v positivnim médu elektronové ionizace (iontovy zdroj
220 °C, =70 V) pomoci priletového analyzatoru LECO Corp. ChromaTOF (skenovaci
rozmezi 30—600, frekvence 5 s!, 1800 V). Transfer line méla teplotu 260 °C.

3.2.5.2 Kapalinova chromatografie
Analyza na LC-MS byla provadéna s nastfikovym objemem 5 pL (pokud neni uvedeno
jinak) se sbérem dat pouze MS a MS+MS?. Analyza trvala celkem 60 min, priitok fize
kolonou byl 0,2 mL/min pti 30 °C (teplota néstfiku, detektoru i kolony).

Frekvence sbéru dat detektoru byla 50 Hz, a skenovani probihalo v rozmezi hmot
Mr = 100,00 —2000,00, s kolizni energii 60 pA. Gradientovy program je uveden v tabulce

nize (mobilni faze B = 0,1% kyselina mravenci, mobilni faze C = 0,1% methanol):
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Eas SloZeni mobilni
faze

min B/C [%]

1,00 95/5
35,00 0/100
45,00 0/100
49,75 95/5
59,75 95/5

Dodate¢na LC-MS analyza byla provadéna Mgr. Martinem Hubalkem, Ph.D. v rdmci

skupiny Hmotnostni spektrometrie na UOCHB AV CR. Vysledky jsou uvedeny v oddilu

4.
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4 Vysledky a diskuze
4.1 Biosyntéza (S)-2,3-dihydrofarnesolu

4.1.1 In vitro inkubace labidlnich Zlaz B. terrestris
Cilem této faze vyzkumu bylo podrobné&ji zkoumat biosyntézu majoritni slozky sam¢iho
feromonu (§)-2,3-dihydrofarnesolu, ke které dochédzi v hlavové Casti labialni zlazy a
jejimz ptredpokladanym poslednim krokem je stereospecifickd enzymova redukce 2,3-cis-
dvojné vazby farnesolu (viz Obr. 4.1). Z labiélnich zlaz byly piipraveny homogenaty a
nasledné pouzity pro in vitro inkubace se substratem farnesolem. Aby bylo mozné
zkoumat redukéni proces v Case a byl zajistén dostatek redukovanych koenzymd, byl v
inkuba¢ni smési s piidanymi koenzymy NAD' a NADP® pouzit NADH/NADPH
generujici systém (enzym G6PD a glukdza-6-fosfat), jenz slouzil k in situ recyklovani
redukovanych forem.

Inkubace byly provadény za riznych podminek v dvou sadéch, jejichz vysledky,

ziskané analyzou produkti pomoci GC-FID, jsou uvedeny na Obr.4.2 — Obr. 4.6.

OH
~ ~ ~ OH___ WVYV

NADH/NADPH

Obr. 4.1: Schéma enzymové katalyzované redukce farnesolu na (S)-2,3-dihydrofarnesal.

Pti in vitro inkubacich dle pfedpokladu dochédzelo jak ke tvorbé (S§)-2,3-
dihydrofarnesolu (cca 5-10 %), tak k nezddoucim oxidacnim reakcim (cca 40 %), pii
nichz vznikala smés riznych aldehydi odvozenych od farnesolu. K témto parazitickym
reakcim dochazelo ve vSech in vitro inkubacich nejspiSe dusledkem piitomnosti
oxidovanych koenzymd, jez slouZzily jako substraty pro dehydrogenazy, a také ptistupem
vzdusného kysliku béhem inkubace. Schematicky nakres oxidacnich reakci je uveden na
Obr. 1.2.1. Tento rovnéz enzymové katalyzovany proces byl podrobnéji zkouman

v ramci piedchozi studie [108].
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Obr. 4.2. Mnozstvi vznikajiciho (S)-2,3-dihydrofarnesolu, vyjadiené jako procento ptivodniho substratu

farnesolu, v zavislosti na délce inkubace a pfidaném mnozstvi homogenatu CLG pfi in vitro inkubacich.

Vysledky méfeni z prvnich in vitro inkubaci jsou uvedeny na Obr. 4.2. Ukazuji,
ze u kontrolnich vzorki bez substratu a bez homogenatu labialni Z1azy nedochdzi k vzniku
DHEF, zatimco u kontrolnich vzorkt bez piidavku koenzymt DHF vznikd v podobné mife
jako pii jejich ptidavku (pti 24h 1 48h inkubaci). Tento poznatek je logicky, nebot’ v ramci
homogenizace nebyla provedena zadna frakcionace a homogenat tedy obsahoval vSechny
slozky bun€k CLG, tj. i pfisluSné koenzymy, jez zfejmé poslouZily jako substraty pro
reakci. Doba inkubace se neukazala jako dulezity faktor, jelikoz po 24hod i 48hod
inkubaci je mnozstvi DHF podobné. Markantnéj$i rozdil v mnozstvi DHF byl
zaznamenan pii pfidavku 2 ekvivalentd homogenatu labialni Zl14zy, kdy bylo mnoZstvi
vzniklého alkoholu aZ dvojnasobné oproti bézné inkubaci. Tim se ovéfil nas predpoklad,
ze limitujicim prvkem v inkubacni smési je mnozstvi pfidaného homogenatu. Vzhledem
ke zjisténi, ze v labidlni Zlaze se nachazi dostatecné mnozstvi kofaktori pro pribéh

studované reakce, nebyly jiz NAD" ani NADP™ v dal$ich in vitro inkubacich piidavany.
Yyl p y

Na Obr. 4.3 jsou uvedeny chromatogramy z GC-FID ukazujici majoritni slozky
inkubaéni smési v riiznych typech vzorkd. Ukazuje se, Ze substrat farnesolu defaultné
obsahoval nepatrné mnozstvi farnesalu. Ve vzorku bez ptidavku CLG a bez substratu
nevznikaly zadné produkty, zatimco ve vzorku s pfidavkem homogenatu CLG vznikal
jak DHF, tak vyznamné mnozstvi nezadouciho farnesalu. Zaroven ve vzorku obsahujicim

substrat bez piidavku CLG nevznikaly zadné dalsi produkty.
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Obr. 4.3: Vyfezy chromatogrami ze vzorki po in vitro inkubaci. Cervena linie ozna¢uje chromatogram
vzorku bez homogenatu CLG a bez substratu, modra linie oznacuje chromatogram vzorku obsahujiciho

substrat s CLG, zelena linie oznacuje chromatogram vzorku obsahujiciho substrat farnesolu bez ptidavku

CLG. 1 DHF, 2 farnesol, 3 farnesal.

V grafech na Obr. 4.4 a Obr. 4.5 jsou uvedeny statistické udaje o hodnotach DHF,
farnesolu a farnesalu, dominantnich sloZek vznikajicich pii in vitro inkubacich a mnoZzstvi
ptidaného/zbyvajiciho farnesolu, po 24- a 48-hodinové inkubaci. Cerveny sloupec
oznacuje kontrolni vzorek se substratem bez piidavku ekvivalentu CLG. Je z néj jasné
patrné, ze ve vzorku bez enzymatické smési nevznikd DHF a také ze pouzity substrat
farnesolu obsahoval detekovatelné mnozstvi aldehydu farnesalu (farnesol podléha
spontanni oxidaci). Ve vzorcich bez ptidavku koenzymii (zeleny sloupec) probiha
redukéni reakce v podobné mife jako pii pfidavku koenzymu (Zluty sloupec), pouze
dochézi k mirn€ mensi tvorbé DHF. Dale je patrné, Ze pokud neni k enzymatické smési
pfidan substrat, nevznikaji Zadné produkty (tmavé modry sloupec).

Ptidavek dvou ekvivalenti CLG byl zkouméan pouze pii 24-hodinovych
inkubacich (svétle modry sloupec). Ukazuje se, Ze pii ptidavku dvojnidsobku enzymatické
smési vznikd vice nez dvojnasobné mnozstvi 2,3-DHF, pticemZz celkové mnozstvi

aldehydu ziistava zhruba stejné jako pti jednom ekvivalentu CLG.
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Obr. 4.4: Graf vyvoje dominantnich slozek vznikajicich pfi in vitro inkubacich béhem 24 h.
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Obr. 4.5: Graf vyvoje dominantnich slozek vznikajicich pfi in vitro inkubacich béhem 48 h.

4.1.2 Hledani enzymii potencialné zapojenych do biosyntézy sam¢iho
feromonu

Kromé studia biosyntézy pfti in vitro podminkach jsme se rozhodli identifikovat enzym
katalyzujici redukci farnesolu na zékladé transkriptomickych dat. Kandidatni enzymy,
konkrétné se jednalo o SDR1 a PPR, byly zvoleny na zékladé prizkumu enzymovych
databazi a na zéklad€ predchoziho vyzkumu [36] a také proto, Ze jejich katalyticka
vlastnost je popsana napfi¢ rtiznymi organismy. Konkrétn¢ PPR naptiklad katalyzuje
pfeménu polyprenolu na dolichol (viz Obr. 4.6), ktery slouzi v rdmci biologickych
systémul jako membranova kotva. Reakce katalyzovand PPR je z chemického hlediska
totoznd s redukcei farnesolu a tim rozdilem, Ze polyprenol je mnohem delsi substrat nez
farnesol. Siroka rodina riiznych SDR je navic exprimovéna v labidlni zlaze ¢melaka, coZ
by mohlo znamenat, Ze nékteré z nich by mohly byt zapojeny v biosyntéze. Z celé fady

transkriptli SDR proteinti byl vybran kandidat SDR1 s nejvySsi mirou exprese [39].
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Obr. 4.6: Schematicky nakres redukce polyprenolu na dolichol za katalyzy PPR. Obrazek byl

upraven [111].

Celkové proteinové sekvence PPR A SDR1 jsou uvedeny na Obr. 4.7 a Obr. 4.8.

MOINIILIIFIFASLEFTGIVGLSLIYMEAYMPILIVRLFRYGKYSVTYQSITIKNAEVPKR
WEKHFYVLAAPVSSYVLYLIICKEFLWTGNSPKTVIWILNICLGSFRQALVSPESTFIATL
LLTLHCWKREFYETHFVNIFSDNMMNISHYLMGYIHYIGTFICIIGESDGEFVEGSEGNEFSW
RRITYVQLICAIICVLSSYVQLRTNFILSNLRCNKDRKIISTAYKIPHGGLFEYISGALQ
FTEITIYILLSIILWOSTNFHYITEFWVIINQTVTAILTHKWYIRTFKNYPMSRRILLPYI
F

Obr. 4.7: B. terrestris PPR proteinova sekvence

MNRWTGKVAVVTGSSGGIGLAISKALASHGIKIVGLGRRIDKLOQDITAEIGKDKFFPIEC
DVTKEEDILKVFKWIEEKFGRLDILVNNAGVLSSTPILDSKTEDYRRVIDTNLIAPAIFA
REAVNSMKKCNACGHIINISSTAGLHLEATATPIGMYGPSKYGLRALGIELRHEINAAKL
NVKITNISPGAVMTDMIKGVQDVVSNNFILKVGDIAEAVIYALGTPETVEIPEITVIPHG
TGFIFPQRD

Obr. 4.8: B. terrestris SDR1 proteinova sekvence

4.1.3 Klonovani predikovanych enzyma PPR a SDR1

Sekvence DNA predikovanych enzymii PPR a SDR1 byly nejprve amplifikovany pomoci
PCR s Phusion polymerazou, poté exrahovany z agar6zového gelu, dale restrikéné
Stépeny a podrobeny ligaci. Ziskany alikvot smési byl nésledné pouzit pro transformaci
kompetentnich bunék E. coli DH5a. Plazmidova sekvence byla po kompletnim nartstu a
sklizeni E. coli ovétena PCR amplifikaci a nasledn€ izolovana. Vysledna koncentrace
plazmidové DNA byla zméfena spektofotometricky pomoci  NanoDrop

spektrofotometru, vysledky méteni jsou uvedeny v Tab. 4.1.
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Tab. 4.1: Vysledné koncentrace ziskané DNA PPR a SDRI.

Vzorek | Koncentrace A A
ng/ulL A=260/280 nm A=260/230 nm
PPR 730,3 1,91 2,36
SDR1 718.4 1,92 2,40

Takto ziskand DNA byla v zavéru transformovana do kompetentnich kvasinek.

4.1.4 Exprese PPR a SDR1 v kvasinkach

Cilem této faze vyzkumu bylo exprimovat vybrané enzymy ze ¢meldka do kvasinek a
zjistit, jestli jsou kvasinky s témito geny schopny redukovat farnesol na (S)-2,3-
dihydrofarnesol, majoritni slozku feromonu. Kvasinky byly kultivovany v pfitomnosti
ImM farnesolu. Lipidovy extrakt kvasinek byl analyzovan pomoci dvourozmérné

plynové chromatografie s hmotnostni detekei.

Obr. 4.7: Vysek z dvourozmérného chromatogramu vzorku extraktu z kvasinek exprimujicich PPR. 1

DHF, 2 farnesol, 3 farnesal, 4 farnesylacetat.

DHF vznikal pfi vSech kultivacich, tj. s PPR, s SDRI, i s prdzdnym plazmidem

(negativni kontrola). Z této skuteCnosti usuzujeme, Ze kvasinky maji schopnost pfirozen¢
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(tj. bez uméle exprimovaného enzymu) pietvaret farnesol na DHF. Udaje jsou uvedeny
na Obr. 4.7. Krom znamych slozek (DHF, farnesol, farnesal) byl na chromatogramech
patrny jesté farnesylacetat, ktery bézné u ¢meldka nevznika, ale kvasinky jej pii nasich

pokusech syntetizovaly v podobné miie jako DHF.

4.1.5 Biosyntéza feromonu B. terrestris

Podatilo se ziskat navrzené sekvence enzymi PPR a SDR1 a nasledné je exprimovat v
kvasinkové kultuie. Kvasinky byly schopny redukovat farnesol na 2,3-DHF, nicméné se
ukazalo, ze pouzité¢ kvasinky maji tuto schopnost i pfirozené. Pro pfesny popsani
enzymové aktivity SDR1 a PPR by bylo tfeba pracovat s modelovym organismem, ktery

tuto reduktazovou aktivitu nema, avsak z ¢asovych diivodu toto nebylo provedeno.
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4.2 PBAN a pribuzné neuropeptidy

Cilem této ¢asti vyzkumu bylo ziskat informace o potencialni neuropeptidové regulaci
biosyntézy samciho feromonu. Vyzkum funkce PBAN u ¢melédka zemniho navazoval na
dlouhodoby projekt zkoumajici de novo biosyntézu samciho feromonu z lipidickych
prekurzori a enzymy zapojené do této biosyntézy [26]. PBAN by mohl ovliviiovat
aktivitu nebo expresi enzymi zapojenych do tvorby feromonu a tim i cely pribéh
biosyntézy.

Vyzkum u B. terrestris byl provadén v koordinaci s dal§imi kolegy a experimenty
byly navrhovany na zaklad¢ literarni reSerSe tykajici se pfedchozich vyzkumi u jinych
druhii blanokfidlych nebo motyli, naptiklad u bource Bombyx mori, véely medonosné
Apis Mellifera a mravence Solenopsis invicta. U téchto tii druhli byly nalezeny a popsany
neuropeptidy z PBAN/pyrokininové skupiny, u bource B. mori a mravence S. invicta byla

navic popsana jejich biologicka aktivita.
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>gi|808123036|ref|XM 003396088.2| PREDICTED: Bombus terrestris PBAN-
type neuropeptides-like (LOC100651564), transcript variant X1, mRNA

CGCACAGTCGTGCTTTTATACGAACGATGCCCGATCTCCTCTCCTTGCTCCTCGGTCTCATTCG
TCCCGAAATTGAATTGGTTAATTGACAGACTTAATCGAGAACAGATTGTCCGACTGATCGCCTGGGGTGC
CAAGTTCGATCTGTTACAAGTGACAGGGAAAACGCCAAGGTACTATGCTGACATTTTCTGATCTAATAGA
AATTACCTCGGTAAAGCACAGGAGGAAATTCAAATTAAGAGGATTTTACAGTATACTAGCCTAGATTATC
CTATTGGACATGGATTTGTTAAAGGAAAAGTAAACGCATATAACCTAAAACTTGTCACTTGCCAATTTAA
TAGGATTATCAATTCAATCATTCTATAAGAGGTTGCAGTTATTTAGGTAATCCTATTGTATCTTATGTGT
GAACTATTAATCTTCTGTATCGATTATCTAATAATTCATAATTTCTAATAAGTAACTACATACAAGTAGT
GATAGATTTTTAAGGAAAGTTTCAAGAAATGTTTCTTAAGGTAGGTTTTTCTGACGGAGAAACCTATTGC
TATGGACAAGAAACAAATGAAATTCTAAATAATTTAATTTCAAATAAATGAGAATTCAACAACTTATTCT
CTACATACACTCATCATCCACGTAAGATTCTTTCCACTGTCCACAATTGATCCATTAAAGTTACTATCCT
ATTTCCTTTAGAACAGAGAGAAAAACAGAAGAAGGAAACAATAGAAAGAGAGAGAGGCATAGCTTCGGAG
ATTGAGTTAATCCTGTTACAAATCCCGGTAGAGTCAATGAATCTATCCGTACGAACATTTCCGCCTTGCG
GTGACGACAAAGAATGAAAGTGAGGATAGGAAAAGAAAAAGAGATAAACAACGATGAGAAAGCAAAAGAA
ACGATATGGGGGTGGTTGCAAAGGTTCTCCCAGGACGTACCCACGATCCTCATTAAGTATGGAAGAGCGT
AGATCTCGATTGAAATTGAGATGAATCGCTTCGTGGGACGTCAGGATTGGCCTCGGTTGGGGGTGGGTGT
TTTTTCAGTTGAACTTTATTTCGAATGAAATCGATACTGTCAAGGAAAGGAAGAAGAAAAATAAGGTTTA
CTCCATGGAGGCGACAATTGGATGAAAAAGAAAAGAGAAAGGAAAAATAGAGTAGTGTAAGGTAGCTTGC
ACCCCTATAAAACCAGCGACTGAACACCGTATCGACATCATTCGCCGACAACGTTCCGCGATAACGACAC
TCAAACGAAGCGATGATCGGTTCCGTCGCGTTTTTGTCTTTCAACCGCCTTATGACCATCACAGTTTGCG
TACTGCTATGTGTGGTCTATTTGGTGTCCTGCGCTTCCGGAGAATACGAAGGTAGAGATTCCTCGAGTAG
CATGAGCAATGACAGAACACCGAGCAACGAGTTCGGCTCGTGCAGCGACGGCAAGTGCATCAAACGTACC
TCGCAGGATATCACCAGCGGTATGTGGTTTGGCCCACGATTGGGACGACGACGCAGGGCGGACAGAAAAC
CGGAGATCGATTCTGACATTGAAACTCTGGCCAACGCGCTCGATGGGTCACGTTGGGCCGTCATCACGAT
TCCAGGATCAGATAGGCGT

GGACGTAAAGTACCTTGGACACCAACTCCGAGGCTTGGACGTCAGTTGCACAATATAAT
TGATAAATCTCGACAGAACTTCGATGATGCACGCTTTTAAGACTGGTTCGACCTGCTGGATGATTAATAG

CTAATGATATAGTGTAATTAAGACCATATTTAAGAAAATAAAGGACTTGTATTTATTTGTATTATAATCG
AGGAATGCTCGATACTTTTCCTGT

Obr. 4.2.1: nukleotidova sekvence transkriptu PBANp, sekvence PBAN a dalSich neuropeptidi jsou
oznaceny barevné. Podtrzenim je zvyraznén translatovany usek.

Prvotni bioinformatické analyza a predikce jednotlivych peptidi u ¢meldka byla
provedena Ing. Janou Brabcovou, Ph.D. a Mgr. AleSem Buckem, Ph.D [39]. Porovndnim
genomu veely 4. mellifera a mravence S. invicta s genomem a transkriptomem ¢melaka
byl hledan takzvany PBANp (PBAN polypeptidovy prekurzor, Obr. 4.2.1), jehoZz
sekvence obsahuje n¢kolikrat aminokyselinovy motiv FXPRL (Obr 4.2.2), z n&jz se u
riznych organismi v riznych oblastech vystépuji specifickou protedzou rizné dlouhé
sekvence PBAN (hormon) a dalsich neuropeptidd (viz Obr. 4.2.3), které vSechny nesou

na C-konci konzervovany motiv FxPRLamid.
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Obr. 4.2.2: alignment proteinovych sekvenci proteinového prekurzoru PBANp u riznych druhti hmyzu.
Cerné oznadené &asti vyznacuji konzervované C-koncové motivy neuropeptidil. * sekvence, které byly

pouzity pfi navrhu syntetickych peptidii u ¢melaka. * sekvence u ¢meldka B. terrestris [60].

Jednotlivé peptidy u ¢melédka byly navrzeny na zakladé podobnosti s vyse zminénymi
organismy. Kratky PBANI byl navrZen na zékladé¢ PBAN vcely medonosné, dlouhy
PBAN3 na zaklad¢ mravence S. invicta. NP a DH peptidy byly odvozeny od riznych
druhtt mtr. Navrzené peptidy byly uméle syntetizovany v laboratofi peptidové syntézy

na UOCHB (viz Tab. 4.2.1).

56



Tab. 4.2.1: Vystépené PBAN-podobné neuropeptidy u B. terrestris:

Nazev AK | Sekvence Mw pl

DH 15 | TSQDITSGMWFGPRL-amid 169493 | 11.0
p-NP 10 | (PyrQ)QATQFTPRL-amid 1171.32 | 14.0
PBANI1 10 | IFPPLFAPRL-amid 1169.48 | 14.0
y-NP 9 | VPWTPTPRL-amid 1065.28 | 14.0

PBAN2 26 | SYGFPKDQEELYAEEQIFPPLFAPRL-amid 3084.48 4.4
PBAN3 33 | ESGEEYFSYGFPKDQEELYAEEQIFPPLFAP | 3926.25 | 3.9

RL-amid
VPWT GNP
XQATQ y-NP
TSQDITSGMW DH
IFPPL PBAN1
"SYGFPKDQEELYAEEQIFPPL PBAN2
ESGEEYFSYGFPKDQEELYAEEQIFPPL PBAN3

Obr. 4.2.3: Predikované neuropeptidy odvozené z PBANp prekurzoru u émelaka B. terrestris, které byly
uméle syntetizovany.

4.2.1 RNA interference

Pro ucely popsani biologické funkce neuropeptidi jsme se rozhodli vyzkouset uml¢ovani
gent pomoci techniky RNA interference. Byla izolovana RNA ze tii typtd tkani ¢melédka,
a to konkrétné z CLG, mozku a tukového telesa. Cilem bylo ziskat nativni DNA sekvenci
PBANp piimo z tkdné, aby mohla byt posléze pfevedena na 2vlaknovou RNA pro
interferenci. Nejvetsi koncentrace PBANp byla predpokladédna v hlave, kde nejspise
dochazi k jeho biosyntéze.

Piivodni RNA se podatilo ziskat velmi Cistou (viz. Tab. 2.1.2), nicméné Cetné
pokusy o amplifikaci sekvence PBANp pomoci PCR za rGznych podminek byly
neuspésné. Stejna RNA pfitom slouZila jako zéklad pro klonovani SDRI1 a PPR

(viz oddil 4.1), coz dokazuje jeji dostate¢nou kvalitu.

Tab. 4.1.2: Vysledné koncentrace izolovanych RNA.

Vzorek | Koncentrace A A
ng/uL 2.=260/280 nm 2.=260/230 nm
mozek 162,8 2,19 1,97
CLG 130,8 2,18 1,82
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Pokusy o RNA interferenci byly rovnéz provadény Mgr. Michalem Tupcem
vramci jiného projektu pro reduktdzu mastnych kyselin FARS u c¢meldka
Bombus lapidarius. Dvouvldknovou RNA proti sekvenci FARS se podafilo ziskat, ovsem

veskeré pokusy o jeji umlceni byly netispésné.

Celkové slozeni samc¢iho feromonu (a ¢asova dynamika tvorby feromonu) je uvedeno
v prilohdch. M¢éteni vSech slozek feromonu a dynamiky produkce feromonu bylo
provadeéno jako doplnkova Cast prace zejména proto, aby bylo mozné vybrat vhodné

vzorky pro qPCR.

4.2.2 In vivo a in vitro stanoveni feromonotropni aktivity
In vivo inkubace byly provadény Mgr. Michalem Tupcem a Mgr. Jitim Kindlem, Ph.D.
PBAN (a dalsi syntetické peptidy) byly in vivo injekéné vpraveny do hlav rizné starych
¢melacich samci (faratni, Odenni, 1denni, 2denni), a to v koncentracich od 0,1 pmol do
1000 pmol, a nasledn¢ kvantitativn€ analyzovano slozeni feromonové smési (na ¢emz se
podilela i autorka této diplomové prace). Podobné experimenty byly provadény i
v invitro podminkach s izolovanymi labialnimi zldzami v zivném roztoku. Pfi vySSich
koncentracich dochazelo k tthynu jedinct, pfi nizSich koncentracich samci sice
prezivali, nicméné vysledné mnozstvi jejich feromontli se bud’ mirn€ snizilo (u vyssich
koncentraci), nebo ziistalo nezménéné (u nizsich koncentraci).

Pti téchto inkubacich nebylo potvrzeno zapojeni PBAN v biosyntéze feromonu
¢meldka, proto bylo dale pfistoupeno ke zkoumani toho, jestli jsou PBAN a jeho

potencidlni receptory ve ¢melédkovi viibec exprimovany.

4.2.3 Stanoveni relativni exprese

Byla izolovana RNA z hlav, CLG a tukového télesa rizné starych ¢meldcich samcti
(faratni, Odenni, 1denni, 3denni). Ziskané vzorky RNA byly pfepsany do cDNA pomoci
reverzni transkriptazy a s takto ziskanou cDNA byla provadény opakované sady qPCR
stanoveni. Aby bylo mozno ur¢it relativni miru exprese, bylo qPCR provedeno vici
referenénimu elongacnimu faktoru (eEFla) a fosfolipaza-A2-receptoru (PLA2). Cilem

bylo stanovit relativni expresi transkriptli potencidlnich receptord NUr2, NCr a GRHr a

58



prekurzorového proteinu PBANp. Pii navrhovani potencidlnich receptorti pro PBAN se
vychézelo z podobnosti s popsanym a funkéné charakterizovanym PBAN receptorem u
Helicoverpa zea a Helicoverpa armigera (NCr, NUr2) [61, 79] a dale z miry exprese
v hlavé ¢meldka (GNRHr). Vysledky qPCR jsou uvedeny na obrazcich nize.
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Obr. 4.2.4: Relativni exprese GRHr v tkdnich rtizn¢ starych ¢melaka.
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Obr. 4.2.5: Relativni exprese NCr v tkanich rtizné starych ¢melaka.
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Obr. 4.2.6: Relativni exprese NUr2 v tkanich rizné starych ¢melakda.
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Obr. 4.2.6: Relativni exprese PBANp v tkdnich ruzné starych ¢melaka.

Hodnoty expresi jednotlivych transkripti uvedené na Obr. 4.2.4 — Obr. 4.2.6
nevykazovaly vyznamné trendy, co se tyCe tkanové nebo vékoveé specifity. Nebylo tedy
mozné jednoznacné urcit, jestli je PBANp nebo jeden ze tfi navrzenych receptorti
specificky exprimovan v néjakém konkrétnim véku ¢meldka nebo v konkrétni tkéni. Tim
se nepotvrdil 1 nas plivodni pfedpoklad, Ze PBANp bude syntetizovan v hlavé a u Cerstve
vylihlych jedinct, nebot’ k tvorbé feromonu dochdzi uz v rané fazi zivota jedince (viz

Prilohy — Dynamika tvorby feromonu B. terrestris).

60



Zvlasté u PBANp mira exprese kolisa v pribéhu zivota ¢meléka ve vSech tkanich
a obecné je nejnizsi v labidlni Zlaze. V ramci receptort Ize fici, Ze exprese NCr2 a NUr
je stabilné velmi nizka zejména v labidlni zZlaze a NUT2 je vyznamnéji exprimovano pouze
v hlavé. U tadove vice exprimovaného GRHr je situace zhruba obracend, nicméné zde
byly pozorovany nejvyraznéjsi smérodatné odchylky. Smérodatné odchylky v qPCR
méienich obecné byly zfejmé vysledkem rozdilti mezi jedinci (¢melaky), z nichz byly
ziskany vzorky pro analyzu, nebot’ jednotliva qPCR méfeni samostatné vykazovala

presné hodnoty (sjednocené melting peaky).

Zaveérem lze pouze fici, ze mira exprese jak receptort, tak PBAN je ve vSech
tkanich a vécich viceméné stabilni a nedochdzi k zddnym pikiim exprese. To mize byt
zpusobeno tim, ze vysledné peptidy v hemolymf¢ podléhaji degradaci protedzou a
exprese je stabilni proto, aby zajistila konstantni mnozstvi peptidt po celou dobu zivota
¢melaka. Zaroven lze predpokladat, Ze k regulaci systému staci pouze stopové mnozstvi
PBAN (v fadu pmol, jak je tomu naptiklad u fady miir), které je ov§em nasimi metodami
nezaznamenatelné. Dal$i moznosti je, ze existuje dalsi, jiny neurohormon regulujici cely

systém.

4.2.4 Extrakce peptidu

Cilem této casti prace bylo ziskat nativni PBAN nebo jiny neuropeptid
z PBAN/pyrokininové rodiny ze tkdn¢ ¢melaka zemniho. Provadény postup izolace byl
analogicky k dfive publikovanym postuptim u mur a véely 4. mellifera.

K extrakci byly pouzity mozky a labialni zlazy ze 750 samct ¢meléka rizného
stafi. VSechen biologicky materidl byl Cerstvy, pochazejici z roku 2016. Bylo zdmérné
zvoleno velké mnozstvi biologického materidlu, aby se zvysila pravdépodobnost detekce
PBAN. Homogenat tkani byl nejprve odtucnén organickymi rozpoustédly (vaha
odtu¢néné susiny z CLG: 366 mg, vaha odtu¢néné suSiny z mozki: 225 mg), poté
extrahovan kyselym roztokem, a dale frakcionovan na C-18 SPE kolonég. Ziskané frakce
byly lyofilizovany, zvazeny a pro ucely LC-MS méfeni nasledné solubilizovany
methanolem s TFA. V Tab. 2.1.3 jsou uvedeny hmotnosti lyofilizovanych vzorkl po

frakcionaci. VSechny lyofilizované vzorky mély néjakou miru zabarveni ptechazejici od
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slonovinové bilé po Zlutou a oranzovou a mnozstvi ziskané smési peptidii bylo jasné¢ okem
viditelné.

Tab. 4.1.3: Véahy peptid z mozkti a CLG po lyofilizaci.

Hmotnost Frakce
Vzorek
mg %
mozek 43,12 0
mozek 1,73 10
mozek 3,39 30
mozek 2,08 60
mozek 0,46 90
CLG 38,06 0
CLG 1,29 10
CLG 2,48 30
CLG 1,83 60
CLG 0,40 90

4.2.5 Analyzy peptida

Pro analyzu byla zvolena metoda LC-MS, aby bylo mozné selektivné sledovat hmoty
pochazejici z predikovanych peptidli. Detekce byla optimalizovana pomoci syntetickych
standardii neuropeptidi. V Zadném ze vzorki z frakci z mozki ani Z1az se nepodafilo
detekovat PBAN ani jiny z navrzenych neuropeptidd, nejspiSe proto, ze dochazelo
k vyrazné interferenci téchto malo zastoupenych analyti s nezadoucimi, parazitné
extrahovanymi peptidy a proteiny, které se nepodafilo odstranit v rdmci extrakéniho a
frakciona¢niho procesu a zlistaly tak ve frakcich.

Vybrané chromatogramy frakci jsou uvedeny na Obr. 4.2.7 — Obr. 4.2.9.
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Obr. 4.2.7: Chromatogram frakce mozku ¢melaka zemniho (eluovano 30% acetonitrilem s 0,1% kyselinou
mravenci).
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Obr. 4.2.8: Chromatogram 40% frakce standardu predikovanych peptidi po SPE (eluovano

40% acetonitrilem s 0,1% kyselinou mravenci).
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Obr. 4.2.9: Chromatogram standardu 0,1 mM PBAN, méfeni vzorku bez SPE. 1 PBAN.

Jednim z ptedpokladti netspéchu detekce PBAN, respektive jeho nizké
koncentrace, byl nevhodné zvoleny frakcionacni krok, ktery mohl zpisobit snizeni
koncentrace neuropeptidii nespecifické adsorpce na kolonu. Tento fakt byl ovétren
provedenim kontrolni SPE frakcionace se syntetickymi peptidy s kyselou i zéasaditou
eluci. Ani s peptidovymi standardy se nepodatrilo ve frakcich detekovat ptislusné peptidy

(viz Obr. 4.2.8).

Jak je vidét na Obr. 4.2.9 roztok standardu PBAN bez SPE je vybranou metodou
stanovitelny, ovSem v roztocich ziskanych SPE nebyl jeho pik zaznamenan. Na Obr.
4.2.7 je navic jasné patrné, ze nezadouci peptidy a proteiny se vyskytovaly v tak vysoké
mife, Ze 1 kdyby PBAN byl po SPE uspé$né¢ eluovan, nebyl by touto metodou
detekovatelny. Dale mizeme z chromatogramii rtiznych koncentraci odhadnout, ze
PBAN se ve vzorku zfejmé nenachézel ve vétsi koncentraci nez 0,1 mM, protoze jinak
by jeho pik mohl byt zaznamenan i pies interferenci dalSich peptidl. Z téchto divodi
byly vzorky ptedany k citlivéjsi LC-MS analyze na odd€leni hmotnostni spektrometrie
na UOCHB AV CR.
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Obr. 4.2.10: Sekvence aminokyselin PBANp. Predikované neuropeptidy jsou oznaceny barevné, sekvence

nalezena hmotnostni analyzou v 60% frakci mozku je oznacena Sedou barvou.

Pro ucely urceni frakci s nejvétSim potencidlem vyskytu PBAN byly provedeny
dvé¢ SDS-PAGE analyzy. Proteinové zastoupeni jednotlivych frakci na
polyakrylamidovém gelu je uvedeno na Obr. 4.2.11 a Obr. 4.2.12.

kDa Standard Sta nQaard Frakce Frakce
ELFO peptidi 0% 30%
97,4 —4
67,0
45,0
29,0
21,0
12,5 .
6,5

Obr. 4.2.11: fotografie po separaci na 20% polyakrylamidovy SDS-PAGE gel (10 pL vzorku frakce
mozku).
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frakce z mozki frakce z labialnich zlaz
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Obr. 4.2.12: fotografie po separaci na 12% polyakrylamidovy SDS-PAGE gel (5 pL vzorku frakci).

Kolegou Mgr. Martinem Hubalkem, Ph.D., byly provedeny analyzy jak intaktnich
frakci, tak i frakei po Stépeni trypsinem. Analyzami na citlivéjSim pfiistroji se podafilo
detekovat pouze koncovou cast PBANp (viz Obr. 4.2.10, Sedivé zvyraznéna Cast
sekvence), ale jednotlivé hledané neuroeptidy detekovany nebyly. Lze tedy fici, Ze
PBANp z mozkil extrahovan byl, ale vystépené peptidy bud’ nebyly eluovany z SPE
kolonky, nebo se ve vzorku nenachézely, nebo nejpravdépodobnéji jejich koncentrace
byla pod limitem detekce. Ilustracni vysledky hmotnostni analyzy jsou uvedeny v Tab.

4.1.4; krom¢ PBAND byly identifikovany i dalsi interferujici proteiny.
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Tab. 4.1.4: Hmotnostni analyza vzorku 60% frakce mozku ¢melaka ¢melédka zemniho.

Procento Pocet
pokryti Nazev proteinu, organismus identifikovanych
sekvence peptidi

72.0 Hymenoptaecin (Fragment) OS=Bombus terrestris 20

54.5 Hymenoptaecin OS=Bombus ignitus 20

65.6 Odorant-binding protein OS=Bombus ignitus 12

93.0 Abaecin (Fragment) OS=Bombus terrestris 9

69.0 Abaesin OS=Bombus ignitus 4

31.8 Apidaecin OS=Bombus ignitus 1

143 Digestive organ expansion factor homolog [Bombus 1

impatiens] OS=Lepeophtheirus salmonis

30.8 PBANprecursor 1

Serine proteinase stubblelike [Bombus impatiens] (Fragment)

18.7 OS=Lepeophtheirus salmonis !

10.7 Guanine nucleotide exchange factor DBSlike [Bombus 1
) terrestris] OS=Lepeophtheirus salmonis

347 50S ribosomal protein L7/L.12 OS=Bombella intestini 0

GN=rplL

4.2.6 Shrnujici diskuze

Tato studie probihala ve dvou smérech:
1. izolace RNA z riznych tkani ¢melaka, jejiz cilem bylo ziskat pfislusnou cDNA a
nasledné stanovit relativni miru exprese PBAND a potencidlnich neuropeptidvych
receptorll. Rovnéz méla byt cDNA pouZita pro tcely RNA interference.

2. izolace nativniho PBAN piimo ze hlav ¢melakd.

I ptes fadu opakovani s riiznymi podminkami se nejprve nepodatilo fyzicky ziskat
DNA sekvenci PBAN. Tim padem dale nebyla ziskdna ani 2-vldknovda RNA pro
interferenci. Exprese PBANp a vybranych receptor sice byla prokazana v rtiznych
tkanich 1 stafich, nicméné nebyl potvrzen zadny smérodatny trend. Nepotvrdil se tak ani
nas predpoklad, Ze nejvétsi exprese PBANp bude v hlavach Cerstvé vylihnutych jedinct.
Ani pii pouziti velkého mnozstvi vstupniho biologického materialu se nepodafilo izolovat
dostatecné mnozstvi PBAN, které by bylo pouzitymi metodami identifikovatelné, nebot’
dochazelo k interferenci s nezddoucimi nativnimi peptidy, které jsou ve vzorku
zastoupeny v mnohem vétSich koncentracich, a nepodafilo se je selektivné odstranit.

Navazujicim citlivéj§im méfenim se sice podatilo odhalit usek PBANp, ale ani zde se
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nepodafilo detekovat kterykoliv ze syntetizovanych neuropeptidi odvozenych od
PBAND.

Pro tcely identifikace potencidlnich neuropeptidd by bylo v budoucich

experimentech vhodné pracovat s jest¢ vysSim pocCtem jedincl, vyuzit selektivné;si

techniky extrakce kratkych peptidl, nebo pouzit citlivéjsi hmotnostni detektory.
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5 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo zkoumat biosyntézu majoritni slozky sam¢iho feromonu

¢meldka zemniho (§)-2,3-dihydrofarnesolu, ke které dochdzi v hlavové Casti labidlni

zlazy. Zasadnim krokem této biosyntézy je stereospecifickd enzymova redukce 2,3-cis-

dvojné vazby farnesolu, kterd probihd za katalyzy enzymatické smési. Regulacni

mechanismus této biosyntetické drahy je neznamy.

Bylo dosazeno néasledujicich vysledkii:

1.

Pti in vitro inkubacich s homogenatem labidlni zldzy dochézelo k redukci
farnesolu a vzniku DHF, dominantni slozky samciho feromonu, a také
k parazitické oxidac¢ni reakci za vzniku farnesalu.

Enzymy PPR a SDRI, které by mohly byt obsazeny v enzymatické smési, se
podafilo exprimovat v kvasinkové kultuie, pfi¢emz vysledné kvasinky byly
schopny redukovat farnesol na DHF. Kvasinky maji tuto schopnost pfirozen¢ —
bylo by tedy vhodné v budoucnosti zvolit jiny modelovy organismus, nebo
provést podpurné studie s kvasinkovymi kulturami.

Z riznych tkéni ¢meldka byla izolovana RNA za tcelem provedeni navazujici
RNA interference. K t¢ nakonec nedoslo, nebot se i pies fadu opakovani
s riznymi podminkami nepodatilo ziskat DNA sekvenci PBAN.

Byla stanovena relativni mira exprese PBANp a potencialnich neuropeptidovych
receptord, kterd ovSem nevykazovala Zadny jednoznacny trend.

I pfes pouziti znatného mnoZstvi biologického vzorku se nepodafilo izolovat
nativni PBAN, nebot’ dochézelo k interferenci s nezddoucimi nativnimi peptidy a
proteiny, které byly ziejmé ve vzorcich zastoupeny ve vyrazné vétSim mnozstvi
nez PBAN.

Citlivej$imi metodami se podatilo odhalit pouze koncovou ¢ast sekvence PBAND.
V budoucich experimentech by bylo vhodné bud’ pracovat sjesté¢ vétSim

mnozstvim jedinctli, nebo pouzit selektivnéjsi techniky extrakce kratkych peptidi.
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7 Priloha 1: Slozeni samc¢iho feromonu Bombus terrestris
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8 Priloha 2: Dynamika produkce feromonu Bombus terrestris
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