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¢ Javni razpis za (so)financiranje raziskovalnih projektov za leto 2012 razpis v
letu 2011 - zacetek financiranja avgust 2013

e Tip projekta: Aplikativni projekt — manjsi

e Primarno raziskovalno podro¢je: BIOTEHNIKA - Zivalska produkcija in
predelava

¢ Raziskovalna skupina: 0481501 UL-BF- Institut za Zivinorejo na
Oddelku za zootehniko

¢ Vodja raziskovalnega projekta: prof. dr. Narat Mojca

Sodelujoce raziskovalne organizacije Raziskovalne ure
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta 2000
Kmetijski inStitut Slovenije 250

~ BIA podjetje za laboratorijsko in procesno opremo d.o.o0. 255
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Sestava raziskovalne skupine Financni obseg projekta
Stev. raz. Ime in priimek RO- Vloga e 134.300 EUR/leto
S ines R RO (B o kK e Zatetek financiranja: avgust 2013
29430 Ivanka Cizelj 0481-501 R .. .
; e Trajanje projekta: 3 leta
5098 Peter DovC 0481-501 R
24298 Irena Oven 0481-501 R
27547 Zala Prevoréek 0481-501 R Financerji %
06537 Dragomir Kompan 0481-501 R ARRS 75%
11169 Janko Bozi¢ 0481-213 BF-biol R Cebelarska zveza Slovenije 1%
18324 Gordana Glavan ~ 0481-213  F R Bia podjetje za lab. in procesno opremo d.o.o. 4%
Ministerstvo za gozdarstvo, kmetijstvo in prehrano 20 %
24503 Peter Kozmus 0401-008 KIS R
25530 Petra Draskovic¢ 0158-002 BIA R
P e8P0 roPrnl Pr.620.000.000.0 0




IzhodiSca projekta

¢ Gojenje celic in vitro je nepogresljiva tehnologija, ki omogoca proucevanje
mehanizmov, ki potekajo in vivo

e Razviti so Stevilni citotoksi¢ni testi, ki so v primerjavi s testi na Zivalih,
cenejsi, hitrejsi in bolj standardizirani

e Vsvetu in pri nas se srecujemo z obsezno problematiko poginov cebel.

» Vzroke is¢éemo med &ebeljimi patogeni in predvsem med kemikalijami, s katerimi
prihajajo Cebele v stik: zas¢itna kmetijska sredstva (FFS), zascitna sredstva proti ¢ebeljim
Skodljivcem, okoljski polutanti.

* Da bi uspesno in pravocasno resili problem propadanja ¢ebel, moramo
razumeti vzroke poginov cebel.

» Prouditi moramo motnje v celiénih metabolnih poteh ter molekularne mehanizme
delovanja kemikalij in patogenov na celi¢cnem in genetskem nivoju.

» Zato potrebujemo ustrezno metodologijo in vzpostavitev trajnih celi¢nih kultur iz
razli¢nih ¢ebeljih tkiv kar je prvi korak, pomemben tudi za vzpostavitev standardiziranih
in vitro testov
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Predstavitev problema

Posledice
dolgotrajne
izpostavljenosti

U¢inki kemikalij v
kombinaciji s

- Za oceno ucinkov
Posledice hkratne ! o
ali zaporedne |

1.10.2013



1.10.2013

Cilji in pricakovani rezultati | Cilji in pricakovani rezultati
e Vzpostavitev primarnih in trajnih celi¢nih linij iz razli¢nih * lIdentifikacija sprememb v metabolnih poteh, ki jih povzroci
tkiv ¢ebel in iz razli¢nih razvojnih stopen;j prisotnost kemikalij in/ali patogenov

¢ Definirati znacilne spremembe (markerske gene, metabolne

e |dentifikacija sprememb v izrazanju genov ob o\ i A o
Ja sp U8 poti) in na podlagi teh vpeljati in vitro teste na celi¢nih

prisotnosti kemikalij in/ali patogenov

kulturah
* Identifikacija mehanizmov, ki vodijo v celicno smrt ob ¢ |zdelati posebno fenotipsko mikromrezo, specifi¢no za éebele
prisotnosti kemikalij in/ali patogenov in razviti test za oceno skodljivih u¢inkov kemikalij

Late-stage apoptotic gells

Comg-FLY FL3 Paas
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Relevantnost rezultatov Plan dela

e Vzpostavitev Cebeljih celi¢nih linij je v skladu s pozivi _
in direktivami EU in bo pomenila prispevek in
napredek v mednarodnem merilu in omogocila _
povezovanje z mednarodnimi projekti (COLOSS
¢ Raziskava bi pomenila doprinos k razumevanju
delovanja kemikalij in omogocila realne ocene _

nevarnosti uporabe insekticidov v razlicnih pogojih in

kombina Cij ah. Enake poskuse bomo izvedli s kombinacijami kemikalij,
ki se pojavljajo v naravnem okolju in ocenili skupne
ucinke.
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Aktivnosti

Metode

Izvajalci

Rezultati

Aktivnosti

Metode

Izvajalci

Rezultati

fppt.com
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Vzpostavitev ¢ebeljih celi¢nih kultur |

Priprava primarne Optimizacija gojitvenega Priprava trajne celicne
celi¢ne kulture [——4 medija linije

Standardne celi¢ne Metabolne fenotipske
tehnike mikromreze

Standardne metode z
virusno transformacijo

‘ BF, KIS,CZ ‘ ‘ BF, BIA | ‘ BF |

*Optimizirane in standardizirane metode vzpostavitve in vzdrzevanja kultur
*Doloceni rastni parametri celic v kulturah

*Vzpostavliene primarne celi¢ne kulture

svzpostavljena trajna celi¢na kultura

Testiranje in ocena skodljivih ucinkov kemikalij/patogenov na ¢ebelje celice |

Celi¢ni nivo | Metabolni nivo | Genski nivo
*Viabilnost: XTT/MTT Metabolne in *cDNA mikro€ipi
*Morfologija: obéutljivostne *RT-aPCR

mikroskopske tehnike fenotipske mikromreze +Visoko zmogljivo sekvenciranje

eIskanje genetskih polimorfizmov

BF | | BF, KisCz,B1A | [erusa

*Definirani strupi/onesnaZevalci/patogeni, ki $kodljivo vplivajo na &ebelje celice

«Definiran ¢asovni okviri in koncentracije, ki povzrocajo $kodljive ucinke

*Definirane metabolne poti, ki so prizadete

«Definirani geni, katerih izrazanije se spremeni

*Definirani genski polimorfizmi in povezava z obéutljivostjo/odpornostjo

*Definirani sinergistini ucinki kemikalij/okuzb
n =y
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Aplikacije in komercialni potencial: standardizirani testi za oceno skodljivih
uéinkov kemikalij/patogenov na ¢ebele in trajna linija celic

Rezultat, ki
je osnova za
test

Test/
metoda

Uporaba

.

‘ Celi¢ni testi ‘

Genski testi

Doloceni elementi na PM (metabolni
in toksi¢ni), po katerih se s
strupi/patogeni tretirane celice
razlikujejo od netretitranih

*Doloceni geni, ki se v s strupi tretiranih celicah, izrazeni
drugace kot v netrtetiranih celicah

*Doloceni genski markerji obutljivosti, na osnovi
povezav med fenotipsko vrednostjo (npr. ob&utljivost za
toksin) in genskimi polimorfizmi

*Oblikovanje metabolnih in

obcutljivostnih PM, ki bodo vsebovale
te elemente

*Oblikovanje PMM, ki bodo vsebovale
substance, ki jih bi rutinsko testirali

Standardizacija testa za merjenja
izrazanja genov oz. prisotnosti
polimorfnih regij

Testiranje celic/kemikalij na
metabolni ali obéutljivostni PM

*Dolodanije nivoja izrazanja tarénih genov
*Dolocanje markerskih genov (polimorfnih regij)

LN NN N\ r’  \

stoksi¢nosti/koncentracije/¢asov/sinergistiénih/kumulativnih uéinkov
*PreStandardizirano testiranje novih substanc (ocena tveganja) na celi¢ni kulturi:
doloditev dlog za uvedbo takih testov v postopku ocene tveganja za nove FFS
*Nova, za ¢ebele specifitna obcutljivostna fenotipska mikromreZza = nov produkt v ponudbi PM

*Na podlagi prisotnosti markerskih polimorfnih regij lahko ocenimo potencialno
obéutljivost/ogroZenost populacije za dolo¢eno kemikalijo/okuzbo

*Trajna celi¢na linija ¢ebeljih celic, ki je primerna za produkcijo rekombinantnih glikoproteinov,
je trzni produkt
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Sklop 1: Vzpostavitev primarnih cebeljih
celicnih kultur

4’ Vzpostavitev trajne

celi¢ne kulture

¢ spontana celi¢na
transformacija

¢ transformacija z
vnosom onkogenov

Optimizacija
gojitvenega medija

¢ uporaba fenotipskih
mikromrez

Vzpostavitev primarnih
celi¢nih kultur

¢ razli¢ni mediji za
gojenje

¢ razli¢ni pogoji

e razlicna tkiva
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Priprava primarnih kultur

Razli¢na tkiva
® Ziveni sistem
* Crevesje

* mascobno telo

Dr. 0Cr 0Cp eCpr. eCpab
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Priprava primarnih kultur

e Celice bomo gojili v vseh do
sedaj znanih medijih za
Cebelje celice

¢ Dodali jim bomo razli¢ne
dodatke

e Spremljali bomo dinamiko
rasti (Stetje celic) in stopnjo
metabolizma (XTT/MTT) v
odvisnosti od gojitvenih
pogojev (mediji, dodatki, pH,
inT).

Izbor celic in pogolev, kjer celice

Gojisce

Grace insect
medium

Lebovitz
L-15

WH2

Tip celic, kjer
je bilo gojisce
uporabljeno

Embrionalne
celice, celice iz
Crevesja

primarna
kultura Zivénih
celic

Dodatki h gojiscu

FBS, antibiotiki,
vitaminov, kvasni
hidrolizat in
lactalbumin
hidrolizat
glukoza, fruktoza,
sukroza, prolin,
L-glutamin,
FCS/FBS

kvasni hidrolizat,
antibiotiki
Schneiderjev
medij za
insektske celice,
Hanksove soli,
L-Histidin, FBS,
CMRL medij

1066, antibiotiki
M B e

Tept.
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Prve raziskave...

e Zakljucuje se magistersko delo Tjase Jakomin na temo PRIPRAVA

PRIMARNE KULTURE CEBELJIH CELIC

Shema priprave celi¢ne kulture
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...in rezultati
Vpliv temperature (23°C in 33°C)

Vpliv temperature na rast celici iz li¢ink starih 2-3 dni,

| Grace insect medium 33°C
- | Grace insect medium 23°C
25 )

= Grace insect medium 23°C = Grace insect medium 33°C

Vpliv temperature na rast celic iz li¢ink starih 9-10 dni

Grace insect medium 33°C
| Graceinsect medium 23°C

25

™ Grace insect medium 23°C ® Grace insect medium 33°C

fppt.com

Vpliv go

fppt.com

% rasti celic

% rasti celic

Vpliv gojisca na rast celic iz li¢ink starih 2-3 dni

10 15
Stevilo dni gojenja celic

Vpliv gojis¢a na rast celic iz li¢ink starih 9-10 dni

Grace insect medium
L-15

e WH2

10 15 20
3tevilo dni gojenja celic




Vpliv antibiotikov

Vpliv antibiotikov na rast celic iz li¢ink starih 9-10 dni

Grace insect medium

Grace insect medium 10x koli¢ina antibiotikov

Ed
2
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e Grace insect medium 20x koli¢ina antibiotikov

10 15

Stevilo dni gojenja celic

Povecana koncentracija antibiotikov zmanjsa prezZivetje celic takoj
po nasaditvi.

fppt.com

Vir celic

Vpliv vira celic na rast ¢ebeljih celic v Grace insect mediju

=

= li¢inka stara 2-3 dni

Cinka stara 9-10dni ™ liéinka stara 9-10 dni
¢inka stara 2-3 dni

= licinka stara 2-3 dni

m licinka stara 9-10 dni

| litinka stara 9-10 dni
inka stara 2-3 dni

stevilo dni gojenja celic

BoljSa-rast in preZivetje celic-pridobljenih iz li¢ink starih.9-

fppt.com

1.10.2013
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Vpliv dodatkov: Vitamini

Vpliv koncentracije vitaminov na rast celic v gojiS¢u
Grace insect medium

‘Grace insect medium 0,
vIT

% rasti celic

5 10

Stevilo dni gojenja

Dodatek vitaminov v koncentraciji 0.1 in 1% ne vpliva na prezZivetje!
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Sklop 2: Testiranje in ocena skodljivih ucinkov
kemikalij/patogenov na éebelje celice

)

U Izolacija RNA celic izpostavljenim dolocenim kemikalijam ]

1

U Analiza na oligonukleotidnem mikro¢ipu Honeybee Oligo Array ‘

Identificirali bomo gene oz. skupine
genoy, ki sodelujejo v posameznih
procesih/metabolnih poteh, katerih
izrazanje se zna€ilno spremeni pod
vplivom dolocenih kemikalij.

Cip vsebuje 13.440
oligonukleotidnih zacetnikov
pomnozevanija, ki predstavljajo
sekvence genoy, identificiranih v
&ebeljem genomu v okviru
projekta »Bee genom«

Primerjali bomo mRNA iz netretiranih
in s kemikalijami tretiranih celic.

--_Primerjéli bomo delc;v-anje- kemikalij v in vitro inin |-/ivo po_gt;ﬂw in kot markerske géne za ho§tavitev

in vitro tes

o

U Kandidatni geni za nadaljnje analize J

u 1zolacija RNA iz Eebel izpostavljenim dolo¢enim kemikalijam

Za iskanje genskih
polimorfizmov

Analiza v tkivih ¢ebel, prizadetih zaradi delovanja Za analizo izrazanja genov
kemikalij v naravnem okolju (€ZS, KIS) v realnem ¢asu (RTqPCR)

tov izbrali tiste, pri katerih bomo zasledili enak vzorec izraZanja v pogojih in vitro in in vivo.

. A 1
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Insekticidi

Fungicidi

Herbicidi

Akaricidi

proti varoji

Sklop 2: Testiranje in ocena skodljivih ucinkov
kemikalij/patogenov na c¢ebelje celice

Klorirani ogljikovodiki  -Blokriajo napetostno odvisne natrijeve kanal¢ke v odprtem
stanju blokirajo receptor za Zivéni prenesalec y-amino maslena
kislina (GABA)

-motijo transport elektronov v dihalni verigi in s tem preskrbo
organizma z uporabno energijo

Organski fosforjevi estri  zavirajo delovanje encima acetilholin esteraze, kar povzro¢i
splosne motnje v delovanju vseh organskih sistemov

Karbamati

piretroidi Delujejo na napetostno odvisne natrijeve kanalcke v
membranah Zivénih celic

nereistoksini

neonikotinoidi Delujejo kot agonisti na nikotinske holinergi¢ne receptorje
(nAChR), ki jih odpira acetilholin in povzro&ajo njihovo
dolgotrajno aktivacijo

azoli

-a-adrenergi¢ni agonisti na
oktopaminske receptorje CZS
-ihibira monoamin oksidazo in sintezo prostoglandina.

Zaititna sredstva

V E!/

Endosulfan,Toksafen,Tiametoksam,Fipronil

Diazinon,Malation, Foksim,Klorpirifos
Oksidemeton,Sulfotep, Diklorvos

Karbofuran,Karbaril, Metomil

Metomil,Cipermetrin,Deltametrin,
Esfenvalerat, Permetrin,Piretrin

Bensultap,Cartop

Imidakloprid, Klotianidin, Tiakloprid

Ciram, Cineb, Kaptan,Tiram, Mankozeb
Fludioksonil, Folpet, Dimetomorf,
Pirimetanil

Prochloraz, Trilumizol, Propikonazol
Imazapir, Dikvat, Diklorprop, Izoksaflutol,
Metolaklor

Amitraz, Klorfentezin, Bromopropilat

kumafos, sinteti¢ni piretroid t-fluvalinat
organske kisline (oksalna in mravljiéna
kislina)

Nasledniji korak...

Analiza izraZzanja genov povezanih z imunskim odgovorom pri
cebelah — Vpliv fungicida in akaricida
Shema poskusa
(Biotehniska fakulteta, prof. Janko Bozic in dr. Gordana Glavan)
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