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1 Uvod
1.1 Antibiotika

Jednim z nejvétsich globalnich problémi soucasného zdravotnictvi je vznik rezistence
patogenti vi¢i antibiotikim. Pfitom tomu neni ani sto let, kdy se skotsky bakteriolog
Alexander Fleming zaslouzil o objev a pfedstaveni prvni antibiotické latky, penicilinu, coz lze
povazovat za pocatek nové éry v déjinach mediciny (Demain & Sanchez, 2009). Od té doby
se nase poznatky o latkach ptsobicich proti mikroorganismim zna¢né prohloubily. Ackoliv se
v klinické praxi uziva zhruba jen stovka antimikrobialnich 1éCiv, aktualni celkovy pocet
pfirodnich antibiotik se odhaduje pfiblizné na 70 000. V piipadé od nich odvozenych
polosyntetickych a syntetickych slouc¢enin miize jit dokonce o ¢islo vétsi nez 100 000, pricemz
mame pomérné komplexni ptredstavu o jejich charakteristice a mechanismech pilisobeni
(Bérdy, 2015; Spizek et al., 2016).

Definice antibiotickych 1é¢iv jako skupiny je relativné obtizna. VéEtSinou se o nich
mluvi ve smyslu pfirodnich produktti, kterymi jsou sekundarni metabolity rtznych
organismu — ptedev§im Actinobacteria, konkrétngji druh Streptomyces (Bérdy, 2015),
popiipade sloucenindch od nich odvozenych (Demain & Sanchez, 2009). Uz jen z podstaty
slova ,,antibiotikum* Ize tyto latky chapat jako baktericidni. Nicméné, dle dneSnich definic je
termin interpretovan v rozsifeném znéni, a to jako chemicky rtiznorodé nizkomolekularni
(MW <3000 (Bérdy, 2005)) latky pfirodniho ¢i syntetického piivodu se schopnosti inhibovat
bakteridlni rist — jak baktericidng, tak bakteriostaticky (Yim et al., 2006). Mechanismi
takového plisobeni je vice. Pfikladem miiZze byt naruseni plazmatické membrany, inhibice
syntézy bunéfné stény, nebo inhibice syntézy proteini a nukleovych kyselin
(MacGowan & Macnaughton, 2017).

Pivodcem celého problému s antibiotiky je jejich naduzivani. Diky svym pro lidstvo
zasadnim U¢inkiim maji Siroké uplatnéni jak ve zdravotnictvi, tak 1 v riznych sektorech
zemédelstvi (Wegener, 2003; Bérdy, 2005; Ventola, 2015). Kviili jejich nadmérné aplikaci
napti¢ odvétvimi se zacaly Sifit multirezistentni kmeny patogenti, proti kterym standardné
nasazovan¢ 1éky nejsou efektivni (Wright, 2007; C. A. Arias & Murray, 2009; Aoki & Ueda,
2013). Dtsledkem téchto skute¢nosti jsou nejen ztraty na Zzivotech, protoze Iékafi
predepisovand medikace netcinkuje, ale také snizujici se dostupnost antibiotickych ptipravki,
nebot pro farmaceutické firmy piestava jit o vyhodnou investici (Projan, 2003; Choffnes et al.,
2010; Bérdy, 2012). I pfesto stale pietrvava potieba branit se bakteridlnim ndkazam, a proto

se celosvétove rozsifil zajem o nalezeni novych alternativ antibiotik (Bérdy, 2012; Hutchings



et al., 2019). Takovou mohou byt napftiklad antimikrobidlni peptidy, které jsou v soucasnosti
hojné zkoumany pro sviij velky potencial (Koczulla & Bals, 2003; Aoki & Ueda, 2013; Munk
etal., 2014).

1.2 Antimikrobidlni peptidy

1.2.1 Charakteristika

Antimikrobidlni peptidy (AMPs) jsou Sirokou skupinou malych proteint, které maji
schopnost zabijet nebo inhibovat rast mikroorganismti — bakterii, virti, plisni, a dokonce
i nékterych eukaryotickych paraziti (Hancock, 2001; Aoki & Ueda, 2013). V pfirod¢ jsou
pritomné napii¢ mnohymi fiSemi zivota, od rostlin a mikroorganismut az po velké obratlovce
(Zasloft, 2002; Koczulla & Bals, 2003; Bérdy, 2005). Nékdy se o nich mluvi také jako o
,host-defense peptides* (HDPs), protoze se podili na obranném systému organismu, kde jako
soucast vrozené imunity stoji v prvni obranné linii v boji proti infekcim (Hancock & Sahl,
2006; Gan et al., 2021).

AMPs byvaji 10-50 aminokyselin dlouhé, i kdyZ velikostni vytyceni neni zcela pevné
dané (Hancock & Sahl, 2006; Munk et al., 2014). Jesté riznorod&jsi nez ve velikosti, jsou
antimikrobidlni peptidy z hlediska sekvence a struktury, které pak zodpovidaji za jejich
spektrum u¢inkd, aktivitu a specifitu (Koczulla & Bals, 2003). Typické jsou svou kationickou
povahou zplisobenou pievahou pozitivné nabitych aminokyselin (arginin, lysin, histidin) nad
negativné nabitymi (Hancock & Lehrer, 1998; Koczulla & Bals, 2003). Zaroveii se ale objevuji
i anionické peptidy bohaté na aspartit a glutamat (Brogden, 2005). VétSina peptida
je amfipatickd — nejcastéji 30-70 % molekuly tvofi hydrofobni rezidua, coz hraje roli
pfi integraci do cilovych membran (Hancock, 2001; Brogden, 2005; Hancock & Sahl, 2006;
Gan et al., 2021).

1.2.2 Struktura

Ptimo z hlediska struktury pak lze rozlisit ¢tyfi zékladni skupiny AMPs. V ptirod¢ se
nejbéznéji vyskytuji peptidy ve formé (i) a-Sroubovice, které mivaji nejvyssi aktivitu, protoze
oproti molekulam s jinou strukturou snaze pronikaji do membran a (ii) B-listti, které mohou
interagovat s membranovymi proteiny zasazenych mikroorganismid (Hancock, 2001;
Brogden, 2005). Struktury B-listli jsou stabilizovany dvéma az ¢tyfmi intramolekularnimi

vvvvv

degradovatelné (Hancock & Sahl, 2006). Nékdy se objevuje i kombinace uvedenych typt



struktur — napt. B-listy asociované s a-Sroubovici (Hancock & Lehrer, 1998). DalSimi formami
AMPs pak jsou (iii) rozvétvené Sroubovice s doménami bohatymi na jednu ¢i vice
aminokyselin (glycin, prolin, tryptofan, arginin a/nebo histidin), nebo (iv) volné smycky

s jednim disulfidickym mustkem ve své struktute (Hancock, 1997; Hancock & Sahl, 2006).

S

Protegrin Magainin

A

Indolicidin B-defensin

Obr. 1: Priklady struktur AMPs (Gesell et al., 1997; Hoover et al., 2001; Rozek et al.,
2003; Yang et al., 2003).

1.2.3 Antimikrobialni aktivita a mechanismy plisobeni

Jak jiz bylo vySe zminéno, antimikrobidlni peptidy jsou nepostradatelnou soucasti
vrozené¢ho imunitniho systému (Gan et al., 2021). Vykazuji rozsahly repertodr mechanismt
pusobeni, kterym se odlisuji od konvencnich antibiotik (Aoki & Ueda, 2013). AMPs primarn¢
interaguji s mikrobidlnimi membranami, pficemZ vyuZzivaji jejich specifického slozeni,

protoze pravé to je u bunék mikroorganismti a mnohobunéénych zivocichtl (zejména savcii)



rozdilné (Hancock & Lehrer, 1998; Matsuzaki, 1999). Zatimco vnéj$i vrstva membrany
gram-negativnich bakterii obsahuje negativné nabité lipopolysacharidy (LPS) a bunécna sténa
kyselinu teichovou, vnéjsi vrstva plazmatické membrany eukaryotnich bunck se sklada
pirevazné ze zwitterionickych fosfolipidii (fosfatidylcholinu a sfingomyelinu u savci)
(Hancock & Lehrer, 1998; Matsuzaki, 1999; Hancock & Sahl, 2006; Pushpanathan et al.,
2013). Dalsim faktorem je pfitomnost cholesterolu v membrané, ktery omezenim fluidity
lipidické dvojvrstvy, popfipadé samotnou interakci s peptidy, snizuje efektivitu
antimikrobialnich peptidi (Hancock & Lehrer, 1998; Matsuzaki, 1999; Hancock & Diamond,
2000; Pushpanathan et al., 2013). Diky tomuto rozdilu dokdzou AMPs selektivné rozeznat
mikroorganismy od svého hostitele a jsou pro né¢ snadno zacilitelné (Matsuzaki, 1999;
Hancock & Diamond, 2000; Koczulla & Bals, 2003). Nasledn4d pfima interakce je pak
zprostiedkovana elektrostatickou pftitazlivosti mezi kladné nabitymi peptidy a zaporné
nabitymi povrchy mikrobli (Koczulla & Bals, 2003; Pushpanathan et al., 2013). Proces
podporuji také hydrofobni vazby mezi nepolarnimi aminokyselinami v peptidech a centralni
¢asti lipidické dvojvrstvy (Matsuzaki, 1999).

Kli¢ovou roli v antimikrobidlni aktivit¢ AMPs hraje jejich schopnost rozrusovat
membrany cilovych organismi (Hancock & Lehrer, 1998; Koczulla & Bals, 2003). V prab¢hu
let bylo predstaveno hned nékolik modelti objasiiujicich tento proces. Jako ptiklad lze uvést
modely (i) ,,barrel-stave mechanism®, kdy peptidy utvoii transmembranovy hydrofilni kanal,
(i1) ,,aggregate channel model”, kdy se peptidy shroméazdi do neuspofadanych klastrii
formujicich kratkodobé kanaly skrz cilovou membranu umoziujici prinik cizorodych latek
(v€etn¢ dalSich molekul AMPs) do buiiky a (ii1) ,,carpet-like mechanism®, kdy peptidy ve
vrstvé pokryji bunéény povrch, porusi jeho stabilitu za vzniku toroidalnich port, a disledkem
toho se bunka zborti (Hancock & Lehrer, 1998; Koczulla & Bals, 2003) (Obr. 2). V kazdém
z ptipadi je prvnim krokem navéazani peptidu na membranu zpiisobujici zmény v jeji struktute
apermeabilité (Zasloff, 2002; Hancock & Sahl, 2006). Poté, vlivem naruseni, dochézi ke ztraté
integrity membrany, rozkladu membranového potencidlu a Uniku vnitrobunééného obsahu

(Zasloft, 2002; Koczulla & Bals, 2003; Hancock & Sahl, 2006).
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Obr. 2: Zékladni mechanismy pisobeni AMPs na bunééné membrany (Huan et al., 2020).

Dosud popsané modely se vztahuji pfedev§im na kationické peptidy. Jiné AMPs
maji schopnost translokace pfes mikrobidlni membranu bez jejiho kritického poruseni, kdy
nasledné cili na procesy, jeZ jsou pro Zivot buniky zdsadni, napf. syntézu proteint a nukleovych
kyselin; poptipadé€ indukuji pro buniku likvidacni procesy, jako je naptiklad aktivace enzymu
degradujicich bunécnou sténu (Matsuzaki, 1999; Zasloff, 2002; Hancock & Sahl, 2006;
Pushpanathan et al., 2013). Krom¢ pfimé antimikrobidlni aktivity vykazuje fada AMPs také
imunomodulacni u¢inky (Pushpanathan et al., 2013; Gan et al., 2021). Interakci s imunitnim
systémem hostitele dokdzou v ptipad¢ infekce vyvolat protizanétlivou reakci a dale stimulovat
imunitni odpovéd’ (Gan et al.,, 2021). Nékteré peptidy dokonce prokazaly schopnost
neutralizovat zanétlivou reakci vyvolanou bakteridlnimi lipopolysacharidy, coz je zajimavé
z medicinalniho hlediska pii stavech sepse (Brandenburg et al., 2016). Rutznorodé
mechanismy u¢inku AMPs podtrhuji jejich velky terapeuticky potencidl pfi boji s patogeny

rezistentnimi vaéi antibiotikiim.
1.2.4 Produkce

Aby mohly peptidy podstoupit fadné testovani pred pfipadnym uvedenim do praxe, je
potieba vyvinout adekvatné vynosnou a ekonomicky nenaro¢nou technologii produkce.

Izolace AMPs z ptirodnich zdroji ma jen maly vytézek, a tak neni vyhodna pro rozsahlé



experimentovani a aplikaci ani z ekonomického hlediska (Hancock & Lehrer, 1998; Li, 2009).
Kvuli této skutecnosti byly v poslednich desetiletich zdokonalovany metody uplatiujici
moderni postupy. Vyrobu antimikrobialnich peptidii lze tedy rozdélit do dvou hlavnich
smért: (1) syntézy de novo a (ii) rekombinantni exprese (Hancock & Lehrer, 1998; Aoki
& Ueda, 2013; Gan et al.,, 2021). Metoda chemické (nebo enzymatické) syntézy byva
mensich peptida (<50 aminokyselin) je tzv. ,,solid-phase peptide synthesis* (SPPS) (Goodwin
et al., 2012; Gan et al., 2021). Spociva v uchyceni C-termindlni aminokyseliny peptidu
k pevnému polymerickému nosici (pryskyfici) a postupnym ptridavanim dalSich aminokyselin
dochazi k prodluzovani fetézce. Nakonec je nové syntetizovany peptid odstépen od nosice
(Gan et al., 2021). Nespornou vyhodou chemické syntézy je moznost zhotoveni pomérné
libovolného designu peptidu a nasledna velka Cistota produktu. Nevyhodou je ovSem vysoka
cena a zatéz pro zivotni prostiedi (Li, 2009; Goodwin et al., 2012; Gan et al., 2021).

Modely vyuzivajici rekombinantni expresi jsou obecné¢ vnimany jako pracnéjsi, zato
finan¢né mén¢ nakladné nez chemicka syntéza (L1, 2009; Gan et al., 2021). Expresni systémy
se nabizi rGzné, nejCastéji je volena produkce formou fizniho proteinu v bakteridlnich
bunkach — typicky E. coli (Piers et al., 1993; Li, 2009). Vyrobu v prokaryotickych
organismech ovSem komplikuje toxicita pro hostitelské buiniky (Hancock & Sahl, 2006). Z
tohoto diivodu byva do fzniho proteinu pfidavana ¢ast s nosnym proteinem, ktery ma vliv na
rozpustnost peptidu, nebo iniciuje formaci inkluznich télisek (Li, 2009; Vidovic et al., 2009;
Aoki & Ueda, 2013; Gan et al.,, 2021). Vysledny protein s AMP tak neni toxicky pro
hostitelské buniky a je chranén pied proteazami (Li, 2009). Oblast nosného proteinu také
obvykle obsahuje afinitni purifikaéni znacku, napt. His-tag, diky které lze ziskat protein
s relativné vysokou Cistotou i touto metodou produkce. Ve fuznim proteinu je pak klicové
Stépné misto mezi nosnym proteinem a AMP, protoze umoziuje tyto dvé domény po expresi
a purifikaci proteinu od sebe oddélit (Hancock & Lehrer, 1998). Oba pftistupy k vyrobé
antimikrobialnich peptidii maji sva pozitiva a negativa. Pti volbé metodiky je tedy potieba
zvazit vicero faktorii. VéEtSinou rozhoduje velikost peptidi, ucel produkce, dostupné vybaveni

¢i kapital (Gan et al., 2021).
1.2.5 Vyhody AMPs

Studium antimikrobidlnich peptidii je zajimavé v mnoha ohledech a poméha
prohloubit pfedstavu o piinosech spojenych s jejich ptipadnym uvedenim do klinické,

zemédelské Ci primyslové praxe. Vzhledem ke svym vlastnostem a projeviim ma nasazeni



AMPs mnoho pozitiv. Jak jiz bylo uvedeno vyse, disponuji Sirokym spektrem plisobnosti proti
riznym mikroorganismim — od virl a bakterii, ptes plisné az po nékteré parazity (Hancock,
2001; Aoki & Ueda, 2013). Tato vsSestrannost je doplnéna efektivitou nékdy jiz
v mikro-molérnich koncentracich a zna¢nou rychlosti ti¢inku, coz je uzitecné pfti boji s infekci
(Koczulla & Bals, 2003). Dalsi vyhodou antimikrobialnich peptidii je jejich ptivod. Jelikoz se
pfirozené vyskytuji jako slozka imunitniho systému u majoritni vétSiny organismi, volbou
vhodného peptidu lze dosdhnout vysoké snaSenlivosti hostitelskym organismem
(Pushpanathan et al., 2013). Nespornou vyhodou jsou také jejich imunomodulacni schopnosti,
kdy dokazou stimulovat buiiky k imunitni odpovédi a pomahaji s regulaci zanétlivych procesii
(Pushpanathan et al., 2013; Gan et al., 2021).

O AMPs je Ccasto referovano jako o slibné alternativé antibiotik, protoze
pravdépodobnost vzniku mikrobidlni rezistence je v jejich piipadé mnohem nizsi (Hancock,
2001). DGvodem jsou jejich mechanismy pusobeni, které cili primarné na mikrobidlni
membranu za doprovodu dalsich efektti (Hancock & Lehrer, 1998; Matsuzaki, 1999; Koczulla
& Bals, 2003). Zaroven pfispiva jejich rychlost ucinkovani, ktera znemoznénim dalsi
reprodukce mikrobli brani vyvinu rezistence z generace na generaci (Mor, 2000). Ve
skute¢nosti ale nemusi byt AMPs uplatnény rovnou jako samostatné fungujici prostfedky. Na
poli mediciny mohou byt pfinosné uz jen svym synergickym ucinkem se zndmymi
konvenénimi antibiotiky, kdy zvySuji uc¢innost 1é€by (Gan et al., 2021). Synergické piisobeni
se vSak nevztahuje jen na jiné 1éky, objevuje se také pii kombinovaném nasazeni vice peptidi
2000; Mor, 2000).

V dneSni dobé genového inZenyrstvi, pokrocilych molekuldrnich metod
a biotechnologii poskytuje flexibilni design peptidi pfilezitost pro vyvoj novych,
efektivnéjSich antimikrobidlnich latek nebo terapeutik s vyssi specifitou (Aoki & Ueda, 2013;
Der Torossian Torres & De La Fuente-Nunez, 2019). Kromé vyuziti v mediciné mohou najit
AMPs 1 jind uplatnéni. Nabizi se napiiklad biochemickd ochrana povrchl, kosmetika,
potravinafstvi ¢i zemédelstvi, nebot’ jsou znamé peptidy s insekticidnimi vlastnostmi, tudiz by
mohly poslouzit k rozvoji bio-insekticidii (Hancock & Lehrer, 1998; Hof et al., 2001; Zasloff,
2002; Gan et al., 2021; Zhang et al., 2023). Diky svému potencialu fesit riizné vyzvy moderni

spolecnosti jsou antimikrobidlni peptidy perspektivnim smérem pro vyzkum.



1.2.6 Nevyhody AMPs

Ve skuteCnosti je ovSem cesta AMPs do praxe dlouhd a plna piekazek. Tak jako maji
mnoho slibnych ptinosi, je tieba vzit v potaz i fadu nevyhod a tiskali ktera je nutné pted jejich
uvedenim na trh ptekonat. Jednim ze zasadnich aspekti byva souhra mezi pozitivné nabitymi
peptidy a negativné nabitymi cilovymi membranami, kterd je zakladem jejich antimikrobidlni
aktivity (Koczulla & Bals, 2003; Pushpanathan et al., 2013). Tato interakce je citlivd na zmény
iontové sily (Hof et al., 2001; Zasloft, 2002; Koczulla & Bals, 2003). Hof a kolektiv
upozoriuji na to, ze vétSina pokusit s AMPs je provadéna v pufrech s nizkym obsahem iontii
(Hof et al., 2001). Ptipadné fyziologické prostiedi, kde by se m¢la interakce odehravat, je ale
co se tyce iontového sloZeni velmi rozdilné. Pochybnosti vyvolava také citlivost peptidi na
soli, které rovnéz snizuji jejich ucinnost (Hof et al., 2001; Aoki & Ueda, 2013). Tento problém
na zmény iontové sily (Hof et al., 2001).

Dalsi komplikaci je nachylnost peptida k proteolytické degradaci (Koczulla & Bals,
2003; Hancock & Sahl, 2006; Gan et al., 2021). Tento ukaz mlze byt na jednu stranu
prospeSny ve smyslu bezpec¢nostniho profilu AMPs, protoze by nemuselo dochézet k jejich
akumulaci a indukci systémové imunitni odpovédi. Na druhou stranu se tim snizuje jejich
terapeuticka pouzitelnost, protoze by bylo potieba vyssi a Castéjsi davkovani (Hof et al., 2001;
Aoki & Ueda, 2013). Vzhledem k jejich proteinové povaze je ale nutné zvazit i ptipadnou
imunogennost (Hof et al., 2001; Koczulla & Bals, 2003). Pti lokalni povrchové aplikaci nebo
kontaktu s travicim traktem by nemuselo dochéazet k vaznéjSim potizim, protoze reakce na
cizorodé¢ peptidy zde neni tak silna. V krevnim fecisti uz je ale situace jina. Kratké bioaktivni
peptidy se zde bézné nevyskytuji a kdyz, tak je jejich mnozZstvi pomérné striktné regulovano.
Pfi narustu koncentrace AMPs v krvi by tak mohlo dochéazet k draZzdéni mastocyti, které
uvolni histamin, coz miize vyvolat anafylaxi (Hof et al., 2001). Na zaklad¢ téchto predpokladii
se nazory na terapeutickou aplikaci antimikrobidlnich peptida rtizni. V kazdém ptipadé by ale
nem¢ly byt zanedbany hemolytické vlastnosti, které fada peptidii vykazuje (Aoki & Ueda,
2013). Stejn¢ tak né&ktefi autofi poukazuji na mozZnou toxicitu pro samotné bunky
hostitelského organismu (Koczulla & Bals, 2003; Hancock & Sahl, 2006; Gan et al., 2021).

Posledni hlavni ptekdzkou uvedeni AMPs do praxe je jejich ndkladna produkce
(Koczulla & Bals, 2003; Hancock & Sahl, 2006; Gan et al., 2021). Slozité procesy syntézy a
purifika¢ni metody zvySuji vyrobni naklady natolik, ze se jejich pifiprava zatim vyplati spi$

jen pro laboratorni ucely nez v masovém prumyslovém méfitku. Jak jiz bylo naznaceno, v této



otazce zalezi na typu peptidi a ucelu produkce. U kratkych peptidii v men§im mnozstvi byva
volena chemickd syntéza, kde je nadkladné hlavné vybaveni laboratote, chemikalie a samotné
aminokyseliny potiebné ke generovani (Gan et al., 2021). V ptipadé¢ delSich peptidi nebo pii
vyrobé ve velkém méfitku se vétSinou doporucuje jit cestou rekombinantni DNA exprimované
v zivych systémech a vyuziti fermentace. Zde mohou byt drahé pocatky vyzkumu, které
zahrnuji genetické inzenyrstvi, pofizeni vybaveni a slozek kultivaénich médii. OvSem
po optimalizaci produkce a purifikace peptidii Ize dosahnout efektivni a relativné levné vyroby
AMPs, kterda mé potencidl 1 pro primyslové vyuziti (Li, 2009; Gopal & Kumar, 2013;
Gaglione et al., 2019).

Ptes zminéné nevyhody nabizi antimikrobidlni peptidy v budoucnu $iroké uplatnéni.
pro cenové dostupnou produkci. Zaroven roste potieba zavadéni novych antimikrobidlnich
latek s riznorodymi ucinky, aby se zamezilo hrozici zdravotnické krizi (Global Antimicrobial
Resistance and Use Surveillance System (GLASS), 2022). V soucasnych studiich se
vyzkumné tymy soustfedi napiiklad na zdokonaleni vlastnosti peptidii nebo optimalizaci
procesu vyroby (M. Arias et al., 2018; Lee et al., 2018; Roca-Pinilla et al., 2020). V fad¢ praci
je vyuzivana moznost piipravy fuznich proteinii bakteriemi ve form¢ inkluznich télisek (IBs).
Tento piistup se uplatiiuje i1 v ptipadé AMPs, které je tak mozné levné produkovat
v bakteridlnich bunkéach, pro které by jinak byly toxické. Predkladand bakalaiskd prace
vychézi ze studie italské vyzkumné skupiny, kterd se zabyvala designem nosného proteinu
ajeho uplatnénim pfi produkci toxickych peptidi (Pane et al., 2016). Cilem préace bylo
zavedeni produkce malych AMPs hmyziho pivodu s vyuZitim fizniho proteinu s nosnym
proteinem Onkonézou. Jeji vyhodou je, Ze zprosttedkovava ukladani ve form¢ IBs a umoziuje

snadnou separaci vzniklého peptidu.



2 Cile prace
1. Ptiprava rekombinantnich konstruktii a jejich exprese v E. coli.

2. Izolace antimikrobialnich peptidi.

3. Testovani antimikrobidlnich u¢inkl izolovanych peptidu.
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3 Materialy a metody
3.1 Materialy

3.1.1 Klonovaci a expresni systém

Tab. I: Pouzité kmeny bakterii a vektory.

Nazev Popis Zdroj / Kat. €.
DH50 Chemlck?/ kompfatentnl B
klonovaci E. coli
Chemicky k tentni
One Shot™ BL21 Star™ (DE3) | oy SOMPEEIEL F nvitrogen / C601003
expresni E. coli
pET-22b(+) Expresni vektor Novagen

Ostatni material (pufry, chemikdlie, enzymy, antibiotika, molekuldrni markery,

pracovni kity a pfistrojové vybaveni) jsou vzhledem k rozsahu uvedeny v sekci 0.

3.2 Vybér peptida

Antimikrobidlni peptidy byly vybirdny z Antimicrobial Peptide Database (APD)
(Wang et al., 2016). Na zakladé poznatkl z italské studie (Pane et al., 2016) a vlastnich

preferenci byla stanovena nasledujici kritéria vybéru. Zvolené peptidy (viz Tab. II):

1. nesmély obsahovat sled aminokyselin Asp-Pro (DP) nebo Asp-Cys (DC) ve své

sekvenci

2. musely zacinat aminokyselinami prolinem (P), nebo cysteinem (C)

3. musely vykazovat co nejvyssi uc¢innost (dle AC uvedené v databazi)

4. m¢ély byt v idedlnim ptipadé¢ hmyziho pivodu

Déle byl pro potieby této prace doplnén pozadavek, aby byl alespont néktery z vybranych

peptidi komeréné dostupny jako moznost porovnéni v zavérecném testovani.
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Tab. II: Zvolené AMPs.

MW Puvod
Nazev Zkratka | / p(.)cet’ Sekvence (Zdroj / Kat. &.)
rezidui

. Synteticky
0O 1 .1

kmlgariar} Ok 7/7192 > ILRWPWWPWRRK-NH2 (MedChemExpress /
(komercni) HY-105048)

. 1877.27 C o,
Omiganan O 13 PILRWPWWPWRRK Synteticky
Jelleine-I J 954.18 /8 | PFKLSLHL Veela medonosnd

' (Apis mellifera)

.. 2887.55 | PIGAVLKVLTTGLPALISWI | V¢ela medonosna

Melitin M . .
/26 KRKRQQ (Apis mellifera)
Melitin MG 2847.49 | GIGAVLKVLTTGLPALISWI | Vé&ela medonosna
(var. 2) /26 KRKRQQ (Apis mellifera)
) 3479.96 | CIAKGNGCQPSGVQGNCC o
P
Psacotheasin PSAC /34 SGHCHKEPGWVAGYCK sacothea hilaris

3.3 Ptiprava vektoru s nosnym proteinem (ONC)

Expresni vektor byl stédry dar od italské vyzkumné skupiny (Pane et al., 2016). Jeho
zakladem byl komeréné dostupny vektor pET-22b(+). Do né&j byl vlozen konstrukt s genem
Onkonazy (ONC), ktera slouzi jako nosny protein. Déle byl inkorporovan His-tag, linker
sekvence (GTGDP) a gen peptidu odvozeného od lidského Trombinu (GKY20). Konstrukt
zaroven obsahuje restrik¢éni mista Kpnl a BamHI v linker sekvenci a Sacl za vloZzenym genem
peptidu, coZ umoznuje snadnou vymeénu za gen jiného peptidu. Postup pfipravy vektoru je

popsén ve vyse referované studii.

3.3.1 Stipani vektoru restrikénimi enzymy

Expresni vektor byl Stipan restrikénimi enzymy dle postupu v Tab. III. V zavislosti
na pocatku sekvence zvolenych AMPs bylo vektor nutné rozstépit ,,linker” sekvenci dvéma
odlisnymi enzymy. Pro zaklonovani peptidil za€inajici na C-konci prolinem byl vektor St€pen
enzymy BamHI-Sacl. Pro zaklonovani peptidii za€inajici na C-konci jinou aminokyselinou

byl vektor §tépen enzymy Kpnl—Sacl.
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Tab. III: Restrikéni reakéni smés (100 pl).

Slozka Objem (ul)
Pufr ,,FastDigest* (10x) 10
Vektor s konstruktem (ONC-GKY20) 25
Kpnl / BamHI 5
Sacl 5
ddH>0O 55

Vysledné vzorky byly vizualizovdny na gelu na horizontalni elektroforéze (1,25%,
100 V, 1x TAE pufr). Prouzky s rozstipnutym vektorem byly vyfiznuty Ziletkou a ptecistény
pomoci kitu Expin™ Combo GP. Precisténi bylo provedeno ptesné podle navodu v sadé.
Koncentrace takto ziskanych vektorli byla ovétena spektrofotometricky na Nanodropu (vektor

Kpnl-Sacl: ¢ = 63ng/ul; vektor BamHI-Sacl ¢ = 59 ng/ul).

3.4 Piiprava vektorl se zvolenymi AMPs

Primery pro peptidy Omiganan (O), Jelleine-I (J) a Melitin (M a MG) byly

nasyntetizovany spolec¢nosti Merck.

3.4.1 Fosforylace primerti pro O, J, M, MG

Aby se zvysila tspéSnost ligace v kroku 3.4.3, byly primery pro O, J, M a MG nejprve
fosforylovany (Tab. IV). Reakéni smés byla inkubovana po dobu cca 30 min pii 37 °C a

nasledné inaktivovana zahiatim na 95 °C, 5 min.

Tab. I'V: Fosforyla¢ni reakéni smés (10 pl).

Slozka Objem (ul)
Ligacni pufr (10x) 1
Primer F (O/J/M/MQG) 1
Primer R (O/J/ M /MQG) 1
T4 Polynukleotidova Kinaza 1
ddH>O 6

3.4.2 Piiprava PSAC

Peptid Psacotheasin (PSAC) byl pftilis dlouhy pro pfimou syntézu. Tento problém byl
vyfeSsen pomoci PCR dvou navrzenych oligonukleotidii s pfesahem (Tab. V). Sekvence

oligonukleotidl vCetn€ vyznacené oblasti vzajemného nasedani jsou uvedeny v sekci 0.
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Tab. V: Reakéni smés PCR (300 pl).

Slozka Objem (ul)
F primer 30
R primer 30
DreamTaq PCR MasterMix (2x) 150
ddH>O 90

Tab. VI: Program amplifikace pomoci PCR.
Faze Cas Teplota (°C) Pocet opakovani
Denaturace 2 min 94 1
Denaturace 30s 94 30
Nasedani primert 30s 55
Polymerace 45s 72
Polymerace 1 min 72 1
Konec reakce — 4 —

Cast PCR produkti byla pro kontrolu analyzovéna na horizontalni gelové elektroforéze
(1,25%, 100 V, 1x TAE pufr). Po ovéteni GspéSnosti PCR byly ostatni produkty ptrecistény
pomoci kitu Expin™ Combo GP. Piecisténi bylo proveden piesné dle ndvodu vyrobce.

Ziskana DNA byla spektrometricky zmétena Nanodropem (¢ = 96 ng/ul) a restrikéné Stipana

enzymy Kpnl a Sacl.

Tab. VII: Restrik¢ni reakéni smés (100 pl).

Slozka Objem (nl)
Pufr ,,FastDigest* (10x) 10
Precistény PCR produkt 25
Kpnl 5

Sacl 5
ddH>O 55

Po Stipani restrikénimi enzymy byl produkt opét precistén kitem Expin™ Combo GP.
Byl dodrzen postup piesn¢ podle ndvodu v sadé. Nasledné byla vysledna koncentrace
spektrometricky zkontrolovana Nanodropem (c = 54 ng/ul). Tento DNA produkt byl pouzit

v liga¢ni smési v kroku 3.4.3.

3.4.3 Ligace

Vektory nesouci konstrukt se zvolenymi AMPs byly zkompletovany ligaci plazmida

z kroku 3.3.1 a primerti z kroki 3.4.1 a 3.4.2. Ligacni pufr byl pfed pouzitim ponechén, aby
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zvolna rozmrzl na ledu, a poté dikladné protfepan. Celkové slozeni ligacni reakce je

v Tab. VIII.

Tab. VIII: Ligacni reak¢ni smés (20 pl).

Slozka (0 J M MG PSAC
Insert (primer) 5ul S5ul S5ul S5ul 10 ul
Vektor

- - - 6 ul 6 ul
(Kpnl+SacI) " 4
Vektor

1 1 1 — -

(BamHI+SacI) bu bu bu
Ligacni pufr 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
(10x)
T4 ,DNA 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul
ligaza
ddH»O Sul Sul S5ul S5ul —

Liga¢ni smés byla inkubovana ptes noc pii pokojové teplote.
3.4.4 Transformace DH5a

Transformace byla provedena do chemicky kompetentnich bunék DHS5a. Alikvoty
bun¢k po 200 ul byly vyndany z -80 °C a ponechény na ledu, aby rozmrzly. Nasledné
byly rozdéleny po 100 ul do predchlazenych mikrozkumavek a bylo ptidano 10 pl ligacni
smési z bodu 3.4.3. Mikrozkumavky s buitkami byly inkubovany 15-20 minut na ledu.
Nasledoval tepelny Sok 42 °C po dobu 50 s a okamzité vraceni na led na 60 s. Poté bylo
pfidano 500 pl LB média a dano tifepat na 200 rpm 37 °C 45 min. Pfipravené bunky
byly steriln¢ vysety na LB agarové misky obsahujici Ampicilin (100 pg/ml). Misky byly
po zaschnuti zavieny, obraceny dnem vzhiiru a inkubovany ve 37 °C po dobu 16-20 hodin.
Jednotlivé kolonie baterii byly poté piekiizkovany na nové selekéni LB agarové misky a
ponechany v inkubatoru ve 37 °C do druhého dne.

Nasledujici den byl odebran vzorek bakterii z kazdé prekiizkované kolonie a rozpustén
v ddH>0O. Suspenze byla inkubovéana v 95 °C po dobu 10 min. Nasledovalo okamzité zchlazeni

na ledu. Suspenze byla pouzita jako templat do kontrolni PCR (Tab. IX).
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Tab. IX: Reak¢ni smés colony PCR (10 pl).

Slozka Objem (ul)
T7 primer (Forward) 0,5
Reverzni testovaci primer 0,5
Bakterialni suspenze 1
DreamTaq Green PCR MasterMix (2x) 5
ddH>0O 3

Tab. X: Program PCR.
Faze Cas Teplota (°C) Pocet opakovani
Denaturace 2 min 94 1
Denaturace 30s 94 30
Nasedani primert 30s 53
Polymerace 45s 72
Polymerace 1 min 72 1
Konec reakce — 4 —

Vysledky PCR byly ovéteny elektroforeticky na agarézovém gelu (1,25%, 100 V,
1% TAE pufr). Pozitivni kolonie byly dale pouzity pro piipravu tekutych kultur v kroku 3.4.5.

3.4.5 Izolace plazmida

Pro izolaci byly pouzity 3 ml kultury, ktera byla kultivovana ptes noc (37 °C, 200 rpm)
v selekénim LB médiu. Izolace plazmidi byla provedena dle navodu pracovniho kitu
Hybrid-Q™ Plasmid Rapidprep. Uspésnost izolace byla ovéfena sekvenovanim (Eurofins).

Ziskana plasmidova DNA byla pouzita v kroku 3.5.1.

3.5 Exprese AMPs

3.5.1 Transformace plazmidi do bakterii BL21

Postup transformace byl totozny jako v bod¢ 3.4.4, akorat v tomto kroku byly vyuzity
jiné akceptorové builkky — chemicky kompetentni E. coli BL21 (DE3). Nasledovala opét
kontrolni colony PCR shodna s krokem 3.4.4 a vysledky byly ovéfeny na horizontalni gelové
elektroforéze (1,25%, 100V, 1x TAE pufr).
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3.5.2 Péstovani bakterii a indukce

Selekéni TB médium (viz 3.1.2) bylo inokulovano pies noc rostouci kulturou bakterii
zbodu 3.5.1. Suspenze byla kultivovana, nez bylo dosazeno ODsoo = 0,8—1. Poté byla
indukovéna exprese IPTG (1mM). Nasledna inkubace probihala pti 37 °C, 200 rpm po dobu
16 h. Médium bylo rozdéleno po 2 ml do mikrozkumavek a sklizeno odstfedénim (4 °C,

5000 x g, 20 min). Ziskané sedimenty byly oplachnuty dH,O a ihned zamrazeny v -80 °C.

3.5.3 Izolace inkluznich télisek (IBs)

Izolace IBs byla provedena dle diplomové prace Be. T. StaSkové (Staskova, 2012)

v nasledujici uprav€. VSechny pufry a technické vybaveni jsou uvedeny v kapitole 8.

1. Bakteridlni sedimenty z kroku 3.5.2 (ze 2 ml suspenze) byly vyndany z -80 °C a
nechdny rozmrznout na ledu.

2. Ke vzorkim bylo ptiddno 500 pl lyza¢niho pufru (250 pl lysozymu, doplnéno Bl
pufrem do 25 ml). Sonikace 2 kola po 40 s, 60 % vykonu, na ledu. Doplnéno 1500 ul
lyza¢niho pufru a ddno michat na kruhovou tfepacku na 45-60 min za pokojové
teploty. Sto¢eno na vychlazené odstiedivce (4 °C, 16 000 x g, 15 min). Supernatant
byl odstranén.

3. K sedimentiim bylo pfidano 500 ul ,,DNase* pufru. Sonikace 2 kola po 40 s, 60 %
vykonu, na ledu. Doplnéno 1500 ul ,,DNase* pufru a dano michat na kruhovou
ttepacku na 60 min za pokojové teploty. Stoceno na vychlazené odstiedivee (6 °C,
16 000 x g, 15 min). Supernatant byl odstranén.

4. K sedimentim bylo ptidano 500 ul B2 pufru. Sonikace 2 kola po 30-45s, 60 %
vykonu, na ledu. Doplnéno 1500 ul B2 pufru a dano michat na kruhovou tfepacku
na 10min za pokojové teploty. Stoceno na vychlazené odstfedivce (8 °C,
16 000 x g, 15 min). Supernatant byl odstranén. Tento krok (4.) byl proveden
celkem 3krat.

5. K sedimentiim bylo ptidano 500 pl B3 pufru. Sonikace 2 kola po 30 s, 60 % vykonu,
na ledu. Doplnéno 1500 ul B3 pufru a ddno michat na kruhovou tfepacku na 10 min
za pokojové teploty. Stoceno na vychlazené odstiedivce (8 °C, 15 000 x g, 15 min).
Supernatant byl odstranén. Tento krok (5.) byl proveden celkem 3krat.

6. Po poslednim odsati supernatantu byly sedimenty IBs opatrné¢ oplachnuty dH-»O,
zbaveny zbytkt dH>O a dany zamrazit do -80 °C.
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Pro kontrolni ucely byl u nékterych vzorkii v poslednim opakovani 5. kroku odebrana
200ul alikvota (1/10 objemu) do novych mikrozkumavek. Z praktickych divodu tak bylo
ucinéno po michéni na kruhové tfepacce, kdy byly vzorky jesté ve forme suspenze. Alikvoty
pak byly centrifugovany stejn¢ jako standardni vzorky a oSetieny, jako je popsano v 6. kroku.

Alikvoty byly analyzovany na vertikalni gelové elektroforéze — 10% tricin SDS-PAGE
(130 V, 1 h 50 min), ¢imz byla ovéfena uspeSnost indukce bakterii a efektivita ¢isténi

inkluznich télisek.

3.6 Izolace AMPs

3.6.1 Rozpousténi rekombinantniho proteinu

Aby bylo mozné oddélit AMPs od rekombinantnich proteint, bylo potfeba izolovana
IBs nejprve renaturovat. Po testovani rozpousténi proteinti ve 20%, 40% a 80% kyseliné
mravenci a 0,1M kyseliné octové (pH 2, upraveno HCI) se pro tento ucel nejvice osvédcila
40% kyselina mravenci (FA).

Sedimenty IBs byly vyndany z -80 °C a ponechany, aby rozmrzly na ledu. Ke kazdému
bylo pifidano 200 pul 40% FA. Nasledujicich 30 min byly sedimenty nechdny na ledu
rozpoustét za obcCasného Setrného protfepani. Po uplynulé dobé byly vzorky stoceny
na odstifedivce (4 °C, 16 000 g, 5 min). Supernatanty byly odpipetovany do novych
mikrozkumavek (2 ml) a nechany na ledu (frakce 1). Zbylé sedimenty podstoupily dalsi kolo
rozpousténi s rozdilem, Ze u nékterych vzorkl stacilo uz jen 100 pl 40% FA. Po stoceni
byly supernatanty (frakce 2) piepipetovany k frakci 1. Takto pfipravené vzorky (supernatanty
f. 1+2) byly vysuSeny na koncentratoru. Odpafovani probihalo pouze za pokojové teploty.
Zaroven bylo kazdych 15 min pferuseno, aby mohly byt vzorky zchlazeny na ledu. Trvani
tohoto kroku bylo pro rizné vzorky individualni; obecné¢ byly vysuseny, dokud nebyly
zbaveny kyseliny (~90 min).

Aby se predeslo nechténé formylaci proteinti, doba inkubace ve 40% FA pfi pokojové
teploté nikdy neptesdhla 2 hodiny (Zheng & Doucette, 2016). Navic, jak jiz bylo popsano,
vétSina tkond, u kterych to bylo mozné, byla provadéna na ledu. Pokud nebylo ihned

ptistoupeno k dalSimu kroku izolace AMPs (3.6.2), vzorky byly ulozeny do -80 °C.

3.6.2 Stépeni

Pokud byly vzorky pted pouzitim skladovany v -80 °C, byly ponechany na ledu

rozmrznout. Sediment utvofeny na dné¢ mikrozkumavek po kroku 3.6.1 byl za Setrného
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protfepavani hydrolyzovan v 600 pl 0,1M kyseliny octové (pH 2, upraveno HCI). Po
uspésném rozpusténi byly mikrozkumavky dany na 24 h do vodni 14zn€ o teploté 60 °C. Prave
v tomto bod¢ byla vyuzita v kyselinach termolabilni vazba mezi Asp-Pro nebo Asp-Cys.
Rozpad nestabilni vazby byl ovéten az po kroku 3.6.4, aby nebylo plytvano AMPs, které se

do té¢ doby nepodatilo na gelu prokazat v disledku molekulové hmotnosti.

3.6.3 Precipitace a separace ONC

Kli¢em k oddé€leni zbytka fuznich proteinti od odstépenych peptidi byla neutralizace
roztokid. Vyuzilo se zde vlastnosti nosného proteinu Onkonazy (ONC), ktera je citliva na pH.
Neutralizaci roztokd hydroxidem amonnym na pH 7 bylo docileno vysrdzeni proteini
obsahujicich ONC a zéaroven zachovani peptidii v nativnim stavu. Po pfidani NH4sOH
byly vzorky Setrné protfepavany po dobu 5 min a nasledné promichavany na kruhové tfepacce
po dobu 25 min.

Separace byla provedena odstfedénim (4 °C, 16 100 g, 25 min). Stocené sedimenty
byly vyuzity na 10% tricinovou SDS-PAGE (130 V, 1 h 45 min) k ové&feni GspéSnosti Sté€peni.
Supernatanty byly piepipetovany do novych mikrozkumavek.

3.6.4 Odpatovani

Kyselina octova a hydroxid amonny byly ze supernatanti z kroku 3.6.3 odstranény
odparenim. Exsikace probihala bez zahtivani a trvala kolem 90 minut. Bélavé sedimenty zbylé

po vysuseni byly uloZeny do -80 °C.

3.7 Charakterizace izolovanych peptidi

3.7.1 Vysokoucinna kapalinové chromatografie (HPLC)

Prvni metoda zvolend k ovéfeni produkce AMPs byla vysokou¢innd kapalinova
chromatografie (High-Performance Liquid Chromatography — HPLC). Této analyze
byly podrobeny pouze vzorky s pfedpokladanym obsahem Omigananu, protoZe jiné peptidy
neobsahuji ve své sekvenci dostatek vhodnych aromatickych kyselin, popiipadé nemély
dostate¢nou UspéSnost odstépovani peptidii z rekombinantnich proteini. Pro srovnani
byly zméfeny i1 vzorky sedimentli s nosnym proteinem z bodu 3.6.3. Analyza byla provedena
panem prof. D. Kodrikem z laboratofe fyziologie hmyzu Entomologického tstavu
Biologického centra AV CR. Vzorky mu byly poskytnuty ve vysusené formé z kroku 3.6.4.

Byl zhotoven fluorescencni zaznam ve vinovych délkach 280 a 348 nm, které byly v podstate
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totozné. V prubc¢hu meéfeni byly sbirdny frakce o objemu 1-2 ml. Ziskané frakce byly
zamrazeny v -80 °C. Obdrzené tabulky z méfeni byly zanalyzovéany a zpracovany do grafu —

viz kapitola 4.2.

3.7.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Druhd metoda zvolena k ovéfeni produkce AMPs byla hmotnostni spektrometrie
(Mass Spectrometry — MS). Tato analyza byla provedena primarné na vybranych frakcich
z HPLC, kde byl ptedpoklad zastoupeni Omigananu. Dodate¢né byly takto zkontrolovany i
dal$i vzorky Omigananu a Jelleinu-I z bodu 3.6.4. Méfeni bylo provedeno panem doktorem
F. Dy¢kou z laboratofe proteomiky na katedie chemie Ptirodovédecké fakulty JihoCeské
Univerzity v Ceskych Budgjovicich. Obdrzené vysledky potvrdily piitomnost velkého

mnozstvi AMPs ve vzorcich. Vystupni graf je ptilozen v kapitole 4.2.

3.8 Testovani antimikrobialnich u¢inku

3.8.1 Ptiprava na testovani

Na zaklad¢ hodnoceni velikosti sedimentii z kroku 3.6.3 a elektroforetogrami PAA
geld, kde byly analyzovény, bylo vypocteno pfiblizné mnozstvi peptidlii obsazené v sedimentu
po odpafeni supernatantll v kroku 3.6.4. Podle toho bylo dale dopocteno, kolik takovych
vzorkl je potfeba nanést na disky, aby bylo dosaZeno aktivni koncentrace (AC) jednotlivych
peptidi. TotéZ bylo vypoéteno pro komeréné zakoupeny Omiganan. Udaje o AC peptidi byly
cerpany z APD (Wang et al., 2016) a jsou pro piehlednost zaznamenany v Tab. XI.

Tab. XI: Minimalni inhibi¢ni koncentrace peptidii pro E. coli.

Antimikrobialni peptid Aktivni koncentrace
Omiganan (i komer¢ni) 0,8 uM/ml
Jelleine-I 2,5 pg/ml
Psacotheasin 12-25 uM

Pro snazsi aplikaci na disky byly peptidy rozpustény sterilni ddH>O. Veskeré tkony
v tomto a nasledujicim kroku prace byly provadény za maximalné sterilnich podminek.
Samotné disky o priméru 5,5 mm byly pfipraveny vyrazenim ze silné¢ho filtracniho

papiru. Nasledn¢ byly pfed pouzitim sterilizovany suchym rezimem autoklavu ve sklenénych
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Petriho miskach. Osvédcilo se disky v miskach rovnou rovnomérné rozmistit, aby byla
pozd¢&jsi manipulace omezena na minimum.

Testovani probihalo na LB agarovych miskach bez ptidavku antibiotik. Jako modelové
bakterie k testovani byly vybrany chemicky kompetentni E. coli BL21 (DE3), které byly
napéstovany v tekuté kulture v LB médiu (opét bez antibiotik).

Dale byly pfipraveny chemikalie figurujici v testovani — 40% kyselina mravenci a
0,1M kyselina octova (pH 2, upraveno HCI), a také antibiotikum ampicilin (¢ = 0,1 pl/ml)

slouzici jako standardizovana kontrola.

3.8.2 Diskova difuzni metoda

Na pfipravené LB agarové misky bylo sterilné naneseno 55 pl ptfedpéstované
bakterialni kultury (ODeoo = ~0,8). Misky byly ponechany zaschnout.

Mezitim bylo na sterilni disky aplikovano zvolené mnozstvi peptidové suspenze,
kyseliny ¢i antibiotika. Aby disky nasaly cely aplikovany objem, bylo na né nanaSeno
maximalné 30 pl peptidické suspenze. Ptehled pfipravenych diski je zaznamendn v Tab. XII.

Disky byly nechany kratce zaschnout a poté umistény na vyse popsané LB agarové misky.

Tab. XII: Testovaci disky.

Typ Obsah ucinné slozky Cetnost
Omiganan komer¢ni 18 ng/disk 4x
Omiganan 100 % AC ~18 ng/disk 1x
Omiganan 50 % AC ~9 ng/disk 1%
Jelleine-I 100 % AC ~25 ng/disk 2x
Jelleine-1 50 % AC ~12,5 ng/disk 2x
Psacotheasin 50 % AC ~250 ng/disk 2%
0,1M kyselina octova (pH 2, )

upraver?o HCI) v 15 pl/disk I
40% kyselina mravenci 15 pl/disk 1%
Ampicilin 10 pg/disk 3x

Misky byly inkubovany dnem vzhtru ve 37 °C po dobu 20 hodin. Nésledné byly
vysledky fotograficky zdokumentovéany a vyhodnoceny.
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4 Vysledky
4.1 Exprese fuznich proteinil

Bylo pfipraveno 5 konstrukti obsahujicich ndmi zvolené antimikrobidlni peptidy —
Omiganan, Jelleine-I, Melitin, Melitin (var. 2) a Psacotheasin. Expresni bakterie E. coli BL21
(DE3) byly s témito konstrukty transformovany. Po indukci exprese byla elektroforeticky

ovéiena produkce fiznich proteint ve formé inkluznich télisek (IBs) (Obr. 3).
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Obr. 3: Indukce expresnich bakterii. IPTG - — neindukovany; IPTG + — indukovany;
M — Protein MW marker; BL — lyzat bun€k; K+ — pozitivni kontrola (buiiky s vektorem od
italské vyzkumné skupiny (Pane et al., 2016)); K- — negativni kontrola (buniky bez vektoru);
Ramecky — inkluzni téliska s jednotlivymi AMPs.

Z obrazku je patrné, ze bakterie nedokézaly produkovat ani jednu z variant Melitinu.
Na zaklad¢ dalSich pokusti o zaklonovani a indukei, které skoncily se stejnym vysledkem, byl
tento antimikrobialni peptid v obou jeho variantdch z nésledujicich experimentli a testovani
vyloucen. V ptipadé Psacotheasinu se objevil neCekany ukaz, kdy mira exprimovanych
inkluznich télisek byla vyssi u bunék bez provedené indukce IPTG. Opakované napéstovani
bakterii a indukovani tento vysledek potvrdilo. Buiiky s plazmidy pro produkci Omigananu a
Jelleinu-I byly vSak v expresi IBs tspé$né. Porovnani vzorku indukovaného bakterialniho
lyzatu a pozitivni kontroly, coZ je tentyz vzorek po procesu izolace IBs (krok 3.5.3), navic

demonstruje efektivitu ¢isténi.
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4.2 1Izolace a charakterizace AMPs

Jak bylo popsano v metodické Casti prace, ziskana inkluzni téliska byla rozpusténa
a uvolnéné proteiny byly $tépeny za specifickych podminek. Uspé&snost tohoto procesu byla

ovéiena opét elektroforeticky, coz je zachyceno na Obr. 4.
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Obr. 4: Stpeni proteinti 0,1M kyselinou octovou (pH 2, upraveno HCI) ve vodni 1azni
(60 °C) po dobu 24 hodin. IBO — aliquot IBs s peptidem Omigananem pted Stépenim; O —
separované proteiny po odstépeni Omigananu; M — proteinovy MW marker; IBJ — aliquot IBs
s peptidem Jelleinem-I pred §t€penim; J — separované proteiny po odstépeni Jelleinu-1; IBP —
aliquot IBs s peptidem Psacotheasinem pied $t€penim; P — separované proteiny po odstépeni

Psacotheasinu; a — nestépeny fizni protein; b — zbytek fuzniho proteinu po odstépeni peptidu.

Na zaklad¢ elektroforetogramu gelu lze fict, ze Sté€peni s vyuzitim termolabilni vazby
mezi Asp-Pro bylo v pfipad€ fuznich proteinii obsahujicich Omiganan a Jelleine-I vcelku
usp&$né. Znazoriiuje to posun vuci neStépenému fuznimu proteinu, ktery vykazuje vétSina
proteint. Tento jev je zpusoben ztratou ¢asti s AMP béhem Stépeni, takZe zbyvajici protein je
mensi a na gelu pak doputuje dal, protoze je kratsi. Stépeni rekombinantniho proteinu
s Psacotheasinem nedosahlo tak pozitivniho vysledku. Zdafilost Stépeni byla odhadnuta na

ptiblizné 50 %.
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Vzhledem k vysledkiim vertikalni gelové elektroforézy, kde byly zkontrolovéany
post-separacni sedimenty, byla pfedpokladana ptitomnost AMPs v supernatantu. Jako prvni
metoda k ovéfeni této hypotézy byla zvolena vysokouUc¢innd kapalinovd chromatografie
(High-Performance Liquid Chromatography — HPLC), kde byla porovnana kiivka gradientové

eluce proteind z peletu a ze supernatantu. Vysledky jsou vyneseny v grafu na Obr. 5.
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Obr. 5: Graf z vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) (fluorescenéni
zdaznam 280 nm). Srovndni gradientové eluce supernatantu a sedimentu separovanych po

Sté€peni fuznich proteind obsahujicich Omiganan.

Této analyze byly podrobeny pouze vzorky Omigananu, protoze vykazovaly vysokou
uspeésnost odstépovani peptidu z rekombinantniho proteinu. Zarovenn byla zohlednéna
vhodnost sekvence — Omiganan obsahuje dostatek aromatickych aminokyselin potiebnych
k zaznamenani fluorescence, coz neni pfipad Jelleinu-1. V pribéhu méteni byly sbirany frakce.
Na zaklad¢ jednoho dominantniho vrcholu ktivky supernatantu vznikl ptedpoklad, ze se jedna
o izolovany antimikrobidlni peptid Omiganan. Frakce s timto peptidem byla tedy ovéiena
pomoci hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry — MS). Obdrzeny graf je pfiloZen jako

Obr. 6.
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Obr. 6: Graf vysledkti analyzy izolovaného peptidu Omiganan pomoci hmotnostni

spektrometrie. Detekovany peptid Omiganan je zndzornén dvéma vyznacenymi vrcholy.

Antimikrobidlni peptid Omiganan byl skute¢n¢ detekovan. V grafu je reprezentovan
dvéma vrcholy, protoZze mohl obsahovat 3 nebo 4 naboje. Ostatni nizkd maxima byla popsana
jako ulomky nosného proteinu ONC nebo samotného peptidu. Déle byly v malé miie

rozpoznany kontaminanty z kultiva¢nich médii a kontaminanty zpiisobené manipulaci.

4.3 Testovani antimikrobialni aktivity

Po obdrzeni pozitivnich vysledki z hmotnostni spektrometrie byly vyrobené peptidy
pfipraveny na testovani jejich antimikrobidlni aktivity na bakterii E. coli. Pro tento kol byla
zvolena diskové difizni metoda, kde primér inhibi¢ni zony kolem disku je tmérny aktivité
testované latky. Kvili nedostatku AMPs nemohl byt experiment proveden v rozsahu hodném

statistické evaluace, avSak pro subjektivni porovnani je ptilozen Obr. 7.
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Obr. 7: Testovani antimikrobialni aktivity vyprodukovanych AMPs diskovou difizni
metodou (1,5% LB agarové misky; disky priméru 5,5 mm; E. coli BL21 (DE3); inkubace
20h). O kom - komeréni Omiganan (AC/disk); O — Omiganan; J— Jelleine-I; P —
Psacotheasin; Amp — ampicilin (10 pg/disk); AA — 0,IM kyselina octova (pH 2, upraveno
HCI) (15 pl/disk); FA 40% — 40% kyselina mravenci (15 ul/disk); 50% — aplikovano
50 % AC daného peptidu / disk; 100% — aplikovano 100 % AC daného peptidu / disk.

Komer¢né zakoupeny Omiganan piekvapivé nevykazoval vysokou aktivitu. Vlastni
experimentalné vyprodukovany Omiganan mél proti nému viditelné efektivnéj$i ptsobeni.
Své antimikrobidlni ucinky projevil i rekombinantni Jelleine-I. To neplatilo v ptipadé
Psacotheasinu, zde byly inhibi¢ni zoény kolem diskli sotva patrné. Diky tomu miize byt
Psacotheasin povazovan za kontrolni peptid, takze antimikrobialni ptisobeni ostatnich peptidi
nemiize byt zaménéno za efekt kyselin pouzivanych béhem procesu vyroby. Kyselina octova

a mravenci totiz také mély zjevny vliv na bakteridlni bunky. Ze vzorkl vSak byly zcela
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odpateny, a tudiz by na vysledek testu vliv mit nemély. Disky s ampicilinem byly ptidany jako
standardizovana kontrola funk¢nosti testovani — primér inhibi¢nich zén ptesahl hranici pro

stanoveni citlivosti dle oéekavani.

27



5 Diskuse

V dobé rozsitujici se rezistence patogenil vici antibiotikim se staly antimikrobiadlni
peptidy (AMPs) jednou z nadéji pii hledani novych terapeutickych moznosti. Jejich ptirozené
vlastnosti jako schopnost cilit a naruSovat mikrobidlni membrany nebo potencial pro
synergické plsobeni se stdvajicimi antibiotiky ¢ini z AMPs slibné kandidaty na vyvoj novych
antimikrobialnich latek (Mataraci & Dosler, 2012; Naghmouchi et al., 2012; Nuding et al.,
2014). V predkladané praci byla zavedena vyroba malych AMPs hmyziho piivodu
prostiednictvim fuzniho proteinu s nosnym proteinem Onkonazou. K tomuto cili vedlo
nékolik krokl — od prace s databazi, pies ptipravu vektort a jejich expresi v buiikach E. coli,
az k izolaci AMPs z fuznich proteinti a jejich testovani antimikrobidlni aktivity.

Vzhledem k tomu, Ze databdze jako ,,Antimicrobial Peptide Database* obsahuji
informace o tisicich ptfirodnich antimikrobialnich produktech (Wang et al., 2016), bylo potieba
najit metodologicky pfistup umoznujici rychlou a nenaro¢nou produkci a testovani téchto
latek, aby bylo mozné posoudit jejich potencial pro uplatnéni ve zdravotnictvi, zeméd¢lstvi ¢i
primyslu. V praxi bylo potfeba vybrat nékolik zastupct s jednoduchou strukturou a robustni
aktivitou pro dalsi vyzkum. Ackoliv se tedy préace inspirovala studii italské vyzkumné skupiny
K. Pane (Pane et al., 2016), byla provedena fada tiprav, ktera vedla k zjednoduseni a urychleni
postupti.

Prvnim vyznamnéji odliSujicim se krokem od plivodni prace skupiny Dr. Pane byla
izolace inkluznich télisek (IBs), kterd byla inspirovana pfistupem v diplomové praci
T. Staskové (Staskova, 2012). V prubéhu cetnych opakovani se ovSem ukazalo, Ze nékteré
kroky dale optimalizovat, a pfitom zachovat kvalitu dostacujici pro ucely této prace.
V referované italské publikaci je pouzito ¢&iSténi fuzniho proteinu pomoci afinitni
chromatografie vyuZivajici histidinovy hexapeptid. Na zakladé provedenych pokusii bylo
ovsem usouzeno, ze zlepseni Cistoty proteint neni tak velké, aby bylo zasadné piinosné. Tento
krok byl tedy v ndmi pouzitém finalnim procesu zcela vypustén.

Dalsi inovaci bylo pouziti 40% kyseliny mravenc¢i na renaturaci proteint ve form¢ IBs
a jeji nasledné odpateni. Tento postup sice pfinasi riziko nechténych formylaci proteind, ale
pii zohlednéni poznatkii ze studie Zhenga a Doucetteho je mozné se tomuto jevu vyhnout a
proces rozpousténi vyznamné urychlit (Zheng & Doucette, 2016). Navazujici bod termického
Stépeni v kyselém roztoku byl proveden dle diive uvedené italské studie, avSak bez vyuziti
dusikaté atmosféry. I presto postup pfinesl ocekavané vysledky — AMPs se tspésné Stépily ze

svych nosnych proteind.
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Posledni krok produkce AMPs, separace peptidll od proteint zbyvajicich v roztoku po
Stépeni, byl taktéz upraven. Namisto 16h inkubace v NH3 pii 28 °C a nésledné dialyzy byly
vzorky neutralizovany NH4OH a inkubovany po dobu 30 min za pokojové teploty. Precipitace
zbytkli nosné¢ho proteinu fungovala i s touto zménou, zkratila dobu pro izolaci peptidi,
pri¢emz stacilo supernatant ziskany odstfedénim odpatit za pokojové teploty.

V originalni préci je UspéSnost Stépeni fuznich proteinii a separace ovéfovana na
20% SDS-PAGE umoziujici vizualizovat i pfitomnost samotnych peptidi. Zde se nam
osvédcila SDS-PAGE s 10% tricinovym roztokem, kterd je vhodna pro rozliSovani malych
proteind (do 100 kDa) (Schéagger, 2006) a pouzita jako dikaz separace i pro neptimy odhad
kvantity peptidu na zaklad¢ ubytku hmotnosti provérovanych fuznich proteinti. Pro rozptyleni
ptipadnych pochyb je mozné analyzu doplnit kontrolou vzorkil hmotnostni spektrometrii.

Testovani antimikrobidlniho piisobeni peptidii se nejcastéji provadi v pufrech se
slabymi iontovymi silami (napfiklad 1-5mM fosfatovych pufrech), které jinak negativné
ovliviuji aktivitu AMPs (Hof et al., 2001; Zasloff, 2002). Inkubované pufry obsahujici buniky
a testované peptidy jsou naneseny na kultivacni misky, a poté se vyhodnocuje mnozstvi
ptezivSich bakterialnich kolonii. Tato metoda byla aplikovana i v referované studii tymu
K. Pane (Pane et al., 2016). Dalsi moznosti je testovani s pouzitim piimo kultivacnich médii,
nebo diskové difuzni metody (Hof et al., 2001; Mercer et al., 2020), ktera byla zvolena v této
préaci. V danych podminkéch jsou peptidy vystaveny vys$si koncentraci soli, ktera obecné ma
nepiiznivé U€inky na jejich aktivitu (Park et al., 2004; Kandasamy & Larson, 2006), tudiz
testovanim projdou pouze robustnéjsi AMPs, které tim padem maji vétsi potencial pro dalsi

aplikaci.
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Obr. 8: Schéma metodického postupu (Created with Biorender.com).

Uvedené zjednodusujici zmény a upravy v protokolech nabizi moZnost pfipravy a
testovani vétsiho poctu kandidatnich AMPs. Jak se ovSem ukazalo v pfipadé Melitinu, ktery
nebylo mozné za podminek popsanych v metodické ¢asti prace produkovat, tento piistup neni
zcela optimalni pro vSechny adepty. Na zaklad¢ zkuSenosti ziskanych pfedevsim piipravou
Psacotheasinu pak bylo ptfidano dalsi kritérium pro budouci vybér AMPs z databazi, a to Ze
kandidatni peptid nesmi ve své sekvenci obsahovat cysteiny. Jak bylo uvedeno jiz v tvodu
prace, existuji tendence ke vzniku intramolekularnich disulfidickych mustki mezi cysteiny,
které pak €ini strukturu peptidu komplexnéjsi (Hancock & Sahl, 2006), ale zaroven tak vznika
vice prostoru pro chybné sbaleni peptidll a naslednou neaktivitu. Prioritni vybér peptidi bez
cysteinli v sekvenci by tak eliminoval pravdépodobné zbytecnou investici do pro vyrobu
neperspektivnich AMPs.

Psacotheasinu se tyka i dalsi hypotéza, a to Ze mensi GspéSnost §tépeni souvisi s jeho
nestabilni vazbou. Proti Omigananu a Jelleinu-I m¢l jako jediny namisto Asp-Pro vazby
variantu Asp-Cys, ktera sice ma teoreticky vykazovat stejnou efektivitu Stépeni fuznich
proteintl jako prve uvedena (Pane et al., 2016), ale v ptipad¢ Psacotheasinu tomu mohlo byt
z dosud neobjasnénych divodl jinak. Bude ovSem potieba provést vice experimentil, aby

mohlo byt toto tvrzeni dale podpoteno ¢i vyvraceno.
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Pokud by bylo uvazovano o zvysSeni vytézku produkce AMPs, za pozornost stoji otazka
optimalizace uvolnéni rekombinantnich proteinti z formy IBs a ndsledné renaturace pted jejich
Stépenim. Pokud by se podafilo tento proces zefektivnit, bez priliSného vzrustu ceny, samotné
kterd by mohla stat za pokus, je navrh fuzniho proteinu s konkatemerem ovéfenych malych
peptidu, jako je naptiklad Jelleine-1. U takto malych peptidii byva volena jako ekonomicky i
prakticky nejvyhodnéjsi cesta ptipravy tzv. ,,solid-phase peptide synthesis* (SPPS) (Goodwin
et al., 2012; Gan et al., 2021). Zavedenim produkce konkatemeru s vyuzitim termolabilnich
vazeb pro snadné Stépeni by se tento pristup mohl zménit.

Vzhledem k soucasnym moznostem biologickych metod piredstavuje databaze
antimikrobidlnich peptidd velmi dilezity zdroj latek schopnych v budoucnu do znacné miry
vyfesit problémy s antibiotiky. S dalS§im rozvojem poznatki na teoretické 1 praktické urovni se
pro AMPs rozsifuje spektrum moznych budoucich uplatnéni. Nabizi se napiiklad
sektor zeméd¢lstvi, kde mohou slouzit k ochranné rostlin (Lee et al., 2018) v podobé¢ bio agens
(Zhang et al., 2023); nebo zdravotnictvi, kde vedle mnohokrat zmifilovaného vyvoje novych
antimikrobidlnich 1é¢iv by mohly byt AMPs vyuZity ke sterilnimu oSetfovani povrchii riznych
predméti atd. Jak je zfejmé z této studie, Ize ocekavat, ze v budoucnu vyznam AMPs zna¢né

vzroste.
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6 Zavér
1. Bylo syntetizovano 5 rekombinantnich gent kédujicich antimikrobialni peptidy, které
byly exprimovany v E. coli.
2. Byla zavedena jednoducha metoda izolace fuznich proteinti, od kterych byly odStépeny
a poté separovany antimikrobialni peptidy.
3. Bylo zavedeno a provedeno testovani antimikrobidlnich G¢inkl izolovanych peptidu.

4. Dva z testovanych peptidlii vykazovaly evidentni antimikrobidlni aktivitu.
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8 Ptilohy
8.1 Meédia

Vsechna média byla sterilizovana nebo pfipravovana sterilnim postupem.

LB médium LB médium — selekéni

Trypton 10g Trypton 10g

Kvasni¢ni autolyzat 5¢g Kvasni¢ni autolyzat 5 g

NacCl 10g NaCl 10g

Doplnit dH>O do 1 litru Ampicilin ¢ =100 pg/ml

pH 7,0 Doplnit dH20 dol litru
pH 7,0

LB agar LB agar — selekéni

Trypton 10g Trypton 10 g

Kvasni¢ni autolyzat 5¢g Kvasni¢ni autolyzat 5 g

NaCl 10g NaCl 10g

Agar 15¢g Ampicilin ¢ =100 pg/ml

Doplnit dH20 dol litru Agar 15¢g

pH 7,0 Doplnit dH20 dol litru
pH 7,0

TB médium — selekéni

Trypton 20g

Kvasni¢ni autolyzat 24 ¢

Glycerol 4 ml

dH20 do 900 ml

Ampicilin ¢ =100 pug/ml

Fosfatovy pufr 100 ml
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8.2 Enzymy a reagencie

Tab. XIII: Enzymy, reagencie, antibiotika.

Nazev Pouziti Zdroj / Kat. ¢.
. Thermo Scientific
Kpnl Restrikce JERO521
) Thermo Scientific
BamHI Restrikce JER0051
) Thermo Scientific
Sacl Restrikce JER1135
) ) Thermo Scientific
T4 Polynucleotide Kinase | Fosforylace J EK0031
. . New England Biolabs
T4 DNA Ligase (5 U/uL) | Ligace I M0202S
FastDigest Buffer (10x) Vsestranné Thermo Scientific / B64
DreamTaq PCR o
PCR Th fic / K1071
MasterMix (2x) C ermo Scientific / K107
DreamTaq Green PCR ..
PCR Th tific / K1081
MasterMix (2x) C ermo Scientific
Pierce™ Prestained .
Protein MW Marker SDS-PAGE Thermo Scientific / 26612
o ) . Duchefa Biochemie
Ampicillin sodium Antibiotikum / A0104
8.3 Pufry a chemikalie
Tab. XIV: SloZeni pufri a chemikalie
Nazev Slozeni
Bl 100 mM Tris/Hcl, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA (pH7)
B2 60 mM EDTA, 2 % Triton X-100 (v/v),
1,5 M NaCl (pH 7)
B3 100 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl,
20 mM EDTA (pH 7)
B4 B3 bez EDTA

,2DNase* pufr (25 ml)

250 pl MgCly, 125 pl CaCly, 250 pl
DNaza, dolit B4

MgCl, 1 M zasobni roztok
CaCl; 1 M zésobni roztok
Fosfatovy pufr 0,17 M KH2POg4; 0,72 M KoHPO4

Lysozym (100x zasobni roztok)

findlni ¢ = 1 mg/ml, Tris/NaCl pufr
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Nazev

SloZeni

Tris/NaCl pufr

50 mM Tris, 150 mM NaCl (pH 7)

Slozeni PAA gelu (15 ml)

2,85 ml H20O; 8,4 ml puft; 3,75 ml
akrylamid; 12 pl Temed, 112 ul APS

Akrylamid

40% akrylamid : bisakrylamid (29:1)

Pufr do PAA gelu

2,5M Tris-HCI pufr (pH 8,8)

10x ,,Running® pufr (1 1)

30,3 g Tris; 45 g tricin; 5 g SDS;
dolit dH,O

Coomassie roztok

0,1 % Coomassie, 7,5 % AA;
5 % methanol; 87,4 % dH>O

Odbarvovaci roztok

7.5 % AA; 5 % methanol; 87,5 % dH,O

8.4 Pracovni vybaveni

Tab. XV: Pfistrojové vybaveni.

Nazev Zdroj / Kat. ¢.

NanoDrop™ 2000/2000¢ Thermo Scientific / ND2000CLAPTOP
Spectrophotometers

Vortex Mixer Labnet / S0200-230V-EU

Centifuge 5415 R Eppendorf

BioPhotometer Model #6131 Eppendorf

211DS Digital Shaking Incubator

Labnet / 1-5211-DS-220V

TC-E-48D Gene Pro Thermal Cycler

Hangzhou Bioer Technology

Sonopuls UW 2070 Bandelin

Concentrator 5301 Eppendorf

2540MLV Autoclave-steam sterilizer Tuttnauer

Refrigerated shaking incubator Gallenkamp / I0C400.XX2.C
FOB3/TS Benchtop Lab Sterilizer Fedegari Group

Test-tube-rotator 34528

Snijders Scientific

EL-02 CUBE Dry Bath

Cleaver Scientific

Mini Gal systém B1 - Owl

Biotech

PowerPac™ Basis Power Supply

Bio-Rad Laboratories

Magnetic stirrer Boeco
MSH-300 Magnetic Stirrer Biosan
pH-Electrode SenTix® 21 WTW
Orbital shaker OS 2 basic IKA®
Biological Thermostat BT 120 LP

GS-800 Calibrated Densitometer

Bio-Rad Laboratories
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Tab. XVI: Pracovni kity.

Nazev

Pouziti Zdroj / Kat. €. Zemé pivodu

Rapidprep

Hybrid-Q™ Plasmid

Préace s plazmidy | GeneAll/100-102 | Korea

Expin™ Combo GP

Extrakce z gelu GeneAll / 112-102 | Korea

8.5 Sekvence

Tab. XVII: Primery a oligonukleotidy.

Oznaéeni

Sekvence

PSAC Forward

CGGGGATTGCATTGCGAAAGGCAACGGCTGCC
AGCCGAGCGGCGTGCAGGGCAACTGCTGCAG
CGGCCATTGCCATAAAGAACCGGGCTGGGTGG
CGGGCTATTGCAAATAAGAGCT

PSAC Reverse

CTTATTTGCAATAGCCCGCCACCCAGCCCGGTT
CTTTATGGCAATGGCCGCTGCAGCAGTTGCCCT
GCACGCCGCTCGGCTGGCAGCCGTTGCCTTTC
GCAATGCAATCCCCGGTAC

MG Forward

CGGGGATGGCATTGGCGCGGTGCTGAAAGTGC
TGACCACCGGCCTGCCGGCGCTGATTAGCTGG
ATTAAACGCAAACGCCAGCAGTAAGAGCT

MG Reverse

CTTACTGCTGGCGTTTGCGTTTAATCCAGCTAA
TCAGCGCCGGCAGGCCGGTGGTCAGCACTTTC
AGCACCGCGCCAATGCCATCCCCGGTAC

M Forward

GATCCGGGCATTGGCGCGGTGCTGAAAGTGCT
GACCACCGGCCTGCCGGCGCTGATTAGCTGGA
TTAAACGCAAACGCCAGCAGTAAGAGCT

M Reverse

CTTACTGCTGGCGTTTGCGTTTAATCCAGCTAA
TCAGCGCCGGCAGGCCGGTGGTCAGCACTTT
CAGCACCGCGCCAATGCCCG

J Forward

CGGGGATCCGTTTAAACTGAGCCTGCATCTGT
AAGAGCT

J Reverse

CTTACAGATGCAGGCTCAGTTTAAACGGATCC
CCGGTAC

O Forward

GATCCGATTCTGCGCTGGCCGTGGTGGCCGT
GGCGCCGCAAATAAGAGCT

O Reverse

CTTATTTGCGGCGCCACGGCCACCACGGCCA
GCGCAGAATCG

T7 (Forward)

TAATACGACTCACTATAGGG
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Oznaéeni Sekvence

Reverzni GCTTGTCGACGGAGCTCTTA

testovaci primer

Podtrzenim jsou vyznaceny oblasti vzdjemného nasedéni.

ONC-DCless-H6- (P) GKY20
NdeI

CATATGCAAGAATGGCTGACTTTCCAGAAAAAACATATCACTAACACTCGTGAAGTTGAA
M ¢ E W L T F 0 K K H I T N T R E V E

TATGAAAACATCCTGTCTACTAACCTGTTCCATTATAAAGAAAAAAACACTTTCATCTAC
Yy E N I L S T N L F H Y K E K N T F I Y

TCTCGTCCGGAACCGGTTAAAGCTATCCTGAAAGGTATCATCGCTTCTAAAAACGTTCTG
S R P E P V K A I L K G I I A S K N V L
EcoRI
ACTACTTCTGAATTCTACCTGTCTGAATATAACGTTACTTCTCGTCCGTATAAATACAAA
T T S B F Y L S E Y N V T S R P Y K Y K

CTGAAAAAATCTACTAACAAATTC GTTACT GAAAACCAGGCTCCGGTTCATTTC

L. K K s T N K F v T E N QO A P V H F
KpnI BamHTI (P) GKY20

GTTGGTGTTGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTACCGGEBEATEEGogcaaatatggce

vV G VvV G S H H H H H H G T G D P G K Y G

(P) GKY20 SacI
ttctacacccatgtgttccgcctgaaaaaatggattcagaaagtcattTAA-
F Y T H V F R L K K W I Q K VvV I -

Obr. 9: Sekvence rekombinantniho proteinu s nosnym proteinem

Onkonazou a vlozenym peptidem GKY20 (Pane et al., 2016).
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Ndel EcoRI Kpnl BamHI Sacl

T7 promoter I MCS
=
E——— ONCONASE | His6

pET22b(+)
i, ONCONASE [ miss [Thinker” [RNGRNEITT oo
GTGDP
B 135 aa A Acid labile bond

Obr. 10: Schéma konstruktu fuzniho proteinu (Pane et al., 2016). Onconase — nosny
protein, His6 — histidinovy hexapeptid (His-Tag), linker — spojujici sekvence s nestabilni

vazbou Asp-Pro, GKY20 — oblast insertovaného peptidu.
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8.6 Seznam zkratek

AA kyselina octova ledova
AC aktivni koncentrace

AMP/AMPs antimikrobialni peptid/y

APS peroxodisiran amonny

dH20 destilovana voda

ddH>O ultra-destilovana voda

FA kyselina mravenci

His-Tag histidinovy hexapeptid

IBs inkluzni téliska

IPTG izopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid
LB Luria Bertani

MW molekulova hmotnost

PAA polyakrylamid

PCR polymerazova fetézcova reakce
SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE vertikélni elektroforéza na PAA gelu
TB Terrific Broth
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