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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:
1. Vypracovani literarni reSerSe na téma metody syntézy peptidd, vyuziti

syntetickych peptidl, antimikrobidlni peptidy.

Experimentalni ¢ast:
1. Syntéza vybranych peptidi manualn¢ metodou na pevné fazi, jejich purifikace
a charakterizace dostupnymi fyzikalné-chemickymi metodami.
2. Testovani antimikrobidlni 1cinnosti vybranych peptidi syntetizovanych
v predchozim kroku na gram-pozitivni/gram-negativni bakterie.

3. Testovani cytotoxicity téchto peptidl na sav€ich buiikach (MTT, hemolyza).



1 UVOD

Jeden z nejvétsich problému soucasné doby je rezistence bakterii k bézné uzivanym
antibiotikim (ATB). Lécba pravé pomoci ATB je jednim z hlavnich pfistupti moderni
mediciny, Ktery se pouziva k boji proti infekénim patogentim. Stale Castéjsi selhavani
ve vyvoji novych 1é¢iv a jejich nespravné pouzivani jsou predispozi¢ni faktory spojené
se vznikem rezistence, jez predstavuje vaznou hrozbu ohrozujici zdravi lidi, zvitat
azivotniho prostiedi. Duvodem je vznik a Sifeni multi-rezistentnich bakterii
(multidrug-resistant, MDR) odolnych vué¢i vice pouzivanym léCivim najednou
(Davies a Davies, 2010). Puvodné ucéinné antimikrobialni latky (AML) piestavaji
fungovat, a tim se zvySuji nejenom naklady na 1é¢bu infekci, ale i riziko imrti pacientu.
Rada dilezitych organizaci, jako jsou Centrum pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC),
Spole¢nost pro infekéni nemoci Ameriky, Svétové ekonomické forum a Svétova
zdravotnickd organizace (WHO), prohlasila rezistenci vic¢i antibiotikim za ,,globalni
problém vefejného zdravi“ (Michael etal., 2014; Spellberg et al., 2016). Pfi¢inami
celosvétové antimikrobialni rezistence (AMR) jsou pfelidnéni, zvySena globalni migrace,
zvySené pouzivani téchto 1€¢iv na klinikéch a také v zivoc¢isné produkcei, selekéni tlak,
Spatnd hygiena, Sifeni volné Zijicich Zivoc€ichill ¢i nespravny systém likvidace odpadnich
vod (Marshall a Levy, 2011; Singer et al., 2016).

Soucasné je tfeba vyvinout komplexni Usili, aby se minimalizovala nartstajici
rezistence. V mnoha zemich se védci zaobiraji studiem metabolismu mikroorganismd,
mechanisml rezistence a antimikrobidlnich latek. Progresivni alternativni pfistupy
vnavrthu a ziskavani G¢innych substanci (probiotika, protilatky, vakciny nebo
antimikrobialni peptidy) prokazaly slibné vysledky ve studiich, které naznacuji roli téchto
alternativ jako moznych 1é¢iv pouzivanych pii terapiich v budoucnosti (Aslam et al.,
2018).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Antibiotika a antimikrobialni rezistence

Antibiotika byla vyuzivana dlouho pied piichodem moderni mediciny. Uginky chlebu,
na kterém narostly vldknité houby, jsou pii 1écbeé ran a popélenin zndmy
jiz od starovékého Egypta (Pecanac et al., 2013). Vyznamné objevy piichazely vSak
az ke konci 19. a na za¢atku 20. stoleti. Rok 1928 byl dilezitym pro Alexandra Fleminga,
ktery objevil, ze substance z houby Penicillium notatum dokaze G¢inn¢ inhibovat rust
bakterie Staphylococcus aureus (Fleming, 1929). Molekula byla nazvana penicilin.
Objev tohoto antibiotika a ¢etné zpravy o produkci antimikrobialnich slouc¢enin pomoci
mikroorganismt vedly Selmana Waksmana na konci 30. let 20. stoleti k vytvofeni
systematické studie mikrobu jako producenti AML. Waksman definoval antibiotikum
jako ,.,slouceninu vytvofenou mikroorganismem pro zniceni jinych mikroorganismt‘
apodilel se na identifikaci vlaknitych Actinomycetales jako producentt AML
(Waksman et al., 2010). Waksmanova prace byla inspiraci pro farmaceuticky pramysl
a diky tomu zacal od 40. do 60. let 20. stoleti tzv. ,,zlaty vék* objevu antibiotik. Vétsina
téchto ATB je stale v klinickém pouziti, ale jejich u¢innost je narusena vzestupem AMR
(Katz a Baltz, 2016).

ATB lze rozdélit do skupin na zakladé€ jejich mechanismu antimikrobidlni aktivity.
Hlavnimi mechanismy jejich G¢inku jsou: inhibice syntézy bunécné stény, depolarizace
bunééné membrany, inhibice syntézy proteini, inhibice syntézy nukleovych kyselin
¢i inhibice nékterych metabolickych drah bakterii (Reygaert, 2018).

Antimikrobialni rezistence je ziskana odolnost patogenti vi¢i AML, k nimz byly dfive
patogeny citlivé (Llor a Bjerrum, 2014). Bakterie mohou vykazovat rezistenci bud’
ptirozenou (konstitutivné se vyskytujici v daném bakterialnim druhu), nebo nové
ziskanou diky horizontalnimu ptfenosu gend (Cox a Wright, 2013; Martinez, 2014).
Mechanismy antimikrobidlni rezistence se déli do ¢tyt hlavnich skupin: omezeni doruceni
1é¢iva, jeho modifikace ¢i inaktivace a aktivni eflux 1é¢iva z bunky (Reygaert, 2018).
Kazdy z téchto funkénich mechanismii ma za nésledek, Ze antibiotikum neni schopné
spravné pusobit a je proto neefektivni. ProtoZe vyzkum a vyvoj novych ATB je v dnesni
dobé Vv porovnani s minulymi lety utlumen, hledaji se nové pfistupy a alternativy,
které by mohly pomoct pfi feSeni problému soucasné antimikrobidlni rezistenéni krize

(Hutchings et al., 2019).



2.1.1 Alternativy k sou¢asnym antibiotikim

Ackoliv v prirodnich podminkach uz né€kolik alternativ k antibiotikiim existuje, je vyzvou
tyto moznosti realizovat také v klinickém pouziti. V soucasné dobé kazdorocn¢ umira
na celém sv¢éte statisice pacientd v souvislosti s naristem AMR a odhaduje se, Ze ¢isla
budou v pribéhu dalsich let rast do miliona (Ghosh etal., 2019). Pokroky
Vv biotechnologiich, genovém inzenyrstvi a syntetick¢é chemii poskytuji nové moznosti
hledani terapii, které mohou nahradit pouziti klasickych znamych ATB. Strategické
piistupy obsahuji: pfirozené se vyskytujici latky, metody zalozené na biotechnologiich
a v posledni fadé postupy pro synteticky ziskané slouc¢eniny (Ghosh et al., 2019).

Jednou z piirozené se v piirodé vyskytujici alternativou je pouziti bakteriofagt. Tyto
fagy byly pouzity k 1é€bé infikovanych hospodéiskych zvitat jeste¢ predtim, nez byla
za timto ucelem pouzita konvenéni antibiotika (Gravitz, 2012). Fagy se mnozi na tikor
bakterii. Lyticky cyklus bakteriofagi tak mize byt vyuzit K vyvoji jiného mozného
a zaroven selektivniho pfistupu k cileni patogennich bakterii (Kutter et al., 2010;
Abedon et al., 2011).

Dals$i moznou variantou je vyuziti bakteriocinti. Nékteré bakterie produkuji malé
peptidy, které pusobi proti jinym bakteriim v populaci. Bakteriociny jsou ¢asto aktivni
proti rezistentnim patogennim bakteriim klinického vyznamu (Cotter et al., 2013).

Zménou stfevni mikrobioty, kterd obsahuje u savcl vice nez 1000 mikrobialnich druhii
zahrnujici bakterie a kvasinky, se da také docilit 1écby a prevence systémového Siteni
infekce. Bifidobakterie, laktobacily, streptokoky a nepatogenni kmeny Escherichia coli,
Bacteroides sp., Clostridiodes sp., Fusobacterium sp. a Veillonella sp. jsou nékteré
z dominantnich bakterialnich rodu ve stfevnim traktu (Jia et al., 2008). Tyto bakterie hraji
klicovou roli v energetickém metabolismu a imunitni funkci, a tim pfispivaji k lidskému
zdravi. Proto jsou pravé probiotika a prebiotika Casto uplatiiovana pii 1é¢bé riznych
gastrointestinalnich infekei (Isolauri, 2001).

Jako dal$i moZznost se jevi pouziti bakterii coby predatorti proti bakteridlnim
patogenim. Bakterie Bdellovibrio a této bakterii podobné organismy byly povazovany
za slibnou alternativu Kk antibiotikiim. Jsou to &-proteobakterie, které se mnozi pouze
po vstupu do jinych gram-negativnich bakterialnich bunék, jako jsou E. coli, Salmonella,
Legionella ¢i Pseudomonas (Kadouri et al., 2013). Jsou schopny degradovat buriky kofisti
skrze hostitelskou lyzi a to pomoci riznych hydrolytickych enzymui (Sockett a Lambert,
2004).



V boji proti invazi patogentit mohou byt také pouzity protilatky — proteiny, které
rozpoznavaji specifické slozky patogenu. V soucasné dob¢ jsou nekteré protilatky proti
stafylokokiim, Pseudomonas aeruginosa a také Bacillus anthracis ve stadiu klinického
vyvoje. Nekteré jsou jiz dokonce schvaleny tfadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv FDA
(Food and Drug Administration) (Bebbington a Yarranton, 2008; Saylor et al., 2009).

Také s vyuzitim biotechnologickych strategii byly ucinény pokroky pfi ziskévani
alternativ pro boj s bakterialnimi infekcemi. V tomto sméru se jedna o geneticky
modifikované fagy, enzymatické lysiny (endolysiny, exolysiny a autolysiny) nebo systém
CRISPR-Cas9 pro cilenou editaci genomu (Ghosh et al., 2019).

Strategie zaloZzené na navrzeni a ziskadni syntetickych sloucenin vykazujicich
antimikrobialni aktivitu jsou dal§i mozZnou alternativou k antibiotikim. Antiseptika
a dezinfek¢ni prostiedky jsou Siroce pouzivany v nemocnicich a dalSich zdravotnickych
zatizenich. V téchto vyrobcich se nachazi cela fada aktivnich chemickych latek jako jsou
alkoholy, fenoly, jod nebo chlor. VétSina z téchto latek vykazuje Sirokospektralni
antimikrobidlni aktivitu, avSak o zplisobu pusobeni téchto latek bylo z pocatku
ve srovnani s antibiotiky znamo jen malo (McDonnell a Russell, 1999).

V soucasné dob¢ je trendem navrhnout a synteticky napodobit antimikrobialni latky
na bazi peptidi (Scorciapino a Rinaldi, 2012). Existuji rizné piistupy V navrhovani
syntetickych analogli antimikrobialnich peptidi. VétSina z téchto strategii se snazi
prekonat problémy s proteasovou labilitou, toxicitou a vysokymi néklady na vyrobu
téchto latek (Ghosh a Haldar, 2015). Nejcastéjsi syntetické strategie pouzité ke zvyseni
proteasové stability se zamé&fuji na modifikace polypeptidového fetézce a udrzeni
stabilniho kationtového a amfifilniho stavu molekuly. Zaclenéni hydrofobnich
a kationtovych domén do struktury vede nasledné k ziskani antimikrobialnich polymert
(Xue et al., 2015; Huang et al., 2016; Konai et al., 2018). Tyto syntetické antimikrobialni
latky pfinesly jiz slibné vysledky, nékteré z nich jsou schopné pusobit i na bakterie
rezistentni na komer¢ni antibiotika (Uppu et al., 2015; Uppu a Haldar, 2016; Uppu et al.,
2016; Konai et al., 2018).

Pro boj s antimikrobialni rezistenci a na 1é¢bu bakterialnich infekci bylo jiz vyvinuto
mnoho alternativ k béznym antibiotikiim. Nékteré z pfistupti pokrocily, zatimco jiné jsou
stale na laboratorni urovni. Jednou velmi perspektivni strategii se zda byt pravé pouZiti

at’ uz prirozenych nebo syntetickych peptidi vykazujicich antimikrobidlni vlastnosti.



2.2 Antimikrobialni peptidy

Zvysujici se bakterialni rezistence na bézn¢ pouzivana léCiva, zejména antibiotika, dala
Vv poslednich n€kolika letech do popiedi jiné alternativni latky jako slibné slouceniny
pro boj s bakterialnim infekcemi a kontaminacemi. AntiMikrobialni Peptidy (AMP)
se jevi v této souvislosti jako perspektivni substance, které¢ diky svym vlastnostem,
struktufe, ziskavani, modifikacim a mechanismim w¢inku, mohou pomoci V feseni
soucasné rezisten¢ni krize (Zhu etal., 2017). Uz vroce 1922 Alexander Fleming
identifikoval lysozym, prvni uvadény lidsky antimikrobialni protein. Tento objev byl
vSak zastinén, kdyz v roce 1928 Fleming objevil penicilin a ve 40. letech 20. stoleti zacal
,Zlaty veék™ antibiotik. Uz Vv 60. letech vSak vzestup antimikrobidlni rezistence
a nefunk¢nost antibiotik vzbudila zdjem o AMP jako o hostitelské obranné molekuly
(Zhang a Gallo, 2016). AMP jsou evolu¢né velmi konzervované a vyskytuji se jak
u prokaryot, tak eukaryot. Jedna se o peptidy, které mohou mit riznou délku fetézce,
od 5 az ptes 100 aminokyselinovych rezidui (Zhu et al., 2017). Byly vsak identifikovany
i antimikrobialni peptidy obsahujici pouze 2 aminokyseliny (AK) (Ramesh et al., 2016).
AMP maji Siroké spektrum cilovych organismi jako jsou gram-pozitivni (gram®)
I gram-negativni (gram°) bakterie, houby, viry, paraziti ¢i dokonce rakovinné buiky
(Bahar a Ren, 2013). Velmi dilezitou vyhodou u AMP je jejich rychly acinek. Nékteré
AMP mohou usmrtit butiku béhem nékolika sekund i pti nizké koncentraci po pocate¢nim

kontaktu s bunénou membranou (Loeffler et al., 2001).

2.2.1 Struktura a vlastnosti

AMP jsou produkovany mnoha Zivymi organismy (mikroorganismy, ZivoCichy
a rostlinami) pfi napadeni patogeny (Sayed a Jardine, 2015). I ptes velkou rozmanitost
ma vétsina peptidll spolecné fyzikalné-chemické vlastnosti, které jsou zaloZeny na jistych
pravidlech. Pfirozené se vyskytujici AMP mivaji pfibliznou délku 50 AK, zatimco
syntetické peptidy jsou obvykle kratké a obsahuji 5 — 6 aminokyselinovych zbytkl
(Zhu et al., 2017). Obecné vétsina z nich obvykle obsahuje kladné nabité a hydrofobni
skupiny kvili pfitomnosti specifickych aminokyselinovych zbytkli. Naopak obsahuji
nizky podil polarnich a zaporné nabitych AK (Hancock a Chapple, 1999). Celkova
hydrofobicita AMP definuje jejich lytické vlastnosti a schopnost penetrovat do bunék.
Na zédklad€¢ sloZeni bakteridlni bunécéné stény, kterd je bohatd na zédporné nabité
fosfolipidy, jsou tyto peptidy poté schopné rozlisit bakterialni bunky od sav¢ich (Zasloff,
2002).



Antimikrobialni peptidy maji amfipatickou povahu, ktera uréuje jejich konformacni
flexibilitu. Vétsinu z dosud znamych AMP lze charakterizovat jako jeden z nasledujicich
typt na zakladé jejich sekundarnich struktur: a-helix, B-list, rozvolnéna a smyc¢ka (Waghu
et al., 2014). Piiklady téchto struktur jsou znazornény na Obr. 1. Mezi témito typy je
nejcastéjsi a-helix a B-list (Sun et al., 2014). Krom¢ vytvareni jednotlivych strukturalnich
motivl existuji také peptidy, jejichz struktura obsahuje jejich kombinaci. SmiSena
struktura a-helix / B-listu je dal§im dilezitym strukturdlnim motivem nékterych AMP.
Cysteinem stabilizované o/p-defensiny jsou AMP (od 34 do 54 aminokyselinovych
zbytki) bohaté na cystein. Obvykle se skladaji z a-helixu a tii B-vlaken stabilizovanych
ttemi nebo Ctyfmi disulfidovymi vazbami, a bézné se vyskytuji u nékolika druhi
organismi (Dias a Franco, 2015). U nékterych peptidli se jejich konformace méni
Vv zavislosti na prostiedi, ve kterém se vyskytuji. Magaininy a cecropiny jsou zastupci
AMP nestrukturovanych ve vodném roztoku, které vsak béhem interakce s membranami
vytvareji amfipatické a-helikalni struktury (Karal et al., 2015; Juhaniewicz et al., 2016).
Indolicidiny vykazuji ve vodnych roztocich amfipatickou a globuldrni konformaci,
zatimco v prostiedi napodobujicim lipidovou dvojvrstvu své strukturalni usporadani také

meéni. Pfi této zméné se poté inkorporuji do membrany a tim ji narusuji (Zhu et al., 2017).

(A) o-helix (B) p-list

Magainin-2 B -defensin 1

(C) rozvolnéna (D) smycka

¢ “*{«

Indolicidin Gramicidin

Obr. 1 Piiklady typa struktur AMP (upraveno z Peters et al., 2010). (A) o-helix, (B) B-list,
(C) rozvolnéna a (D) smycka.



2.2.2 Mechanismus pusobeni

Aktivita AMP je téméf univerzalné zavisla na jejich interakci s bakterialni bunéénou
membranou. AMP lze rozdélit na zdkladé mechanismu puasobeni do dvou skupin.
Do prvni skupiny se zafazuji peptidy, které zplsobuji permeabilizaci membrany
s naslednym narusenim celé buiiky, pficemz dochdzi k vyliti buné¢ného obsahu a smrti
buiiky. Druha skupina zahrnuje peptidy, které neplsobi primarné na membrany,
ale ovliviiuji intracelularni metabolické dé&je. Na zakladé naruSeni metabolickych
pochodii bakterii pusobi v konecném dusledku baktericidné (Toke, 2005; Yount
a Yeaman, 2005). V obou pftipadech umoziuje elektrostaticka interakce se zaporné
nabitymi skupinami lipopolysacharidit u gram™ bakterii nebo lipoteichoovych kyselin
u gram* bakterii inkorporaci peptidu do vnitinich ¢asti buné¢né membrany. Tento proces
je navic podpofen hydrofobnimi interakcemi a zménou strukturalniho motivu peptidu
(Epand a Vogel, 1999; Hancock a Chapple, 1999; Yeaman a Yount, 2003; Jenssen et al.,
2006).

Zhu et al. (2017) ve své publikaci prezentuji modely mechanismu pravé téch AMP,
které zpusobuji naruseni membrany (Obr. 2). Model sudové skruze (barrel-stave model),
je typicky pro peptidy se strukturalnim motivem a-helixu. Peptidy se orientuji kolmo
do lipidové dvojvrstvy a jednotlivé monomery nasledné spole¢né vytvaii svym tvarem
imitaci sudu. Timto zplsobem vznikaji kandly, které nasledné vedou k bunécné smrti
(Thevissen et al., 2007; Wu et al., 2010).

U kobercového modelu jsou AMP poutany paralelné prakticky na celém povrchu
lipidové dvojvrstvy diky elektrostatickym interakcim. Nékdy je tento model nazyvan také
detergentovy, z divodu podobného mechanismu pusobeni jako maji pravé detergenty.
Membrana se v koneéném dusledku ptsobeni AMP rozpada a v ohybech dvojvrstvy
se vytvari micely (Jean-Francois et al., 2008).

Model toroidniho poru je podobny modelu sudové skruze s rozdilem, ze pii tomto
mechanismu peptidy zistavaji spojené se zapornymi skupinami lipidd na membrané
vcelém procesu interakce peptidu. Tento model je charakterizovan jako
transmembranovy svazek, ktery je slozeny z komponent peptida a lipida (Matsuzaki
etal.,, 1996; Guliani etal., 2007). Pfi interakci s povrchem membrany dochazi
ke zakiivovani fosfolipidové vrstvy smérem dovniti membrany a dochazi ke vzniku por.

Do téchto porii se inkorporuji fetézce peptidi. Jejich tvorba se odviji od koncentrace



Obr. 2 Mechanismy pisobeni AMP naru$ujicich membranu (Zhu et al., 2017). Na pocatku je
pro vSechny modely spole¢na asociace AMP s membranou. (A) model sudové skruze (barrel-
stave model), (B) kobercovy model (carpet model), (C) model toroidniho péru (toroidal model),
(D) molekularni elektropora¢ni model (molecular electroporation model), (E) ,,sinking raft
model“. Zelena barva ptedstavuje hydrofobni ¢asti, zatimco ervena barva hydrofilni ¢asti AMP.

AMP. Se zvysujici se koncentraci peptidu dochazi ke snizeni stability vzniklych port
Vv disledku Coulombovskych odpudivych sil mezi pozitivné nabitymi vedlejSimi fetézci
(Guliani et al., 2007).

Podle dalSiho modelu molekularni elektroporace se kationtové peptidy sdruzuji
na povrchu bakteridlni membrany a vytvareji rozdil elektrického potencialu. Kdyz tento
rozdil piesahne definovanou hodnotu, piedpoklada se, Ze jsou pory generovany praveé
pomoci elektroporace (Lee et al., 2014; Dennison et al., 2015).

Vazba amfipatickych peptidii miZze na membrané zptisobit hmotnostni nerovnovahu
anasledné i zvySeni jejiho lokalniho zaktiveni. Podle ,,sinking raft“ modelu pfispivaji
Vv této souvislosti AMP ke vzniku ptechodnych pori, které zapficini, Ze peptidy timto
zpusobem mohou ,,propadnout™ do nitra bunky (Pokorny a Almeida, 2005; Dennison
et al., 2015).
membrany povazovano za primarni mechanismus ptsobeni a urovani aktivity AMP.
Stale vice nov¢jSich studii vSak naznacuje, Ze naruseni membrany nemusi byt jedinym
mechanismem antimikrobidlni ¢innosti peptidi. AMP mohou inhibovat signalni drahy

Vv burice nebo jinak interagovat s dal§imi intracelularnimi cili (Dennison et al., 2015).



Je zndmo, Ze jedna tfetina vSech protein bakterialni buiiky je spojena s membranou
azetyto proteiny maji mnoho funkci, které jsou esencidlni pro spravny chod
bakterialnich bunécnych procesii. Mezi tyto procesy patii napt. aktivni transport zivin,
respirace, generovani ATP, tvorba protonového gradientu ¢i mezibunécna signalizace
(Zhang a Rock, 2009). Funkce téchto proteinli mize byt narusena pii plisobeni AMP.
Jejich rychly ucinek tedy nenastava pouze v dusledku naruseni membrany, ale také
z divodu naruseni funkce téchto proteinti. Vyznamnymi latkami jsou reaktivni formy
kysliku (ROS), které jsou znamé jako markery apoptickych bunék (Madeo et al., 2004).
Studie zabyvajici se indukcei intracelularnich signdlnich drah rozsitily pocet AMP, které
jsou ve spojeni pravé s témito latkami. Ucinek AMP je v tomto sméru spojen
s intracelularni produkci ROS (Narasimhan et al., 2001; Vriens et al., 2016). Krom¢ jiz
zminovanych procesi mohou antimikrobidlni peptidy také: inhibovat syntézu DNA,
blokovat syntézu RNA, inhibovat enzymy nezbytné pro vystavbu bunééné stény,
inhibovat funkce ribozomu a syntézu proteini ¢i cilit na mitochondrie a inhibovat procesy

s nimi spojené (Peters et al., 2010).

2.2.3 Biologické funkce v organismu

Organismy maji vrozenou obranyschopnost, pomoci které jsou schopny ¢elit patogeniim
a infekcim. Do mechanismt obrannych reakci patii i exprese a syntéza antimikrobidlnich
peptidt, které plni v organismu mnoho dulezitych fyziologickych funkci (Xia et al.,
2018). Lidské AMP byly identifikovany Vv téle na mistech, ktera jsou bézné vystavena
mikrobiim, je to napf. povrch klize, o¢i, gastrointestinalni, respiracni ¢i urogenitalni trakt
(Zhang a Gallo, 2016). U lidi jsou tyto peptidy syntetizovany v $iroké Skale bunék
imunitniho systému, v¢etné neutrofilii, NK a T bungk, stejné jako i v tkanich s vystelkou
epitelilnich bunék. Exprese téchto latek muze byt konstitutivni (napt. a- a f-defensiny
Vv neutrofilech), indukovatelna (napt. B-defensiny v bunikach epitelu) nebo kombinovana
(napt. katelicidiny a B-defensiny v rGznych bunkéch, vcetné neutrofilti, makrofagh
a bunkach epitelu) (Yang et al., 2004). Exprese vétSiny B-defensint je také indukovana
prozanétlivymi stimuly zahrnujici bakterie, ptisobeni LPS, IL-1 a TNFa (Diamond et al.,
1996; Singh et al., 1998; Fang et al., 2003). Specificka mista a piisna regulace exprese
AMP jsou kli¢em k pochopeni toho, jak funguji. To mtze vysvétlit, pro¢ tyto peptidy
jako evoluéné konzervované produkty genomu zistavaji GCinnymi Vv boji proti
bakterialnim infekcim, zatimco se klasicka antibiotika rychle stavaji neucinnymi

v dasledku rozvoje bakterialni rezistence (Zhang a Gallo, 2016).



Nékteré peptidy vykazuji piimou antibakteridlni aktivitu. Lidské katelicidiny
a defensiny maji schopnost usmrcovat in vitro celou fadu gram™ a gram- bakterii (Garcia
et al., 2001a; Harder et al., 2001; Zaiou et al., 2003). Stejn¢ jako u né€kterych antibiotik
je tato aktivita zavisla na jejich davce. Baktericidni G¢inek je obvykle pozorovan
uz pti mikromolarnich koncentracich. Dikazy o jejich u¢innosti pochdzeji ze studii
in vivo vyuzivajicich zvifeci modely (Huang et al., 2002) a také ze studii vyuzivajicich
transgenni nebo knock-out myS$i modely s defekty v produkci riznych AMP (Moser
et al., 2002; Salzman et al., 2003).

Kromé své antimikrobialni u¢innosti mohou tyto peptidy svymi imunomodula¢nimi
vlastnostmi ptispivat K lepsi obranyschopnosti hostitele. Takové peptidy, které jsou
produkovany bunikami epitelu a imunitnimi cirkulujicimi buiitkami, patfi mezi prvni
imunitni efektory, se kterymi pfichdzi patogenni mikroorganismy do kontaktu (Jenssen
etal., 2006). Lidsky katelicidin LL-37 moduluje vrozenou imunitni odpovéd’ ptisobenim
jako chemoatraktant pro neutrofily, monocyty a T-lymfocyty (Niyonsaba et al., 2002a;
Yang et al., 2000). Lidské B-defensiny piisobi stejnym mechanismem pro leukocyty
(Garcia et al., 2001b; Niyonsaba et al., 2002b). B-defensiny také pfitahuji dendritické
bunky, které mohou pfimo zni¢it patogeny prostiednictvim fagocytozy (Liu, 2001).
Tyto bunky se pak mohou dale produkovanim cytokini, chemokinti a jinych AMP podilet
na imunitni odpovédi (Duits et al., 2002). Katelicidiny, defensiny a chemokiny se tak
spoluti¢astni chemotaktické strategie a ovliviiuji vrozenou imunitu a obranu vuci

patogentm.

2.2.4 Zdroje a zastupci antimikrobialnich peptida

Antimikrobialni peptidy jsou rozsiteny v ptirodé napfi¢ prokaryoty i eukaryoty (Liu et al.,
2007a; Peters etal., 2010). Mikroorganismy produkuji AMP pfedev§im za ucelem
zneSkodnéni konkurentli v boji o ziviny. U vysSich mnohobunécnych organismii jsou tyto
peptidy povazovany za soucast obranného systému proti invazi a infekci mikrobidlnich
ptivodcti onemocnéni. U Zivocichl se povazuji za prvni linii vrozené imunitni odpovédi
majici u€inek proti bakteriim, plisnim nebo virim (Zasloff, 2002).

Vzhledem ke svym vlastnostem a potencialnimu vyuziti jsou AMP v poslednich letech
velmi cennymi zdroji v boji proti patogenim. V ramci této skute¢nosti je k dispozici
mnoho databazi prave pro vyhledavani, porovnavani a sdileni riznych antimikrobidlnich
latek  peptidového  charakteru.  Piikladem takové databaze je dbAMP
(http://csb.cse.yzu.edu.tw/dbAMP/, navstiveno 14. 2. 2020), ktera poskytuje piehled
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doposud existujicich sloucenin. V soucasné dob¢ se v této databazi nachéazi pres 12380
zdznaml, ztoho pies 4270 experimentdln¢ ovéfenych a 8110 predikovanych
(Jhong et al., 2019). Tyto databaze nabizeji vhodné vyhledavaci nastroje pro zisk
informaci o struktufe, funk¢nich vlastnostech, zdrojovém organismu nebo hostitelském
cili. Zaroven pomdhaji zjednodusit proces objevovani a navrhovani novych AMP
s lep$im terapeutickym indexem nebo antimikrobialni aktivitou (Jhong et al., 2019).

Z biosyntetického hlediska lze rozdélit peptidy do dvou zakladnich skupin podle toho,
jak v organismu vznikaji. Jsou bud’ geneticky kédované produkované pomoci ribozomt,
anebo genem nekodované, kdy vznikaji v bunikdch slozitymi enzymovymi reakcemi
(Zhuetal., 2017). Ne-ribozomalni peptidy (NRP) jsou V buinkach syntetizovany
multi-doménovymi enzymy, které se nazyvaji ne-ribozomalni peptidové syntetasy
(NRPS), aniz by bylo zapotiebi ribozomii a mRNA (Evans et al., 2011). Kazdy
samostatny systém NRPS syntetizuje pouze jeden typ produktu, a to na principu zavadéni
jednotlivych volnych AK do fetézce peptidu. Struktura ne-ribozomalné vytvoienych
sloucenin tak mize obsahovat napt. neptirozené AK, cyklické kruhy nebo kovalentné
navazané skupiny glykant (Strieker etal., 2010). Ptikladem NRP jsou antibiotika
(penicilin, vankomycin), cytotoxika (bleomycin) nebo imunosupresiva (cyklosporiny),

kterd jiz naSla uplatnéni v mediciné (Hoffmeister a Keller, 2007).

2.2.4.1 Antimikrobialni peptidy u prokaryot

U prokaryot jsou vyznamnymi zastupci AMP bakteriociny. Jedna se o ribozomalni
peptidy produkované mnoha bakteriemi (Anaya-Lopez et al., 2013; O’Connor et al.,
2020). Maji ucinek proti jinym bakteriim patficim ke stejnému nebo odlisSnému rodu.
Samotni producenti pak maji mechanismy, pomoci kterych jsou imunni vii¢i ucinku
produkovanych latek. Tyto peptidy se klasifikuji podle toho, jestli jsou jejich producenty
gram® ¢igram™ bakterie (Bilkova etal., 2011). Mechanismus plsobeni téchto latek
spociva v jejich interakci s bunéénou membranou a tvorbou pora (Obr. 3). Kromé cileni
na bunéénou membranu v§ak mohou bakteriociny také inhibovat syntézu peptidoglykanu.
Timto zpisobem pisobi napf. nisin F, komercné pouzivany bakteriocin (Cotter et al.,
2013). Dalsi zastupci jsou piikladem ze skupiny kolicinti ¢i mikrocind v piipadé zdroju
gram” bakterii ¢i jiz zmiované nisiny u gram® bakterii (Karpinski a Szkaradkiewicz,
2013).  Bakteriociny jsou Vv soucCasné dob&é vyuzivany v potravinaiském nebo
farmaceutickém pramyslu jako ochranné slozky pied kontaminaci (Dobson et al., 2012;
Yang et al., 2014; O’Connor et al., 2020).
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Obr. 3 Mechanismus ptsobeni nisinu A (upraveno z Kawada-Matsuo a Komatsuzawa, 2017).
Bakteriocin tvoii komplexy s lipidem II a naruSuje biosyntézu bunécné stény. Je schopen vytvaret
v bunééné membrané pory. Tento UCinek vede k odtoku malych molekul z buiiky a nésledné
K bunééné smrti.

2.2.4.2 Antimikrobialni peptidy u eukaryot

Houby jsou dal$imi organismy, u nichz byly objeveny antimikrobialni peptidy. Plektasin
byl prvni peptid izolovany z askomycety Pseudoplectania nigrella (Schneider et al.,
2010). Jedna se o defensin s délkou fetézce 40 AK, ktery je ucinny proti Streptococcus
pyogenes, Corynebacterium jeikeium, Corynebacterium diphtheriae ¢i dokonce MRSA
(meticilin-rezistentni ~ Staphylococcus aureus) (Mygind etal.,, 2005). Copsin
z Coprinopsis cinerea se 184 AK je uc¢inny proti Listeria monocytogenes, Micrococcus
luteus nebo Bacillus subtilis (Essig et al., 2014). Tyto dva AMP inhibuji syntézu bunéc¢né
stény diky interakci s bakterialnim membranovym prekurzorem lipidem Il (Schneider
et al., 2010; Essig et al., 2014). Mezi dalsi studované AMP izolované z hub se fadi napf-.
alamethicin z Trichoderma viride (Meyer a Reusser, 1967), ktery na rozdil
od predchozich dvou peptidi pisobi také proti dals$im houbam nebo zivociSnym

a hmyzim bunkam (Leitgeb et al., 2007).
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Také rostliny jsou bohaté na mnoho biologicky uUc¢innych latek, mezi které patii
fytohormony, induktory obrannych reakci ¢i peptidy. Rostlinné druhy musi ¢elit mnoha
biotickym ¢i abiotickym vlivim, a proto produkuji mnoho antimikrobidlnich
a insekticidnich latek, které inhibuji vyvoj riznych patogenii. Mnoho AMP ziskanych
Zrostlin obsahuje velké mnozstvi cysteinu. Diky pfitomnosti této AK se vytvari
v molekulach disulfidické mustky, coz zajiStuje vysokou stabilitu dané latky
(Egorov a Odintsova, 2012). Mezi dvé hlavni skupiny rostlinnych AMP patii defensiny
a thioniny (Obr. 4).

Defensiny jsou kationtové peptidy s délkou fetézce v rozmezi 45 — 54 AK (Vriens
etal.,, 2014) pattici mezi nejvice studované rostlinné antimikrobialni latky. Byly
identifikovany v semenech, listech, kvétech i plodech. V genomu modelové rostliny
Arabidopsis thaliana bylo nalezeno pies 300 typu sekvenci odpovidajicich struktufe
defensind. Studie naznacuji, Ze nékteré defensiny plisobi jako enzymové inhibitory napf.
a-amylas a proteas. Je tedy piedpoklad, ze se tyto peptidy podileji na obrannych

odpovédich pti napadeni hmyzem (Egorov a Odintsova, 2012). Jiné defensiny vykazuji

A thionin: viscotoxin A3 jmeli bilé (Fiscuom album)

f,/‘}yo

g

o

B defensin: defensin-2

Obr. 4 Struktury rostlinnych antimikrobialnich peptidi (upraveno z Silva et al., 2011; obrazky:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Viscum_album_apple-tree_2009_G1.jpg;
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:09438jfFranza_Halls_Vigna_radiata_Plants_Science_
Munoz_Ecijafvf_18.JPG, navstiveno 9. 3. 2020).

A — ptiklad thioninu: viscotoxin A3 z Viscum album, B — piiklad defensinu: defensin-2 z Vigna
radiata.
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I baktericidni ucinky. Jako pftiklad lze uvést Ct-AMP1 izolovany z Clitoria ternatea
majici ucinek proti B. subtilis, TAD1 z pSenice pusobici na P. cichorii nebo Tk-AMPD1
z kukufice inhibujici rist bakterie P. syringae (Egorov a Odintsova, 2012).

Thioniny maji podobnou délku fetézce jako defensiny. Jsou bohaté na cysteinova
rezidua a vyskytuji se u jednod€loznych i dvoudéloznych rostlin. Do této skupiny se tadi
o/B-thioniny a vy-thioniny (Stec, 2006). U nékterych zastupct (pf. a-1-purothionin)
Z téchto skupin studie prokazaly jejich toxicitu vaci savéim bunkam a patogennim
bakteriim jako jsou Xanthomonas phaseoli, Xanthomonas campestris, Ralstonia
solanacearum ¢i Rhodococcus fascians (Lopez-Solanilla et al., 2003; Nawrot et al.,
2014).

V zivocisné Fisi patii mezi vyznamné skupiny magaininy a cecropiny. Obojzivelnici
predstavuji bohaty zdroj peptidl se Sirokym spektrem antimikrobidlni aktivity. Produkuji
AMP, které jsou posléze ukladany v sekre¢nich granulich v dermdlni vrstve jejich kize.
Uvolnuji se pii poSkozeni kiize nebo v reakci na specificky chemicky stimul (Rinaldi,
2002; Rollins-Smith et al., 2005). Do sou¢asné doby bylo jiz popsano nékolik stovek
vétSinou kationtovych a-helikalnich peptidd odvozenych z koznich sekretli rGznych
druhd zab (Conlon et al., 2007). Prvni magaininy byly pivodné izolovany z kize africké
zaby Xenopus laevis (Karal et al., 2015), kdezto cecropiny jsou tiidou AMP ptvodné
izolovanych z hemolymfy hmyzu (Juhaniewicz et al., 2016). Ob¢ tyto skupiny vykazuji
silnou nespecifickou toxicitu vici eukaryotnim bufikam, coz omezuje jejich praktické
pouziti. Proto se studie zamétuji spise na jejich strukturni aktivitu a modifikaci sekvenci
s dvojim cilem zlep$it antimikrobialni aktivitu a zaroven sniZit toxicitu proti rostlinnym
nebo Zivo¢isnym buinkam (Marcos a Manzanares, 2011).

U savet dochazelo v prubéhu evoluce Kk vyvoji komplexniho imunitniho systému,
ktery zahrnuje produkci antimikrobidlnich slou€enin jako jsou anorganické latky (peroxid
vodiku nebo oxid dusnaty), proteiny (lysozym ¢i laktoferin) a AMP (Yang et al., 2002).
Mezi hlavni a nejvice studované sav¢i antimikrobialni peptidy se fadi katelicidiny
a defensiny. Schématicka distribuce AML konkrétné u ¢lovéka je znazornéna na Obr. 5.

Katelicidiny (vice nez 30 ¢lent) jsou malé, kationtové, amfipatické AMP vyskytujici
se vcetné Cloveka také u fady savci jako jsou prasata, ovce, kong, skot, kozy nebo kralici.
Maji Siroké spektrum puisobeni proti plisnim, virim i bakteriim (van Dijk et al., 2011;
Kosciuczuk et al., 2012). Nejvyznamnéjsim zastupcem této skupiny je LL-37 s délkou
37 AK, také znamy jako hCAP-18, FALL-39 nebo CAMP, ktery je jedinym

katelicidinem nalezenym spole¢né u lidi, opic, mys$i, potkanti a morcat (Diirr et al., 2006;
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Obr. 5 Distribuce antimikrobialnich latek popsanych v lidském téle (upraveno z Silva et al.,
2011). Peptidy se vyskytuji hlavné na kuzi, sliznicich, v krvi, nervovém systému a jatrech.

Kosciuczuk et al., 2012). LL-37 je G¢inny proti gram® i gram™ bakteriim (Diirr et al.,
2006), konkrétné proti L. monocytogenes, E. coli, Enterococcus faecium a Salmonella
enterica subsp. enterica (Turner et al., 1998; De Smet a Contreras, 2005). Tento peptid
je amfipaticky s linearni neuspofadanou strukturou, pokud se nachazi v roztoku.
Pii interakci s bunéénymi membranami ziskava vsak a-helikalni strukturu. Predpoklada
se, ze LL-37 vytvaii pory na bunééné membran€ nebo inhibuje syntézu bunétné stény
a tim usmrcuje bakterialni buriky (Duplantier a van Hoek, 2013). Tento katelicidin byl
navrzen jako léCivo pii oSetfovani infikovanych ran (Duplantier a van Hoek, 2013),
a to pedevsim diky své schopnosti zabranit tvorbé bakterialniho biofilmu uz pfi jeho
mikromolarni koncentraci (Overhage et al., 2008). Mezi dalsi katelicidiny patii napiiklad
indolicidin (katelicidin-4), protegriny nebo bakteneciny (Ageitos et al., 2017).

Defensiny jsou také soucédsti imunitniho systému obratlovel, zvlasté pak savcil
(Niyonsaba a Ogawa, 2005). Obsahuji Sest cysteinovych rezidui a jsou rozdéleny
do 3 podskupin podle uspotadani jejich disulfidickych mustki: a-defensiny, B-defensiny
a 0-defensiny (Selsted a Ouellette 2005; Guilhelmelli et al., 2013).
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2.2.4.3 Syntetické antimikrobiilni peptidy

Obecné se kationtové peptidy obtizné ziskdvaji rekombinantnimi technologiemi, protoze
jsou toxické pro bunky, které je syntetizuji. Proto se mnoho AMP vyrabi chemickou
syntézou. Nekteré z nich, jako jsou napf. katelicidiny a defensiny, vSak mohou byt
exprimovany i v bakteriich (Li, 2011), a to jako soucast fuznich proteini, tandemovych
multimerti nebo prostiednictvim zabudovani peptidu do inkluznich télisek (Chang et al.,
2006; Nair et al., 2007; Ruangsri et al., 2013; Yu et al., 2013). Chemicka ptiprava peptida
vsak poskytuje vyhody skrze modifikace, které mohou zahrnovat zmény
aminokyselinové sekvence a pouziti nepiirozenych nebo D-aminokyselin (Wade et al.,
1990; Bahar a Ren, 2013).

Na konci osmdesatych a za¢atkem devadesatych let zvetejnili Boman a Merrifield
prukopnické studie syntézy hybrid cecropinu A a melitinu A (Boman et al., 1989; Wade
et al., 1990; Andreu et al., 1992; Merrifield et al., 1995). Od té doby jsou piipravovany
syntetické hybridni peptidy zalozené na ptirodnich AMP. Tyto kombinované slouceniny
vykazovaly mnohdy zvysenou aktivitu, snizenou cytotoxicitu nebo ptsobily na rozdilné
molekularni cile v hostitelské buiice (Andreu et al., 1992). Dale bylo zjisténo, ze analogy
obsahujici D-aminokyseliny byly mnohdy stabiln&j$i nez jejich protéjsky obsahujici
L-aminokyseliny (Oh et al., 2000). Ptikladem CAMELO obsahujici 15 AK je hybrid
cecropinu A (1-7) a melitinu A (2-9), ktery ptedstavuje jeden z nékolika ptirodnich
analogli syntetizovanych k cileni anaerobnich bakterii (Oh etal., 2000). BP100
sobsahem 11 AK je dalsi synteticky hybrid cecropinu A a melitinu A, ktery byl
vyprodukovan kombinatorickou chemii (Badosa et al., 2007). Tento AMP zptisobuje
propustnost buné¢né membrany a zaroven vyvolava jeji depolarizaci (Alves et al., 2010).
Také dokaze usmrtit gram™ bakterie a vykazuje stfedni cytotoxicitu viéi savéim bunikam
(Ferre etal., 2009; Torcato et al., 2013). Nékolik analogi BP100 bylo syntetizovano
s cilem zvysit aktivitu a spektrum ucinku této slouCeniny; dva takové piiklady jsou
RBP100 a RW-BP100, kde byly lysiny nahrazeny argininy. Tato modifikace vedla
k tomu, Ze analogy pisobily jak na gram-, tak i na gram™ bakterie (Torcato et al., 2013).

Dalsi moZnosti je pfima syntéza analogli pfirozenych antimikrobidlnich peptida.
Pexiganan (22 AK) je synteticky analog magaininu II se Sirokym spektrem ucinku.
Mechanismem jeho pusobeni je tvorba toroidnich port v bakterialnich membranach
(Gottler a Ramamoorthy, 2009). Bylo zjisténo, ze tento AMP byl aktivni

u 3108 klinickych bakteridlnich izolati (2692 aerobli a 416 anaerobll) s minimdlni
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inhibi¢ni koncentraci (MIC) v rozmezi od 0,8 do 6,5 umol'l-1 u 87 % testovanych vzorkd.
Tyto klinické testy zahrnovaly gram® i gram™ bakterie rezistentni na fadu antibiotik jako
jsou oxacilin, cefazolin, cefoxitin, imipenem, ofloxacin nebo gentamycin. Navic se zdalo,
7¢ sensitivita vaci pexigananu je stejnad pro vSechny bakterialni kmeny, at’ uz byly
na klasicka antibiotika citlivé nebo rezistentni. V tomto piipadé nebyla detekovana zadna

rezistence na pexiganan. Klinicky patogen A. baumannii je jednou z bakterii s nejvyssi
-1
citlivosti na tento AMP (s MIC v rozmezi 0,4 az 3,2 umol-1 ) zatimco E. faecalis

a S. sanguis jsou vuci nému odolngjsi a vyzaduji MIC nad 6,5 umol-l-1 (Geetal., 1999).
Dalsim piikladem je FL9, analog falaxinu (Nielsen et al., 2007), ktery miize ptisobit také
proti MRSA (Gottschalk etal., 2015). Peptid se vaze na DNA a indukuje SOS
(z anglického ,,Save Our Souls*) odpovédi. Mechanismus G¢inku FL9 zavisi na jeho
koncentraci. Pfi koncentracich pod jeho MIC cili hlavné na DNA, zatimco pii vysSich
koncentracich vytvaii pory a naruSuje bunécnou membranu, coz vede k bunécné smrti
(Gottschalk et al., 2015). Cantisani etal. (2014) ve své studii analyzovali kli¢ové
aminokyselinové slozeni v myximidinu, AMP izolované¢ho z ryb. Na zéklad¢ analyz
identifikovali a modifikovali kritické AK za té¢elem zisku novych peptidi se zvySenou
mikrobialni aktivitou. WMR-NH, (13 AK) je piiklad analogu myximidinu, ktery
vV porovnani S puivodnim peptidem vykazuje véEtsi aktivitu proti  rdznym
mikroorganismim.

Jinou alternativou pro ziskani AMP je navrzeni a syntéza novych antimikrobialnich
peptidl, u kterych se jejich sekvence AK neshoduje se zadnou ziskanou z ptfirozenych
zdroju. Syntetické kationtové amfipatické AMP, jako jsou piikladem tzv. V-peptidy, byly
navrzeny pro tvorbu silnéjsi vazby k lipopolysacharidu a lipidu A (slozky piitomné
v membranach u gram bakterii). Tyto latky maji silnou aktivitu pravé proti gram"
bakteriim. V testech byly V-peptidy 208krat i¢inné&jsi nez polymyxin B, ktery byl pouzit
jako kontrola (Frecer et al., 2004). Deslouches et al. (2005) navrhli peptidy s motivem
obsahujicim kombinaci argininu a valinu ve struktuie a-helixu a studovali vliv délky
fetézce a aminokyselinovych substituci na aktivitu testovanych latek. Autofi zjistili,
ze pti pouziti AMP s vice nez 24 AK zbytky se aktivita slou¢enin nezvysila, zatimco
substituce tryptofanem zpusobila, Ze slou¢eniny byly méné citlivé na pfitomnost vysoké
koncentrace soli. Z testovanych peptidi mél piikladem WLBU2 (24 AK, 3 substituce
tryptofanem) nizs§i MIC pro P. aeruginosa a S. aureus, nezavisle na koncentraci soli

nebo analyzovaném bakterialnim kmenu (Deslouches et al., 2005).
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2.3  Ziskani proteinii a syntéza peptidi
Proteiny a peptidy hraji kliCovou roli v biologickém, lékafském a farmaceutickém
vyzkumu. Tyto slouceniny jsou heteropolymery slozené z aminokyselinovych rezidui
spojenych prostfednictvim peptidovych vazeb. Tato vazba vznikd obvykle mezi -NH>
skupinou na a-uhliku jedné AK a -COOH skupinou na a-uhliku jiné AK za souc¢asného
vylouceni vody (Obr. 6). Piesna definice je ponékud neurcitd, avSak pokud jde o délku
fetézce, povazujeme za peptidy struktury s délkou fetézce od dvou do né€kolika desitek
rezidui. Jako urcujici faktor byva udavana molekulova hmotnost, piicemz k peptidim
jsou zatazovany latky, které jsou mensi nez 6000 Da (Dalton). Pokud je molekula vétsi,
uz se fadi mezi proteiny (Guzman et al., 2007).

Pro produkci proteinli a peptidli jsou dnes k dispozici rizné technologie: extrakce
z ptirozenych zdroja (Hipkiss a Brownson, 2000), vyroba s vyuzitim rekombinantni
DNA technologie (Gill et al., 1996), vyuziti transgennich zvirat (Wright et al., 1991)
arostlin (Cunningham a Porter, 1997), produkce chemickou syntézou (du Vigneaud
et al., 1953; Merrifield, 1963; Noya et al., 2003) a enzymovou technologii s vyuZzitim
proteolytickych enzyma (Feliu et al., 1995).

aminokyselina (1) H aminokyselina (2) H

peptidova vazba

dipeptid voda

Obr. 6 Schéma vzniku peptidové vazby (upraveno z https://www.wikiwand.com/en/Peptide_bond;
13. 2. 2020). Vazba vznika obvykle mezi -NH; skupinou na a-uhliku jedné AK a -COOH skupinou
na a-uhliku jiné AK za souc¢asného vylouceni vody.
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Prvni GspéSna ptiprava peptidu v roztoku byla realizovana jiz v roce 1903 némeckym
chemikem Emilem Fischerem, ktery fizené hydrolyzoval diketopiperazin glycinu
za vzniku prvniho dipeptidu Gly-Gly. V této dobé prozatim nebyla k dispozici zadna
vhodna strategie pro ochranu postrannich skupin pro syntézu delsSich peptidi (Fischer
a Otto, 1903). Zavedenim chranici skupiny v podobé benzyloxykarbonylu Bergmannem
a Zervasem (Bergmann a Zervas, 1932) a s pomoci dalsich inovaci zacaly moderni dé€jiny
klasické syntézy peptidi. Jednim z prvnich velkych uspéchii byla syntéza nonapeptidu
oxytocinu (du Vigneaud et al., 1954), za kterou dostal americky biochemik
V. du Vigneaud v roce 1955 Nobelovu cenu. Vzhledem k tomu, Ze syntéza peptidi
ajednotlivé kroky reakci byly v té dobé provadény v roztoku (kondenzace, Stépeni
chranicich skupin, izolace a ¢isténi meziproduktil), jednalo se o velmi slozity a ¢asové
naro¢ny proces.

Vyrazné zjednoduseni pfineslo az predstaveni syntézy peptidu na pevné fazi, které
navrhl Bruce Merrifield (Merrifield, 1963). Za tuto metodologii mu byla v roce 1984
udélena Nobelova cena. Syntéza peptidu na pevné fazi (Solid-phase peptide synthesis,
SPPS) piinasela dilezit¢é vyhody oproti stavajici syntéze v roztoku. SPPS meéla jiz
ze zacatku vétsi vytéznost a lepsi rozpustnost meziproduktd s nartstajicim peptidovym
fetézcem. Vyuziti ukotveni prvni AK K polymernimu nosici také zjednodusilo proces celé
syntézy a umoznilo rychlou a efektivni pfipravu rozlicnych sekvenci, coZ vedlo
K soucasnému rozvoji moznosti studia vlastnosti peptidi (Coinetal., 2007). Kdyz
Merrifield ptredstavil metodu SPPS, védeckd komunita reagovala ponc¢kud skepticky
(Andersson et al., 2000). Syntéza v roztoku byla v té dobé dobie zavedena, avsak byla
limitovana izolaci a purifikaci jednotlivych meziproduktl po kazdém syntetickém kroku.
Oproti tomu je SPPS sice casoveé perspektivngjsi, avSak analyzu lze vétSinou provadét
azpo ukonceni celého syntetick¢ého cyklu, pokud neni zvolen rozbor odebraného
a odstépeného fragmentu (Andersson et al., 2000). S postupem ¢asu byla tato metoda
natolik zdokonalena, ze dnes téméf zcela nahradila syntézu peptidi v roztoku (Coin et al.,
2007). V soucasné dobé muze byt dale také modifikovana na zakladé vyuziti riznych
nosicl, reakcnich cinidel nebo strategii pro chranici skupiny (Amblard et al., 2006)
a zaroven umoznuje zaclenéni nepiirozenych AK do struktury peptidu (Chan et al.,
2000), inkorporaci D-aminokyselin (Kent, 2009), ¢i modifikaci boc¢nich skupin

aminokyselin v fetézci (Palomo, 2014).
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2.3.1 Princip syntézy peptidii na pevné fazi

Syntéza peptidu na pevné fazi spociva v prodluzovani peptidového fetézce ukotveného
na nerozpustny polymerni nosic, a to postupnym piipojovanim chranénych aminokyselin
a jejich vazbou na posledni AK v nartistajicim fetézci az do dosazeni pozadované délky
peptidu (Nilsson et al., 2005). SPPS zahrnuje opakujici se kroky, pfi kterych muize byt
pouzito velkého objemu reagencii a ¢inidel, které mohou byt spolu s vedlej$imi produkty
oddé€leny od peptidu jednoduse promytim a filtraci. Timto zptisobem lze vSechny kroky
syntézy provadét vjedné nddobé bez pienosu materidlu. Obecné schéma SPPS
je zobrazeno na Obr. 7.

Pevnou fazi (nosi¢, matrici) tvoii inertni pdorovité polymerni Castice s piipojenymi
funkénimi skupinami, tzv. linkerem. Nosi¢ byva nahrazovan terminem ,,resin“ (Czarnik,
1998) ¢i ceskym ekvivalentem ,,pryskyfice®. Jako vhodné pevné nerozpustné nosice jsou
pii SPPS pouzivany takové materidly, které dovoluji pfistup reagentii k pfipojenému
nartistajicimu peptidu. Soucasné se nejvice pouzivaji zesitované polystyrenové matrice
(PS), které vykazuji vhodné vlastnosti a umoziuji pfistup rozpoustédel béhem
jednotlivych krokii syntézy. Ddle jsou vyuzivany nosi¢e na bdzi polyamidu (PA)
¢i kombinace PS-polyethylenglykolu (PS-PEG), které jsou vice hydrofilni a mohou byt

NejpouZivangjsi matrici je v soucasné dobé resin typu Wang. Tento nosi¢ méa vhodné
vlastnosti, ma schopnost solvatace viad€ polarnich rozpoustédel jako jsou
N,N-dimethylformamid (DMF) ¢i dichlormethan (DCM), a proto je pravée ¢asto pouzivan
pii SPPS (Santini et al., 1998). Dalsi pouzivané resiny jsou napi. modifikovany Wang,
2-chlortrityl chlorid ¢i RinkAmide (Amblard et al., 2006).

Pro syntézu je mozné vyuziti tiech strategii: pfipojeni aminokyseliny za -COOH konec
(nejcastéjsi), pfipojeni za -NH: konec nebo piipojeni pomoci vedlejSiho fetézce
(Cherkupally et al., 2014). V pripadé strategie C—N (peptid se syntetizuje zprava doleva,
sekvence je vSak pséna a Ctena zleva doprava) se po pfipojeni prvni AK pozadovana
peptidova sekvence sestavuje linearné od C-konce k N-konci peptidu a to opakovanymi
cykly pfipojovani chranénych AK, promyti, $t€épeni chranicich skupin a opétovnym

promyvanim (Amblard et al., 2006).
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P permanentnichranici skupina na postr. fet&zci

D dotasna chréanici skupina na a-aminoskuping

O pevnafize

A aktivaéni skupina

X NHneboO

SPPS cykly

Obr. 7 Schéma SPPS (upraveno z Amblard et al., 2006). Béhem SPPS dochazi nejprve k ptipojeni
prvni aminokyseliny na nosi¢ pies amidovou ¢i esterovou vazbu (X). Pfipojované aminokyseliny
musi byt v postrannich fetézcich chranéné permanentni ochrannou skupinou (P) a zaroven
docasnou ochrannou skupinou (D). Po odstranéni docasné chranici skupiny dochazi k vazbé dalsi
aminokyseliny, ktera nese aktivacni skupinu (A). Nasleduje promyti a cykly se opakuji (n-krat)
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Pti syntéze se pouzivaji AK s chranicimi skupinami v postrannich fetézcich. Z divodu
zamezeni nezddoucich reakci jsou pouzivany jednak permanentni ochranné skupiny (P),
které jsou navazany na skupiny vedlejSich fetézcti AK (-SH, -OH, -COOH, ...), a sou¢asn¢
docasna ochranna skupina (D), ktera chrani -NH funk¢ni skupinu na ptipojované AK.
Docasné skupiny jsou snadno odstranény béhem kroku $t€peni chranicich skupin, kdezto
permanentni skupiny jsou odstranény na konci syntézy az pii koneéném odstépeni
peptidu z nosice (Amblard et al., 2006).

V SPPS se pouzivaji dva zpusoby ochrany a-NH2 skupiny aminokyselin. Tato
aminoskupina je bud chranéna Fmoc (9-fluorenylmethyloxykarbonyl) skupinou
nebo Boc (t-butyloxykarbonyl) skupinou. Rozdily mezi témito dvéma skupinami jsou
napt. v rozpustnosti AK ¢i pozadavcich na specialni vybaveni pii kone¢ném odstépeni
chranicich skupin (Kates a Albericio, 2000). Pro ochranu postrannich fetézci AK se
obvykle pouzivaji permanentni chranici skupiny, které se snadno odstépi po pridavku
kyseliny trifluoroctové (TFA). Nékteré z nejcastéji pouzivanych jsou pi. Boc, tBu
(t-butyl), Trt (trityl), Pbf (2,2,4,6,7-pentamethyl-2,3-dihydrobenzofuran-5-sulfonyl)
nebo Pmc (3,4-dihydro-2,2,5,7,8-pentamethyl-2H-1-benzopyran-6-sulfonyl) (Amblard
et al., 2006).

Aby mohla vzniknout peptidova vazba mezi aminokyselinami, je nutné pouZit vhodna
aktivacni ¢inidla. Nej€astéji se pro aktivaci karboxylové skupiny vyuZivaji karbodiimidy
(pt. N,N°-dicyklohexylkarbodiimid (DCC) a N,N‘-diisopropylkarbodiimid (DIC))
¢iurdnioveé derivaty (pt. HBTU, TBTU). Déle to mohou byt také organofosfatové
reagencie, derivaty imidazolu, pyridinium a jiné (Han a Kim, 2004).

Po ukonceni syntézy se fetézec peptidu odstépuje z nosi¢e pomoci Stépného roztoku,
jehoZ slozeni zavisi na pouZitém resinu a AK. K tomuto ucelu se pouzivaji rizné
koncentrované roztoky TFA. Pfi tomto findlnim $t€peni dochazi k sou¢asnému odstranéni
chranicich skupin z postrannich fetézcl. Do Stépného roztoku jsou proto piidavana
aditiva (tzv. scavengery), ktera vychytavaji uvolfované chranici skupiny, ¢imz je
zamezeno jejich opétovnému (nevratnému) navazani na peptidovy fetézec. NejcastejSimi
scavengery jsou: anisol, fenol, triisopropylsilan, ethan-1,2-dithiol ¢i 1,4-dithio-D-threitol
(Bodanszky, 1984; Amblard etal., 2006). Roztok obsahujici piipraveny peptid je
po stépeni izolovan precipitaci pridavkem etheru (Amblard et al., 2006).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy

3.1.1 Biologicky bunéény material

Pro méfeni byl vramci mikrodiluéni metody pouzit kmen Staphylococcus aureus
(CCM 4223) jako zastupce gram-pozitivnich bakterii a kmen Pseudomonas aeruginosa
(CCM 1961) jako =zastupce gram-negativnich bakterii. Pfi testovani cytotoxicity
na sav¢ich bumnikach byly pouzity bunétné linie mysSich 3T3 dermalnich fibroblasta
(ATCC). U stanoveni hemolytické aktivity prace probihala s plnou lidskou krvi, ktera
byla odebrana vyskolenym pracovnikem S informovanym souhlasem darce tésné pied

samotnou analyzou.

3.1.2 Chemikalie, reagencie, sloZeni roztoki

Syntéza peptidi na pevné fazi

= aminokyseliny - Iris Biotech, GL Biochem
e  Fmoc-6-Ahx-OH
e  Fmoc-D-Ala-OH
e  Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH
e  Fmoc-D-Arg(Pbf)-OH
e  Fmoc-L-Asp(tBu)-OH
e  Fmoc-Gly-OH
e  Fmoc-L-His(Trt)-OH
e  Fmoc-L-Leu-OH
e  Fmoc-L-Lys(Boc)-OH
e  Fmoc-D-Lys(Boc)-OH
e  Fmoc-L-Phe-OH
e  Fmoc-L-Trp(Boc)-OH
e  Fmoc-D-Trp(Boc)-OH
e  Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH
* anhydrid kyseliny octové - Lach-Ner

= (inidla pro Kaiser test (Sigma-Aldrich, Iris Biotech, Lachema)
-1
e 0,04mol‘1 roztok fenolu v ethanolu

-1
e 0,3mol‘l roztok ninhydrinu v ethanolu
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o 20um01~1-1 roztok KCN v pyridinu
= diethylether (DEE) - Lach-Ner
= dichlormethan (DCM) - Lach-Ner
= N,N‘-diisopropylkarbodiimid (DIC) - Iris Biotech
» N,N-dimethylaminopyridin (DMAP) - TCI
= N,N-dimethylformamid (DMF) - Lach-Ner
= N,N-dimethylformamid (peptide grade) (DMF) - Iris Biotech
= ethanol - Lach-Ner
= isopropylalkohol (IPA) - Contipro a.s.
= Kkyselina trifluoroctova (TFA) - Iris Biotech
»  OxymaPure® (2-kyano-2-(hydroxyimino)acetat) - Iris Biotech
= piperidin - Iris Biotech
= pyridin - Lach-Ner
= resin typu Wang - Sun Resin
= scavengery
e anisol - Merck
e thioanisol - Merck
e DODT - Sigma-Aldrich

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
= acetonitril (ACN) - VWR
= demiH20

» kyselina mravenci - Lach-Ner

=  methanol - VWR

Stanoveni peptidové stability
= 359% kyselina chlorovodikova (HCI) (v/v) - Lach-Ner

-1
= 50 mmol-l kyselina octova v trypsin resuspendujicim pufru - Promega (USA)

-1
= 50 mmol‘l hydrogenuhli¢itan amonny (AmBic) - Sigma-Aldrich
* demiH20
= trypsin (Sequencing Grade Modified Trypsin) - Promega (USA)

24



Mikrodiluéni test antimikrobialni aktivity AMP
= 0,02% kyselina octova (AcOH) (v/v) - Penta

» hovézi sérovy albumin (BSA) - Sigma-Aldrich
= Mueller-Hintontv bujon (MHB) - Oxoid

= roztok resazurinu (0,1 mg/ml: 0.4 mmol-1°)
e fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline — PBS)
o 0,2 gKCI - Lach-Ner
o 0,29 KH2PO4 - Lach-Ner
o 1L demiH20O
o 2,859 NaHPO4 x 12 H20 - Lach-Ner
o 8,0 g NaCl - Fluka
e resazurin - Sigma-Aldrich
= trypticky s6jovy agar (TSA) - Merck

= sterilni demiH2O

Stanoveni cytotoxicity AMP
= 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) roztok
e 10 ml sterilniho 1x PBS
e 50mg MTT - Abcam
= CASY ton roztok kat. ¢. 05651808001 - Roche

» kultivaéni médium pro mysi 3T3 dermalni fibroblasty
e 435 ml zakladni médium (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium — DMEM)
- Diagnovum
e 5 ml D-glukosa - Lach-Ner
e 5 ml L-glutamin - Sigma
e 5 ml penicilin/streptomycin - Diagnovum
e 50 ml hovézi fetalni sérum (BOFES) - Diagnovum
» solubiliza¢ni roztok
e 100 g Triton X-100 - Acros
e 450 ml dimethylsulfoxid (DMSO) - Sigma-Aldrich
e 450 ml isopropylalkohol (IPA) - Penta s.r.o.
e 8,2ml 35% HCI (v/v) - Lach-Ner
= trypsin-EDTA 10x - Sigma
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Stanoveni hemolytické aktivity AMP

1% Triton X-100 (v/v) - Acros
fosfatovy pufr (PBS)
fyziologicky roztok
e 2,259 NaCl - Lach-Ner
e 250 ml demiH20

Test anti-biofilmové aktivity AMP

3.1.3

fostatovy pufr (PBS)
fyziologicky roztok
Mueller-Hintondv bujon (MHB)
praseci plasma - jatka Letohrad
sterilni demiH20

trypticky sojovy agar (TSA)

Pristroje
Acquity ultra vykonna kapalinova chromatografie (UPLC) ve spojeni
se Synapt G2 Si qTOF (MS) - Waters (USA)
e kolona ACQUITY UPLC Peptide BEH C18 Column, 130 A, 1,7 um,
2,1 mm x 100 mm - Waters (USA)
LC/MS — 2020 - SHIMADZU (Japonsko)
e kolona X Bridge C18, 130 A, 10 um, 50 x 50 mm - Waters (USA)
analytické vahy - KERN ALS 220 — 4N
analytické vahy - Mettler Toledo
CASY model TT - Roche
centrifuga chlazena - Thermo Scientific IEC CL31R
davkovac kapalin opatieny filtrem 0,45 pm - Ceramus, Hirschmann-Laborgerite
elektromagnetické michacka - IKA RCT basic
Ensight™ Multimode Microplate Reader - PerkinElmer
exsikator 262 K - KAVALIERGLASS, as.
inkubator 37 °C, 7,5 % CO; - CO2 incubator NB-203XL
lyofilizator ALPHA 2-4 LDplus - Christ
pH metr pH 1100L - VWR pHenomenal
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polarimetr polAAr 3001 - Optical activity LTD

spektrofotometr UV Line 9400 - SCHOTT

svételny mikroskop - Nikon Eclipse Ts2

trepacka - IKA KS 130 BASIC-sestava

tiepacka inkubovatelna - N-BIOTEK NB-205 Shaking Inkubator
titepacka Thermomixer C - Eppendorf

vakuova rota¢ni odparka - Biichi Rotavapor® R-100

vyhiivany termoblok Thermo 120A - UOCHB AV CR

Dalsi pomucky

96jamkové polystyrenové desticky - TPP®

automatické pipety - Eppendorf

folie Nunc Sealing Tapes kat. ¢. 236707 - Thermo scientific

laboratorni digestoi - MERCI M 1200

lahve 200 ml - DURAN®

laminarni box - Holten Lamin Air

sklenéné reaktory o objemu 100 ml - Fortuna®

sterilni mikrozkumavky 1,5 ml nebo 2 ml - Neptune, Schoeller Pharma.
sterilni zkumavky 15 ml a 50 ml - BIOFIL, Schoeller Pharma
zkumavky BD Vacutainer 4 ml Li-Hep na odbér krve - BD Vacutainer®

Programy a databaze

dbAMP (http://csb.cse.yzu.edu.tw/dbAMP/)
GeneSnap

Kaleido 2.0

MassLynx V4.1

Microsoft Excel

Microsoft Powerpoint

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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3.2 Metody chemické syntézy a analyzy
3.2.1 Syntéza peptidi na pevné fazi

Sekvencni syntéza vSech peptidi byla provedena na polystyrenovém nosic¢i typu Wang

(loading 1,2 mmol-g-l), kdy byly pouzity sklenéné reaktory s kohoutem (Fortuna®)
0 objemu 100 ml, které byly vybaveny fritou o nejtésnéjsim praméru reaktoru.

Do oznaeného reaktoru byl piedlozen nosi¢ (3 g; 3,6 mmol). Do reaktoru byla
k resinu ptidana prvni aminokyselina (10,8 mmol), OxymaPure® (1,54 g; 10,8 mmol)
a katalyzator DMAP (135 mg, 1,1 mmol). Tato smés se nechala rozpustit v takovém
mnozstvi bezvodého DMF (peptide grade), aby bylo dosazeno vhodné viskozity reakéni
smési. K suspenzi bylo poté ptidano aktivacni ¢inidlo DIC (1,67 ml; 10,8 mmol), ¢imz
doslo k aktivaci karboxylové skupiny pfipojované aminokyseliny a zahajeni reakce.
Reakce probihala za laboratorni teploty pies noc za neustalého michani na tfepacce a byla
nasledné ukoncena odfiltrovanim reakéniho roztoku. Nosi¢ byl poté promyt 3 x 30 ml
DMEF, 3 x 30 ml DCM a 3 x 30 ml DMF. Po ukotveni prvni aminokyseliny k nosi¢i byla
takto pfipravena suspenze pouzita pro dalsi kroky syntézy.

Pro zablokovani nezreagovanych hydroxylovych skupin na nosi¢i bylo pfidano
50 ml DMF a acetyla¢ni roztok — pyridin (580 ul; 7,2 mmol) a acetanhydrid
(680 pl; 7,2 mmol). Reaktor byl ponechan 30 minut na tfepacce pii laboratorni teploté.
Reakce byla ukon¢ena odfiltrovanim reak¢éniho roztoku. Nosi¢ byl opét promyt kaskadou
rozpoustédel 3 x 30 ml DMF, 3 x 30 ml DCM a 3 x 30 ml DMF.

Dalsim krokem bylo odstépeni Fmoc-chranici skupiny, kdy byl do reaktoru pfidan
20% (v/v) roztok piperidin/DMF. Reakce probihala 5 min za laboratorni teploty a byla
nasledné opakovana s prodlouzenou dobou $tépeni 15 min. Stépeni bylo ukonéeno
odfiltrovanim reakéniho roztoku do graduované nadoby (250 ml) a peptidyl-resin byl
opakované promyvan DMF do dosazeni poZzadovaného objemu vztazeného ke graduaci
zvolené nadoby (250 ml). Zachyceny roztok byl po 100nasobném ziedéni
spektrofotometricky analyzovan pfti vinové délce 300 nm, ¢imz byl stanoven uvolnény
piperidin-dibenzofulvenovy komplex vznikly pii odstépeni Fmoc-chranici skupiny.
Z namétené absorbance byla vypoctena substituce (S):

A - V[ml]
=7800 - m[g O
S je ve vzorci stupen substituce v mmol/g, A je absorbance stanovena proti standardu

(DMF), V je celkovy objem vzorku v ml a m je pfesna vstupni hmotnost pouzitého nosice

v g.
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Resin byl dale promyt 3 x 30 ml DCM a3 x 30 ml DMF. Na promyty nosi¢ byla
ptedlozena dals§i aminokyselina (10,8 mmol) a ¢inidlo OxymaPure® (1,54 g; 10,8 mmol).
Navazky aminokyselin pouzitych pfi syntéze jednotlivych peptidt jsou shrnuty v Tab. 1.
Ke smési bylo opét pfidano co nejmensi mnozstvi bezvodého DMF, aby doslo
Kk rozpusténi latek a aby byla dosazena pozadovana viskozita. Reakce byla zahajena
ptidavkem DIC (1,67 ml; 10,8 mmol). Reakce probihala pfi laboratorni teploté 2 — 24 h
za intenzivniho michani na tfepacce. Pro ovéreni pribéhu reakce byl proveden Kaiser test
(dtikazova reakce primarnich aminoskupin), kdy bylo odebrano malé mnozstvi nosice,

které bylo 3x promyto IPA. K nosi¢i bylo poté ptidano po 2 — 3 kapkach cinidel:
-1 -1
0,04mol-1  roztok fenolu vethanolu, 0,3mol-1 roztok ninhydrinu v ethanolu

aZOpmol'l-l roztok KCN v pyridinu. Zkumavka se vzorkem byla umisténa
do termobloku a inkubovana pti 100 °C po dobu 5 min. Vizualné byl nasledné
vyhodnocen vysledek. V piipadé pozitivniho testu (modré zabarveni resinu) byl proveden
tzv. recoupling, kdy bylo ke smési znovu pfidano stejné mnozstvi reagencii a kondenzacni
reakce dané aminokyseliny byla opakovana. V ptipad¢ negativniho testu (nedoslo
ke zméné zabarveni resinu) byl nosi¢ promyt 3 x30ml DMF, 3x30 mlDCM
a3 x 30 ml DMF anasledovalo odstépeni Fmoc-chranici skupiny. Reakéni cyklus
se opakoval do doby, nez byly navazany vSechny aminokyseliny a byla dosazena

pozadovana sekvence peptidu.

Tab. 1 Navazky chranénych aminokyselin pouzitych pfi syntéze AMP

Aminokyselina Mnozstvi [g]
Fmoc-6-Ahx-OH 3,8
Fmoc-D-Ala 3,6
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 7,0
Fmoc-D-Arg(Pbf)-OH 7,0
Fmoc-L-Asp(tBu)-OH 4.4
Fmoc-Gly-OH 3,2
Fmoc-L-His(Trt)-OH 6,7
Fmoc-L-Leu-OH 3,8
Fmoc-L-Lys(Boc)-OH 51
Fmoc-D-Lys(Boc)-OH 51
Fmoc-L-Phe-OH 4,2
Fmoc-L-Trp(Boc)-OH 5,7
Fmoc-D-Trp(Boc)-OH 5,7
Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH 50
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Pred zévéreCnym odsStépenim peptidu z nosi¢e bylo provedeno koncové promyti
3 x 30 ml DMF, 3 x 30 ml DCM a 3 x 30 ml DEE. Nosi¢ byl vysusen proudem vzduchu.
Pro odstépeni byl pouzit vhodny Stépny roztok (zvoleno podle citace:
http://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/cms_040654.pdf), ktery obsahoval
roztok TFA v DCM s piidavkem aditiv — scavengerii (anisol, thioanisol a DODT). Stépny
roztok byl pfidan k peptidyl-resinu a smés byla manualné¢ michana kazdych 15 min.
Stépeni probihalo 2 h pii laboratorni teploté a poté byl roztok obsahujici peptid vypustén
do odpafovaci baiiky. Stépici reakce byla 2x opakovana s dobou §tépeni 2 h a nasledné
1 h. Ziskany roztok byl odpaien na vakuové rotani odparce do minimalniho objemu.
K destila¢nimu zbytku byl pfidan DEE a vylouceny peptid byl izolovan filtraci pomoci
frity (porozita S4). Zbytkova rozpoustédla byla z produktu odstranéna v exsikatoru
za snizeného tlaku. Purifikace peptidu a jeho Cistota byly stanoveny pomoci HPLC/MS
popsané v kapitole 3.2.2 na stran¢ 32. Seznam piipravenych AMP a jejich charakterizace
jsou v Tab. 2.
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Tab. 2 Seznam a charakterizace pfipravenych peptida

Nazev peptidu Sekvence* Pocet aminokyselin Mol. hmotnost [Da] pl** Naboj
WK-12 H-KWWKWWKKWWKK-OH 12 1904,33 11,37 +6
WK-12D H-kwwkwwkkwwkk-OH 12 1904,33 11,37 +6
WR-12 H-RWWRWWRRWWRR-OH 12 2072,42 12,85 +6
HD-12 H-RWWRHHDDWWRR-OH 12 1892,08 11,63 +4
DAL H-YaGFLR-OH 6 725,85 9,25 +1
DAL+WK-6 H-YaGFLR-¢Ahx-eAhx-KKWWKK-OH 14 1837,26 11,14 +5
DAL+WK-6D H-YaGFLR-¢Ahx-éAhx-kkwwkk-OH 14 1837,26 11,14 +5
DAL+WR-6 H-YaGFLR-¢éAhx-eAhx-RRWWRR-OH 14 1949,31 12,28 +5
DAL+WR-6D H-YaGFLR-eAhx-gAhx-rrwwrr-OH 14 1949,31 12,28 +5

*velka pismena oznacuji L-aminokyseliny, mala pismena D-aminokyseliny (nazvoslovi UIPAC, http://publications.iupac.org/pac/1984/pdf/5605x0595.pdf)
YaGFLR je sekvence dalarginu (DAL), eéAhx-gAhx je linker skladajici se ze dvou 6-aminohexanovych jednotek
**primérné hodnoty pl ziskany z: http://isoelectric.org/
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3.2.2 Purifikace peptidi

Surovy peptid byl podle jeho vychoziho mnozstvi rozpustén v daném rozpoustédle
(Tab. 3) na pozadovanou koncentraci (100 — 250 mg/ml). Pro odstranéni vétSich neéistot
byl peptid piefiltrovan ptes PVDF filtr (0,45 um). Vzorek byl nésledné purifikovan
pomoci HPLC na kolon¢ XBridge C18 (pritok mobilni faze byl 30 ml/min) s detekci
na hmotnostnim spektrometru (MS) (LC/MS — 2020 - SHIMADZU). Jako mobilni faze
byly pouzity 0,1% (v/v) kyselina mravenéi (mobilni faze A) a 100% acetonitril (mobilni
faze B). U vSech peptidt byla pouzita stejna kolona i mobilni faze. V Tab. 3 jsou uvedena
rozpoustédla a gradienty, které byly pro purifikaci pouzity. Po purifikaci byl vzorek
zakoncentrovan na odparce, zamrazen apoté 2 dny lyofilizovan (-82 — -79 °C;

< 0,0010 mbar). Cistota vzorku byla ovéiena pii koncentraci vzorku 1 mg/ml.

Tab. 3 Charakteristika purifikaénich metod

. . Gradient
Peptid Rozpoustedlo Cas [min] Acetonitril [%]
WK-12 demiH20 5,0 5
WK-12D 55 15

19,5 30
20,0 75
24,0 75
25,0 5
28,0
WR-12 ACN/demiH0O 2,0 23
(1:3) 2,5 23
13,0 35
14,0 75
19,0 75
20,0 23
22,0 3
23,0
HD-12 50% ACN 3,0 5
35 15
9,5 17
10,0 75
14,0 75
15,0 5
17,0
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Tab. 3 Charakteristika purifika¢nich metod (pokracovani)

. L Gradient
Peptid Rozpoustedlo Cas [min] Acetonitril [%]
DAL+WK-6 demiH.O 3,0 5
DAL+WK-6D 3,5 15
9,5 20
10,0 75
14,0 75
15,0 5
17,0

DAL+WR-6 50% ACN 3,0 5

DAL+WR-6D 3,5 15
9,5 20
10,0 75
14,0 75
15,0 5
17,0

DAL 50% ACN 3,0 5
3,5 20
9,5 30
10,0 75
14,0 75
15,0 5
17,0

3.2.3 Proteolyticka stabilita
Pro stanoveni proteolytické stability byly peptidy WK-12, WK-12D, DAL+WK-6
a DAL+WK-6D podrobeny enzymatické degradaci pomoci trypsinu. Nejprve byl

-1
ptipraven roztok enzymu o koncentraci 1 ug/ul pfidanim 20 pl 50 mmol-1 kyseliny
octové do vialky s 20 ug lyofilizovaného trypsinu (Sequencing Grade Modified Trypsin,
Promega, USA). Roztok byl inkubovan 30 min pii 37 °C. Peptidy byly rozpoustény

v 50mmol-l-1 hydrogenuhli¢itanu amonném (AmBic) na koncentraci 1 mg/ml.
Do mikrozkumavek bylo od kazdého peptidu ze zasobniho roztoku odebrano 150 pl
(v triplikatu). Poté byly ptidany 3 pl roztoku trypsinu (hmotnostni pomér trypsinu k AMP
byl 1 : 50). Vzorky byly inkubovany na tiepacce Thermomixer C (Eppendorf, Némecko)
pii 37 °C a 1000 rpm. Bezprostiedné po piidani trypsinu a v uré¢enych ¢asech (0, 1, 2, 3,
6 a 24 h) bylo odebirano 10 ul roztoku peptidu s trypsinem do mikrozkumavky s 1 pl

1
13,7mmol-1  HCIl pro ukonceni reakce $tépeni. Odebrané vzorky byly nasledné

zamrazeny. Pro LC/MS analyzu a naslednou relativni kvantifikaci byly vSechny vzorky

33



nafedény na koncentraci ptiblizné 10 pg/ml (5 pl vzorku a 495 pl dH2O s vnitfnim
standardem). Jako vnitini standard (IS) byl pouzit peptid znamé sekvence 0 koncentraci
1 pg/ml. Analyza byla provedena pomoci LC-MS systému Acquity UPLC - Synapt-G2
Si qTOF (Water, USA). Separace vzorka probihala na koloné Acquity UPLC Peptide
BEH C18,130 A, 17 um, 2,1 x 100 mm (Waters, USA) pti gradientu uvedeném v Tab. 4.

Tab. 4 Charakteristika pouzité metody pii analyze trypsinového $tépeni

Gradient
Cas [min] Pratok [ml/min] Kyselina mravenci [%] Acetonitril [%]
0,00 0,500 99,5 0,5
0,40 0,500 99,5 0,5
2,00 0,500 95,0 5,0
12,80 0,500 50,0 50,0
14,00 0,500 5,0 95,0
15,60 0,500 5,0 95,0
16,00 0,500 95,0 5,0
20,00 0,500 95,0 5,0

Jako mobilni faze byly pouzity 0,1% (v/v) kyselina mravenc¢i v H20 (mobilni faze A)
a 100% acetonitril (mobilni faze B). Pro zaznam hmotnostniho spektra byla pouzita MS®
metoda standardné pouzivana v mistni laboratofi pfi identifikaci peptidi. Na zavér byly
vysledky analyzy (pramér triplikat, smérodatné odchylky (SD)) zpracovany a vyjadieny
v grafech v ¢ase jako hodnoty podilu plochy piku (a) a plochy piku vnitiniho standardu

@a(1S)).

3.2.4 Stanoveni optické otacivosti

Specificka opticka otacivost peptidi byla stanovena za vyuziti polarimetrie. Peptidy
WK-12, WK-12D, DAL+WK-6, DAL+WK-6D, DAL+WR-6 a DAL+WR-6D byly
rozpustény v demiH20 na koncentraci priblizné 0,7 g/dl. Do kyvety byl pro méfeni piidan
1 ml vzorku, délka kyvety ¢inila 5 cm. Pred kazdym méfenim byl kyvetovy prostor fadné
vyplachnut demiH20 a malym mnozstvim samotného vzorku. Teplota pii méfeni
dosahovala 20 °C. Specificka opticka otacivost [a]p®® vztazena na koncentraci vzorku

a délku kyvety byla bez pfepoctu zaznamenana piimo z polarimetru.
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3.3 Metody biologické analyzy
3.3.1 Mikrodilu¢ni test antimikrobialni aktivity
Vzhledem k omezené rozpustnosti peptidi v médiich bohatych na proteiny bylo
pro stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) jako primarni rozpoustédlo
zvoleno 0,4% BSA (wWiv) v 0,02% (Vv/v) Kyseling octové
(http://cmdr.ubc.ca/bobh/method/modified-mic-method-for-cationic-antimicrobial-
peptides/). Roztok BSA v kyseliné octové byl pfipraven vzdy cerstvy. Peptidy byly
V tomto roztoku rozpuStény na vychozi koncentraci 5 mg/ml. Jednotlivé koncentrace
AMP byly nasledné piipraveny dvojkovym fedénim Vv mikrozkumavkach s pouzitim
0,2% (w/v) BSA v 0,01% (v/v) kyselin¢ octové. Pripravené koncentrace peptidu vzdy
pfedstavovaly 10tindsobnou hodnotu kone¢né realné koncentrace na panelu z ditvodu
fedéni peptidi po ptidavku bakterialni suspenze. Vzorky byly pipetovany v dubletu
na 96jamkové panely v objemu 10 ul peptidu na jamku. Naslednym ptidavkem 90 pl
bakterialni suspenze byly peptidy ziedény na pozadovanou ovliviiovaci koncentraci.
Dale bylo piipraveno bakterialni inokulum. Ze zasobnich alikvotli bakterii byla
bakteriemi potfena Petriho miska s TS agarem. Kmen se nechal rist 24 h pii 37 °C.
Po narGstu bakterii se misky pfemistily a uchovavaly v lednici max. 7 dni pfi 4 °C.
Pro piipravu MHB média bylo rozpusténo 4,2 g MH bujonu v 200 ml demiH20. Nasledné
bylo upraveno pH na hodnotu 7,3 = 0,1 pfi 25°C a médium bylo vysterilizovano
Vv autoklavu. Médium bylo uchovavano pii pokojové teploté max. 3 mésice. Samotna
pfiprava bakterialniho inokula pro mikrodiluéni metodu zahrnovala preockovani bakterie
z agarové plotny pomoci inokula¢ni klicky do 5 ml MHB média v 15 ml sterilnich
zkumavkach. Na tento objem média byla okovana 1 inokula¢ni klicka. Bakterie byly
suspendovany v médiu do doby, kdy nebyly patrné zadné shluky. Zkumavka s bakteriemi
byla inkubovana na tfepacce pii 37 °C a 150 rpm 2 — 3 h. Bakterialni suspenze byla
zmeétena na spektrofotometru pti 600 nm. Pro dalsi kroky bylo nutné suspenzi nafedit
piiblizn& na ODeoo = 0,1; tedy na hodnotu 0,5 McFarland (1 — 2 x 108 CFU/ml pro vétsinu
bakterii). Po nafedéni MHB médiem a dosazeni pozadované hodnoty OD byly bakterie
dale 2x fedény a to prvné v poméru 1 : 150 a podruhé v poméru 1 : 2. Po kazdém tedéni
byla zkumavka se suspenzi fddn¢ promichdna. Takto nafedéné bakterie byly pfipraveny
pro pouziti na 96jamkovém panelu K testovani s jiz pfipravenymi koncentracemi AMP.
Bakterie se nanésely nejlépe do 15 minut od fedéni. Jako kontrola sterility bylo pouzito

¢ist¢ MHB médium, jako kontrola ristu bakterii bylo pouzito inokulum bez pfitomnosti
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AMP. Dale jako kontrola bylo s bakterialni suspenzi také pouzito samotné rozpoustédlo
BSA v kyselin¢ octové.

Panely byly pfikryty viky, pfeneseny do plastového saCku s navlh¢enou papirovou
utérkou (z davodu zamezeni odparu) a ponechany pii 37 °C na 24 h ve vyhiivané tfepacce
pfi 150 rpm. Pfi analyze kinetiky rtstu bakterii byl panel zalepen fo6lii pro zamezeni
odparu a desticka byla pfes noc méfena pomoci spektrofotometru (PerkinElmer)
az do druhého dne (celkem 24 méfeni, 0 — 23 h). V tomto piipadé se méfila kazdou
hodinu kontinudlné zména zakalu v Case.

Po 24 hodinach byly panely vyfoceny a vyhodnoceny. Nejnizsi koncentrace AMP
bez zékalu v jamkach byla stanovena jako hodnota MIC. Pomoci spektrofotometru byla

dale zmétena absorbance pii 620 nm. Na zavér byla také stanovena viabilita bakterii

-1
pomoci 0,4 mmol-1 roztoku resazurinu (fedéni se vzorky 1 : 6,25; inkubace 20 — 90 min
pii pokojové teploté pii 120 rpm; detekce fluorescence s excitaéni vinovou délkou

560 nm a emisni vinovou délkou 600 nm).

3.3.2 Stanoveni cytotoxicity

Mysi 3T3 dermalni fibroblasty byly kultivovany podle standardizovaného laboratorniho
protokolu. V prvni fad¢ bylo ptipraveno kultiva¢ni médium (sloZeni uvedeno v kapitole
3.1.2 na stran¢ 25). Bunky byly kultivovany v termostatu za standardnich podminek
(5% COg, 37 °C, vysoka humidita).

PasdZzovani bun&k probéhlo nasledujicim zpiisobem. VeSkera prace probihala
za sterilnich podminek. Kultivaéni nadoby (obsah 75 cm?) s buiikami byly pfesunuty
Z inkubatoru do laminarniho boxu. Kazda lahev odpovidala jedné Sarzi bunék (celkem
3 sarze). Obsah znadob byl odstranén a dno nadob (s pfilnutymi buikami) bylo
oplachnuto 5 ml 1x PBS. Obsah byl opét odstranén. K buikam bylo pfidano 500 pl
roztoku trypsinu (trypsin-EDTA 10x). Lahve s trypsinem se nechaly inkubovat 5 min
pti 37 °C v inkubatoru. Po inkubaci bylo z boku do lahvi poklepano, aby doslo k uvolnéni
bun¢k ode dna. Uvolnéni bun¢k bylo ovéfeno pozorovanim na svételném mikroskopu.
Pokud nedoslo k uvolnéni bunék, nechaly se lahve jesté kratce inkubovat. K bunikdm bylo
nasledné pridano 4,5 ml kultiva¢niho média. Pomoci 10ml pipety bylo médium odsavano
anasledné vypousténo pro smyti bun¢k ze stén nadoby. Déle byl vSechen obsah
ptepipetovan do sterilnich 15 ml zkumavek. Ze zkumavek bylo odebrano 100 pl bun¢k

do 100 ml CASY Ton roztoku a na piistroji CASY model TT bylo zméfeno mnozstvi
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bunék v kazdé Sarzi. Mezitim byly zkumavky centrifugovany 5 min pii 1200 rpm
pii pokojové teploté. Supernatant byl poté odstranén a pelet resuspendovan v 1 ml + 4 ml
kultivaéniho média. Podle vysledku méfeni byl vypoéten objem roztoku bunék, ktery
se nasledn¢ pipetoval na 96jamkovy panel pfi obsahu 3000 bunék/jamka. Dale byl
vypoéten objem kultivaéniho média, ktery se ptidal k bunkdm pro dosazeni
objemu 200 pl/jamka. Do jamek bylo pfidano kultivaéni médium a poté byly nasazeny
bunky pro dosazeni pozadovaného objemu. Panely byly inkubovany do druhého dne
Vv inkubatoru (5% COg, 37 °C, vysoké humidita).

Béhem nasledujiciho dne byly piipraveny AMP na ovlivnéni bun¢k. Peptidy byly
rozpustény v 0,4% BSA (w/v) v 0,02% (v/v) kyselin¢ octové na koncentraci 5 mg/ml.
Takto pfipravené peptidy byly nafedény 10x sterilnim kultivatnim médiem
na pozadovanou nejvyssi koncentraci 500 pg/ml. Piipravené roztoky byly prefiltrovany
pies 0,22um filtr. Ze zasobniho roztoku od kazdého peptidu byly piipraveny dalsi
testovaci koncentrace: 100 pg/ml, 50 ug/ml a 10 pg/ml. Po ptipravé koncentraci byly
panely s butikami vyjmuty z inkubatoru a kultivaéni médium bylo odsato. K buiikam
zachycenym na dné jamek bylo piidano 200 pl/jamka v tripletu od kazdé ovliviiovaci
koncentrace. Po napipetovani vSech desti¢ek byly panely opét uschovany v inkubatoru
pfi stejnych podminkach na 24 h, 48 ha 72 h.

Nasledujici 3 dny byla stanovovana viabilita bun€k pomoci piidavku MTT.
MTT test je vyuzivan jako kolorimetrickd metoda pro hodnoceni metabolické aktivity
bun€k. Princip testu spociva v redukci zlutého roztoku tetrazoliové soli MTT
na nerozpustny fialové zbarveny formazan, ktery je ve form¢ krystalkli. V metabolicky
aktivnich bunkach redukci zprostfedkovavaji mitochondridlni dehydrogenasy. Formazan
je nasledné rozpustén pomoci silného detergentu a stupeil zabarveni roztoku se poté
hodnoti spektrofotometricky. Mira absorbance je pfimo Umérna poctu metabolicky
aktivnich bunék (Mahto et al., 2010; Stockert et al., 2012).

Dopftedu byl ptipraven roztok MTT a solubilizaéni roztok (sloZeni roztoki je uvedeno
Vv kapitole 3.1.2 na stran¢ 25). V ¢asech 24 h, 48 h a 72 h po ovlivnéni bylo pfidano
20 pl/jamka roztoku MTT. Desticky byly zabaleny do alobalu a uschovany v inkubatoru
pii 37° C na 2,5 h. Po ukonceni inkubace byl obsah z desti¢ek odstranén, ptfi¢emz buiiky
zastali ptilnuty ke dnu jamek. Dale byl pfidan solubilizaéni roztok o objemu 220 pl.
Panely byly opét zabaleny do alobalu a ponechany min. 1 h na stolni tfepacce, aby doslo
K uvolnéni bun€k a rozpusténi vzniklého formazanu. Po vytvofeni homogenniho

barevného roztoku v jamkach byla zméfena absorbance pii 570 nm a 690 nm. Vysledna
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absorbance se na zavér vypocetla jako rozdil A (570) — A (690). Ze ziskanych hodnot
byly vypocteny priméry z paralelnich vzorki a stfedni chyba praméru. Vliv testovanych
AMP naviabilitu 3T3 bun¢k byl vyjadien jako relativni viabilita Kk hodnoté
neovlivnénych kontrolnich bunék zmétenych v ¢ase TO a relativni zména viability (A/l)
ovlivnénych bun€k vzhledem k neovlivnéné kontrole v daném c¢ase. Pro vypocet byl

pouzit nasledujici vzorec. Na zavér byla data vynesena do grafi.

A/I = (szorek/ACTRL - 1) X 100

3.3.3 Stanoveni hemolytické aktivity

Pro analyzu hemolytické aktivity AMP byly peptidy rozpustény ve fyziologickém
roztoku a nésledné byly pfipraveny jednotlivé koncentrace téchto peptida dal§im fedénim
za pouziti fyziologického roztoku do jamek v dubletu na 96jamkovém panelu. Pfipravené
koncentrace ¢inily dvojnasobné hodnoty z divodu fedéni peptidi po piidavku roztoku
krevnich bungk. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 1% (v/v) Triton X-100, jako negativni
kontrola bylo pouzito roztoku 1x PBS.

Krev byla odebrana od darct do zkumavky BD Vacutainer 4 ml. Zkumavka byla
nékolikrat jemné pievracena o 180° a zpét. Krev byla dale ptenesena do 15ml zkumavky
a 3x promyta ptidavkem stejného objemu roztoku 1x PBS. Po kazdém promyti
nasledovala centrifugace 10 min pii 4000 rpm a odstranéni supernatantu. Krevni bunky
byly resuspendovany na 4% (v/Vv) roztok v PBS (pi. 800 ul bun¢k a 19,2 ml PBS). Takto
pfipravené bunky byly pipetovany na 96jamkovy panel k jednotlivym koncentracim
AMP (100 pl bun¢k a 100 ul peptidu). Desti¢ka byla inkubovana 1 h pii 37 °C.
Po inkubaci byla desti¢ka centrifugovana 20 min pii 4100 rpm. Supernatant (100 ul) byl
odebran do nového panelu. Na zavér byla zmétena absorbance pti 450 nm a z vysledkt

byla stanovena procentudlni hemolyza podle vzorce:

szorek - Ablank % 100

hemolyza (%) = Ao = Ay
triton an
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3.3.4 Stanoveni anti-biofilmové aktivity

Pro tvorbu biofilmu a stanoveni anti-biofilmové aktivity AMP byla vyuzita metoda
kultivace bakterii na hrotech vychazejici ztechnologie ,,Calgary Biofilm Device”
(Ceri et al., 1999). Reakéni nadoba je zde slozena ze dvou casti. Horni ¢ast tvoii viko
s 96 hroty, kdezto spodni c¢ast tvoii mikrotitracni desticka obsahujici 96 jamek.
Po ptilozeni vika jsou hroty umistény v jamkach. K narGstu biofilmu dochézi na hrotech.
Ovlivnéni  biofilmu je nasledn¢ uskutecnéno pomoci roztokii testovanych
antimikrobialnich latek (Ceri et al., 1999).

V ramci tohoto testovani byl vytvofen 4denni protokol, ktery zahrnoval ptipravu
bakteridlni suspenze, nasazeni bakterii a nardst biofilmu, ovlivnéni biofilmu,
kultivaci, naslednou detekci a vyhodnoceni.

Béhem prvniho dne bylo piipraveno bakterialni inokulum. Postup pfipravy kmenu
a bakterialniho inokula byl shodny s ptipravou u mikrodiluéniho testu antimikrobidlni
aktivity. Pripravena bakterialni suspenze byla zméfena na spektrofotometru pii 600 nm.
Pokud byla naméfend hodnota vyssi nez pozadovana hodnota, bylo nutné suspenzi natedit
na ODsoo = 0,08 — 0,13; tedy na hodnotu 0,5 McFarland (1 — 2 x 108 CFU/ml pro vétsinu
bakterii). Nasledn¢ bylo k 1 ml bunék ptidano 14 ml MHB média a 100 pl Cerstvé
rozmrazené praseCi plasmy, kterd byla sterilizovana ptes 0,22 pm filtr. PO promichani
bylo na panel pomoci pipety ptidano 125 pul tohoto roztoku na jamku. Nékolik jamek
obsahovalo pouze kultivacni médium jako kontrolu sterility. Desti¢ka byla néasledné
ptekryta vikem s hroty a ponechana inkubovat za podminek 110 rpm pii 37 °C po dobu
24h ve vlhké komtrce. Za timto ucelem byl vyuzit pootevieny sacek obsahujici
navlh¢enou papirovou utérku.

Na druhy den byl pfipraven novy panel s koncentracni fadou AMP. Peptidy byly
rozpustény ve fyziologickém roztoku na vychozi koncentraci 5 mg/ml. Poté byl pfipraven
zasobni roztok o nejvyssi koncentraci, ktera byla zaroven 2x vyssi nez finalni ovliviiovaci
koncentrace. Pomoci dvojkového fedéni ve fyziologickém roztoku byly pfipraveny
koncentra¢ni fady. Vzorky byly pfipraveny v triplikatech a kazdd jamka obsahovala
100 pl peptidu. Hodnota MIC ziskana z mikrodilu¢niho testu byla pouzita jako nejnizsi
koncentrace. Dale bylo pomoci multikanalové pipety k peptidu pfidano 100 ul MHB
média, takze finalni objem kazdé jamky ¢inil 200 pl. Po inkubaci desticky s bakteriemi
byly hroty porostlé biofilmem 2x promyty v PBS (200 pl na jamku) po dobu 1 min. Viko
bylo nésledné pieneseno do piipravené ovliviiovaci desticky. Panel byl kultivovan

bez tfepani pii 37 °C po dobu 24 h opét ve vlhké komurce. Pro kontrolu nartstu biofilmu
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byla zméfena spodni desticka, ve které byly bakterie kultivovany pro narGst biofilmu
pti ODeoo pro urceni zékalu.

Treti den byly hroty 2x promyty v PBS po dobu 1 min. Viko bylo pfeneseno
na desticku obsahujici pouze c¢ist¢ MHB médium. Panel byl ponechan pifi 110 rpm
pii 37 °C podobu 24 h ve vlhké komirce. Spodni ovliviiovaci desti¢ka S ruznymi
koncentracemi AMP byla pro kontrolu rustu planktonnich bakterii zméfena.

Ctvrty den byl v jamkach méfen zakal pfi ODeoo. Pokud bylo MHB médium gisté
(a nedoslo v jamkach k zakalu z divodu pfitomnosti bakterii), byla odpovidajici nejnizsi
koncentrace AMP z ovlivitovaciho panelu vyhodnocena jako hodnota MBEC (minimum

biofilm eradication concentration).
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4 VYSLEDKY

4.1 Syntéza a purifikace antimikrobialnich peptidia

Peptidy byly ptipraveny podle postupu uvedeného Vv kapitole 3.2.1. (strana 28).
Purifikace prob&hla pomoci systému HPLC/MS. Vysledky analyzy jsou uvedeny
v Tab. 5, HPLC C(istota peptidu je zde vyjadiena jako % ploch piku. Vysledné
chromatogramy ziskané pii analytickém ovéfeni ¢istoty jsou zobrazeny v piiloze 1 —4.
Cistota AMP byla ovéfena na stejném systému jako probéhla samotna purifikace. Protoze
byly nasyntetizované peptidy pripraveny v pozadované kvalité¢ a kvantité, byly pouzity

pro nasledné testovani.

Tab. 5 Vysledky HPLC/MS analyzy pii purifikaci peptida

Molekulova hmotnost (My)

Peptid Cas frakci [min] Vypoéteno Nalezeno* Cistota [% ploch]
WK-12 9,62-12,25 1904,31 381,80 (M+5H)*>* > 99%
WK-12D 9,79-13,15 1904,31 381,80 (M+5H)*>* > 99%
WR-12 7,50-12,00 2072,39 519,05 (M+4H)** > 99%
HD-12 6,13-6,79 1892,05 379,25 (M+5H)%* > 99%
DAL 6,30-6,89 725,83 363,85 (M+2H)* > 99%
DAL+WK-6 6,90-9,73 1837,26 460,20 (M+4H)* > 99%
DAL+WK-6D 6,90-9,73 1837,26 460,20 (M+4H)* > 99%
DAL+WR-6 6,99-8,98 1949,31 488,35 (M+4H)* > 99%
DAL+WR-6D 7,13-8,54 1949,31 488,35 (M+4H)* > 99%

*Nalezené hodnoty My odpovidaji n-nasobné nabitym fragmentim (n = 2, 4 nebo 5).

4.2 Stanoveni proteolytické stability
Proteolyticka stabilita byla stanovena za ucelem porovnani odolnosti optickych izomera
jednotlivych peptidi  vac¢i  specifické protease trypsinu. Soubor odebranych
vzorkt — triplikatd byl analyzovan pomoci systému LC/MS. Jednotlivé fragmenty
peptidi  byly identifikovdny na zdkladé fragmentacnich spekter. Vysledné
chromatogramy ziskané pfi analyze jsou k dispozici v pfiloze 5 a 6.

Trypsin jako obecné nejvice pouZivana proteasa Sté€pi na karboxylové terminalni strané
lysin (Lys; K) a arginin (Arg; R), pokud nenasleduje prolin (Pro; P) (Olsen et al., 2004).
Podle teorie by WK-12 a WK-12D mély obsahovat 5 §t€épnych mist (Obr. 8) a poskytovat
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WK12 H-K | wwi | wwi | K | wwk | K-OH
WKI2(D)  H-k | wwk | wwk | k | wwk | k-OH
DAL+WK6  H-YaGFLR | -Ahx-Ahx-K | K | WWK | K-OH
DAL+WK(D) H-YaGFLR | -Ahx-Ahx-k | k | wwk | k-OH

Obr. 8 Teoreticka mista Stépeni trypsinem. Enzym §tépi za lysinem a argininem. Cervené znacky
znazoriuji misto St€peni peptidové vazby.

tedy pti kompletnim $té€peni 6 fragmenti. DAL+WK-6 a DAL+WK-6D by mély mit
4 §tépna mista, diky kterym vznikne 5 fragmentt (Obr. 8).

Analyza WK-12 ukazala, Ze tento peptid poskytuje po digesci trypsinem fragmenty,
které odpovidaji teoretickému $t€peni. WK-12 je v Case §tépen na kratsi fragmenty, které
jsou nasledné c¢innosti enzymu také dale $tépeny (Obr. 9). U WK-12D ke §tépeni
nedochazi (Obr. 10). U tohoto AMP byly nasledné odebrany také vzorky v ¢ase po 48,
72 a 96 h. Identifikovan byl v§ak pouze opét cely peptid. V téchto ¢asech vsak jiz mize

Trypsinové stépeni — WK-12L

0 1 2 3 6 24
Cas [h]

== \\VK-12L WWKK @@= WWK =@ KWWK

Obr. 9 Vysledky trypsinového §tépeni WK-12L. U tohoto antimikrobialniho peptidu dochazi
Vv Case ke $tépeni puvodniho peptidu na kratsi fragmenty (WWKK, WWK, KWWK). Hodnoty
vyjadieny jako podil plochy piku (a) a plochy piku vnitiniho standardu (a(IS)). Body oznacuji
primérnou hodnotu + SD tii méfeni.
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Trypsinové stépeni — WK-12D

1,4

1,2

a/a(IS)

0,8
0,6
0,4
0,2

Cas [h]

=@=\VK-12D

Obr. 10 Vysledky trypsinového st€peni WK-12D. U tohoto antimikrobidlniho peptidu nedochazi
v Case ke $tépeni pliivodniho peptidu, zadné fragmenty nevznikaji. Hodnoty vyjadreny jako podil
plochy piku (a) a plochy piku vnitiniho standardu (a(IS)). Body oznacuji primérnou hodnotu
+ SD tfi méfeni.

mit vliv na vysledky snizujici se aktivita trypsinu a dale vznik nespecifickych produkti
Stépeni moznou chymotrypsinovou aktivitou enzymu.

U analyzy peptidi DAL+WK-6 a DAL+WK-6D byly zaznamenany podobné
vysledky. DAL+WK-6 poskytoval fragmenty S$tépeni, které odpovidaly specifické
aktivité enzymu. Na Obr. 11 lze vidét, ze v ¢ase dochazelo k naristu obsahu kratsich
fragmentl a zaroven K Gbytku fragmentt del$ich. Oproti tomu byl DAL+WK-6D $tépen
pouze na dva fragmenty: Ahx-Ahx-kkwwkk a YaGFLR (peptid dalargin), ktery
naznacuje $tépné misto za argininem (Obr. 12). U DAL+WK-6D byly také odebrany
vzorky po 2, 3 a 4 dnech. Vysledek byl stejny jako v piipadé WK-12D, ani zde nebyly

identifikovany zadné kratsi fragmenty.
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Trypsinoveé stépeni — DAL+WK-6L

1,4

Cas [h]

e=@==YaGFLR-Ahx-Ahx-KKWWKK e=@== Ahx-Ahx-KKWWKK YaGFLR-Ahx-Ahx-KK
=@=YaGFLR =@=\VWKK WWK

Obr. 11 Vysledky trypsinového stépeni DAL+WK-6L. Tento peptid se v ¢ase §tépi, z puvodniho
peptidu (YaGFLR-Ahx-Ahx-KKWWKK) vznikaji kratsi fragmenty (Ahx-Ahx-KKWWKK,
YaGFLR-Ahx-Ahx-KK, YaGFLR, WWKK a WWK). Hodnoty vyjadieny jako podil plochy piku
(a) a plochy piku vnitiniho standardu (a(IS)). Body oznacuji primérmou hodnotu + SD ti{ méteni.

Z vysledki je patrné, ze ke $tépeni peptidit dochazi pouze v piipadé, kdy peptidova
sekvence obsahuje vyhradné L-aminokyseliny (Obr. 9, 11 a 12). V obou piipadech
sekvenci slozenych pouze z D-aminokyselin ke Stépeni nedochdzelo ani po del§im
casovém Useku (Obr. 10). Na zakladé téchto vysledkt lze fict, Ze peptidy slozené
z D-aminokyselin jsou odolngj$i viici tryptickému Stépeni, coz by mohlo byt vyznamnym
ptinosem prave pii pouziti AMP in vivo. Z téchto ziskanych dat vSak nelze obecné tvrdit,
7e tyto peptidy slozené z D-aminokyselin jsou celkové proteolyticky odolnéjsi. Tato
hypotéza by musela byt ovéfena dal$imi experimenty s vyuzitim jinych typu

proteolytickych enzymi (napf. proteasami produkovanymi bakteriemi) ¢i jejich smési.
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Trypsinové stépeni — DAL+WK-6D
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Cas [h]
=@="YaGFLR-Ahx-Ahx-kkwwkk =@=Ahx-Ahx-kkwwkk YaGFLR

Obr. 12 Vysledky trypsinového $tépeni DAL+WK-6D. Tento peptid se v ¢ase $tépi pouze
vmisté, kde jsou vsekvenci obsaZzeny L-aminokyseliny. Z ptivodniho peptidu
(YaGFLR-Ahx-Ahx-kkwwkk) vznikaji 2 krat§i fragmenty (Ahx-Ahx-kkwwkk a YaGFLR).
Hodnoty vyjadifeny jako podil plochy piku (a) a plochy piku vnitiniho standardu (a(IS)). Body
oznacuji primérnou hodnotu + SD tii méfeni.

4.3 Vyhodnoceni optické otacivosti

Opticka otacivost AMP rozpusténych v demiH20 byla analyzovana na polarimetru
polAAr 3001 (Optical activity LTD). Vysledky specifické optické otacivosti [a]o? jsou
uvedeny v Tab. 6. Z naméfenych hodnot vyplyva, ze peptidy liSici se pouze obsahem

L- a D-aminokyselin nejsou zrcadlovymi obrazy.

Tab. 6 Vysledky hodnot specifické optické otacivosti

Peptid Hodnota [o]p?°
WK-12 -5,8
WK-12D +26,4
DAL+WK-6 -9
DAL+WK-6D +27,4
DAL+WR-6 -1,8
DAL+WR-6D +31,3
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4.4 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byl v této praci pouzit mikrodilu¢ni
test antimikrobialni aktivity. Byly vyuzity dva bakterialni kmeny: Staphylococcus aureus
(CCM 4223) jako zastupce gram-pozitivnich bakterii a Pseudomonas aeruginosa
(CCM 1961) jako zastupce gram-negativnich bakterii.

Utinek peptidi byl definovan na zékladé 3 stanoveni. Po inkubaci (24 h) byl panel
vyfocen a vizualn¢ vyhodnocen (piiklady fotografii desti¢ek jsou k dispozici v piiloze P7
a P8). Hodnoty turbidimetrie byly stanoveny pomoci spektrofotometru. Data byla
zpracovana a vynesena do grafii (ptiloha P9 a P10). Pii kazdém meéfeni byly panely dale
hodnoceny pomoci barviva resazurinu, které se diky metabolickym procesim v zivych
buitkdch méni na fluorescen¢ni resorufin (piiklady fotografii desti¢ek po barveni jsou
uvedeny v pfiloze PI1). Pro ovéfeni viability bakterialnich bunék byla
na spektrofotometru zmeéfena fluorescence a namétené hodnoty byly také nasledné
vyneseny do graft (ptiloha P12 a P13). Vysledky téchto 3 riznych stanoveni (z fotografie,
z méfeni absorbance, z méteni fluorescence) korelovaly. Pomoci resazurinu se potvrdilo,
ze vznikly zakal netvofi odumielé bunky ¢i vysrazeny peptid.

Zavérecné hodnoty MIC jsou uvedeny v Tab. 7. Tyto hodnoty byly ziskany
z 5 opakovani, kdy pfi kazdém testu byly vzorky analyzovany v dubletu.

Tab. 7 Stanoveni hodnot MIC u syntetickych antimikrobialnich peptida

MIC [pg/ml]*

P. aeruginosa S. aureus
WK-12 6,3 6,3
WK-12D 6,3 6,3
WR-12 25 12,5
HD-12 > 50 > 50
DAL > 500 > 500
DAL+WK-6 > 500 > 500
DAL+WK-6D > 500 > 500
DAL+WR-6 500 125
DAL+WR-6D 500 125

* MIC vyjadiuje takovou koncentraci antimikrobialniho peptidu, ktera ve vSech opakovanich
experimentu zcela inhibovala rist bakterii.

46



Vétsina AMP (kromé WR-12, DAL+WR-6 a DAL+WR-6D) vykazovala stejnou
hodnotu MIC u obou testovanych bakteridlnich kment. Pro peptidy liSici se obsahem
L- a D-aminokyselin, konkrétné u WK-12 a WK-12D, byla stanovena hodnota
MIC 6,3 pg/ml. U DAL+WK-6 a DAL+WK-6D dochéazelo vsak shodné¢ u vsech
testovanych koncentraci k viditelnému bakterialnimu ristu (P8 a P10). Tyto L- a D-AMP
se po digesci trypsinem lisily v ziskanych vysledcich (Obr. 9 — 12), avSak pfi tomto
testovani nikoliv.

Antimikrobidlni aktivita WR-12, DAL+WR-6 a DAL+WR-6D byla rozdilna
pii testovani na gram* a gram™ bakterie (Tab. 7). U&inku peptidti vice odolavaly
gram” bakterie. V tomto pfipadé ziejmé mize souviset aminokyselinové sloZzeni peptidu
(pFitomnost argininu) se stavbou bunééné stény bakterii, tedy odlisnosti gram* od gram
bakterii.

U peptidi HD-12 a DAL nebyla konkrétni hodnota MIC stanovena. Pti vSech
opakovani u vSech testovanych koncentraci dochazelo vzdy k bakteridlnimu rastu.

Testovano bylo také samotné rozpousStédlo BSA v kyselin€ octové. Z vysledki
vyplyva, ze pii testovaci koncentraci toto rozpoustédlo neovliviiovalo rist bakterialnich
bunék a nevykazovalo zadné antimikrobidlni vlastnosti (pfiloha P7 — P10).

Dalsi vysledky byly ziskany pfi méfeni kinetiky riistu bakterii. Reprezentativni grafy
byly ziskany pouze z jednoho opakovani (vzorky na jedné desti¢ce v dubletu).

U obou bakterialnich kmeni byl mezi L- a D-AMP (3 ze 4) zaznamenan posun ristové
kiivky u koncentrace, jejiz hodnota byla polovinou MIC (Tab. 7); byla to tedy nejvyssi
koncentrace, pfi které uz dochazelo k bakteridlnimu ristu a zdkalu. U WK-12 v ptipadé
P. aeruginosa doslo k ristu kiivky v ¢ase mezi 14 a 15 h, kdezto u WK-12D byl nartst
zaznamenan uz mezi 9 a 10 h (Obr. 13). U S. aureus byl naopak u WK-12 zaznamenan
rast kiivky v ¢ase mezi 4 a 5 h, kdezto u WK-12D az mezi 5 a 6 h (Obr. 14). V porovnani
s HD-12 nebyl u obou bakterialnich kmeni v ¢ase u tohoto peptidu zaznamenan zadny
vliv na rist bakterii (Obr. 13 a 14).

U konjugatt DAL doSlo k podobné situaci. Pifi testovani P. aeruginosa byl
u DAL+WR-6 a DAL+WR-6D nartst u D-AMP Vv tomto piipadé zaznamenan az po 4 h
(Obr. 15). Béhem analyzy S. aureus byl zaznamenan rust kiivky u D-AMP az v Case mezi
10 a 11 h, tedy o 4 h pozd¢ji nez u L-AMP (Obr. 16). V ramci testovani je ve vysledcich
u DAL+WR-6 (Obr. 16) zaznamenan narast bakterii i pfi koncentraci 125 pg/ml, jejiz
hodnota byla stanovena jako MIC. V tomto ptipadé ziejmé mohlo dojit k chybé
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Vv pipetovani (kontaminaci) a zisku chybného vysledku. DAL byl pfi téchto méfenich
porovnavan s konjugaty. U konjugatt DAL+WK-6 a DAL+WK-6D dochazelo
k podobnému trendu bakterialniho ristu jako v ptipadé DAL. U téchto peptidii nebyl
pii pouzitych koncentracich zaznamenan zadny vliv na rust bakterii.

Tyto ziskané vysledky naznacuji, ze by D-AMP mohly byt pti nekterych koncentracich
mirné u¢inngjsi, avsak pro potvrzeni této hypotézy by bylo potifeba pro vyhodnoceni

dalSich testa a opakovani.
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Kinetika rdstu P. geruginosa - WK-12
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Obr. 13 Porovnani ktivek rustu P. aeruginosa u WK-12, WK-12D a HD-12 pfi riznych
koncentracich peptidi. U WK-12 a WK-12D byla hodnota MIC stanovena jako 6,3 pg/ml.
Pii koncentraci 3,1 pg/ml jiz dochazi k ristu bakterii, v ptipadé WK-12D je jako u
jediného peptidu kiivka posunuta smérem doleva (9 h). HD-12 nema vliv na bakterialni

o

rust.
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Kinetika ristu S. aureus - WK-12
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Obr. 14 Porovnani kfivek rustu S. aureus u WK-12, WK-12D a HD-12 pfi ruznych

koncentracich peptidi. U WK-12 aWK-12D byla hodnota minimalni inhibic¢ni
koncentrace stanovena jako 6,3 pg/ml. Pfi koncentraci 3,1 pg/ml jiz dochazi k rastu
bakterii, avSak u WK-12D je kiivka posunuta smérem doprava (5 h). HD-12 nema vliv

na bakterialni rast.
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Kinetika riistu P. aeruginosa - DAL+WR-6
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Obr. 15 Porovnani kiivek rastu P. aeruginosa u DAL+WR-6, DAL+WR-6D a DAL
pti rznych koncentracich peptidi. U obou konjugatti byla hodnota minimalni inhibi¢ni
koncentrace stanovena jako 500 pg/ml. Pti koncentraci 250 ug/ml jiz dochazi
k bakterialnimu rustu, avSak u DAL+WR-6D dochazi k naristu bakterii v ¢ase pozdéji
(12 h). DAL nema vliv na bakterialni rust.
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Kinetika ristu S. aureus - DALYWR-6
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Obr. 16 Porovnani kiivek rtstu S. aureus u DAL+WR-6, DAL+WR-6D a DAL pfi riznych
koncentracich peptidi. U obou konjugati byla hodnota minimalni inhibi¢ni
koncentrace stanovena jako 125 pg/ml. Pfi koncentraci 62,5 pg/ml dochazi u obou peptidi
k bakterialnimu ristu, avsak u DAL+WR-6D dochazi k nartstu bakterii v ¢ase pozdé&ji
(10 h). DAL nema vliv na bakterialni rast.
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4.5 Stanoveni cytotoxicity

Pro stanoveni cytotoxicity peptidi a vyhodnoceni viability bunék byly pouzity bunééné

linie mySich 3T3 dermalnich fibroblasti. Pomoci barviva MTT byla stanovena

Zivotaschopnost kontrolnich bunék v ¢ase TO a dale bun¢k ovlivnénych roztoky AMP

po 24, 48 a 72 h inkubaci. Pfi kazdém méfeni byly pomoci mikroskopu pozorovany

kontrolni bunky a timto zptsobem byla vizualné hodnocena jejich viabilita a vyvoj

(ptiloha P14). Data srovnani zivotaschopnosti bun¢k (TO0) s jednotlivymi koncentracemi

latek ve stanovenych ¢asech jsou k dispozici v grafech v pfiloze P15 a P16. Vysledné

zavery stanoveni jsou pro jednotlivé testované koncentrace peptidit uvedeny v Tab. 8

(grafické vyhodnoceni vysledka aktivace/inhibice ristu 3T3 bun¢k po oSetfeni AMP

véetné smérodatnych odchylek (SD) je uvedeno v piiloze P17 a P18).

Tab. 8 Vysledky stanoveni cytotoxicity u syntetickych antimikrobialnich peptida. Cytotoxicita je
uvedena jako zména viability bunék vii¢i neovlivnéné kontrole (%) + SD.

Peptid K. [ng/ml] Cas [~
epti oncentrace m
P He 24 48 72
500
100
WK-12
50
10
500 69+9 86+ 3
100 82+5 92 +£2
WK-12D
50 81+4 92+2
10
500 74+ 4 83+4 92+1
100 21+ 15 25+ 11
WR-12
50
10
500
100
HD-12
50
10

*Vyznam: inhibice < 20 % -

inhibice 40 — 60 % -

; inhibice 20 — 40 % - slabé cytotoxicky;

a inhibice > 60 % - SRR (4188
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Tab. 8 Vysledky stanoveni cytotoxicity u syntetickych antimikrobialnich peptidi. Cytotoxicita je
uvedena jako zména viability bunék vici neovlivnéné kontrole (%) + SD (pokracovani).

. Cas [h]*
Peptid Koncentrace [pug/ml]

24 48 72

500
100
50
10
500
100
50
10
500
100
50
10
500
100
50
10
500
100
50
10

*Vyznam: inhibice < 20 % - ; inhibice 20 — 40 % - slabé cytotoxicky;
inhibice 40 — 60 % - a inhibice > 60 % - BITRS .

DAL+WK-6

DAL+WK-6D

DAL+WR-6

DAL+WR-6D

DAL

Jako jediny AMP, ktery pisobi necytotoxicky ve vSech Ctyfech koncentracich,
se prokazal DAL+WK-6D. U peptidi HD-12 a DAL doslo k pfekro¢eni inhibi¢ni hranice
20 % v Case 72 h po ovlivnéni nejnizsi koncentraci 10 pg/ml. K dosazeni obdobného
vysledku doslo také u DAL+WK-6 a DAL+WR-6 avSak naopak pfi nejvyssi koncentraci
500 pg/ml (Tab. 8).

U WK-12 (L- i D-forma) bylo z vysledku ziskanych z hmotnostni spektrometrie
zjisténo, Ze u tohoto peptidu dochazi k formylaci lysinu (pifiloha P3 a P5). K tomuto jevu
ziejm¢ v Case dochdzi piinedokonalém uskladnéni latky kvili pfitomnosti vlhkosti

ve vzduchu. Béhem testovani byly k dispozici dva L-peptidy, a to WK-12 syntetizovany
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se zbytkem testovanych peptidi a WK-12*, ktery byl pfipraven 0 n¢kolik mésict dfive.
V ramci stanoveni cytotoxicity byly oba tyto peptidy testovany a hodnoceny. Vysledky
porovnani jsou k dispozici v ptiloze P19. Ze ziskanych dat lze soudit, Ze pfitomnost
formylu nema vliv na vysledny ucinek peptidu, oba vykazovaly témér stejné vysledky.
Dale bylo zjisténo, ze u jediného WK-12D pii nejvy$si koncentraci 500 upg/ml
(v porovnani s WK-12 a ostatnimi AMP) dochazi béhem kultivace bunék k zakaleni
média. Tento efekt byl pozorovan pii vSech opakovanich ve vSech jamkach (ptiloha P20).
Vzhledem ke zvolené metodé méfeni by vSak zakal nemél v tomto piipadé ovlivnit
ziskané vysledky.

Podle aminokyselinového slozeni ptisobi WK-12 vice toxicky v porovnani s WR-12
(Tab. 8). Béhem piipravy a fedéni AMP (viz. postup v kapitole 3.3.2 na strané 37) doslo
u WR-12 po ptidavku kultiva¢niho média k zakaleni roztoku. Timto zpiisobem mohla byt
koncentrace v ovliviiovacim roztoku po filtraci snizena diky zachyceni peptidu na filtru.
Avsak v souvislosti se ziskanymi vysledky WR-12 stale vykazuje koncentra¢ni zavislost,
takZe neni pravdépodobné, ze doslo ke ztraté vétsiny peptidu.

U konjugati DAL zase naopak evidentné hraje roli pfitomnost argininu pfedevs§im
u b-formy DAL+WR-6D, kdy tento peptid ptisobi pii koncentraci 500 pg/ml siln¢ toxicky
na 3T3 bunky, kdezto u DAL+WK-6 a DAL+WK-6D silna cytotoxicita zaznamenana
nebyla (Tab. 8).

Dilezitym hodnocenim je dale porovnani hodnot MIC ziskanych z mikrodilu¢niho
testu svysledky z cytotoxicity. U WK-12 a WK-12D je hodnota MIC stanovena
pod 10 pg/ml, je to tedy koncentrace ucinna proti obéma testovanym bakterialnim
kmenim a zaroven necytotoxicka vii¢i mysim fibroblastim. Podobné u WR-12 byla MIC
definovana jako 25 pg/ml (¢i 12,5 pg/ml), pficemz soucasné je z vysledki patrné,
ze koncentrace 50 pg/ml u tohoto AMP stale na 3T3 buiiky toxicky neptsobi. V ptipadé
DAL+WR-6 a DAL+WR-6D se MIC u testovanych bakterialnich kmenii lisila (500 pg/ml
pro P. aeruginosa a 125 ug/ml pro S. aureus). L-AMP vykazuje pii testu cytotoxicity
slabou toxicitu a to az po 72 h od aplikace. Oproti tomu byl v§ak u D-AMP pozorovan

pii davee 500 pg/ml vici mysim bunkam dokonce silné toxicky efekt.
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4.6 Vyhodnoceni hemolytické aktivity

Aby mohl byt AMP povazovan za terapeutickou alternativu, musi mit nejen silné
antibakterialni vlastnosti, ale také nizkou cytotoxickou a zaroven hemolytickou aktivitu.
Pii hemolytickych testech jsou posuzovany ucinky riznych koncentraci testovanych latek
vuci krevnim bunkam. Vysledky z téchto testll poté poskytuji informace o tom, jaké
fedéni latek zptsobi ur€ity stupeit hemolyzy erytrocyti (Zhang et al., 2016).

Jiz po inkubaci roztokit AMP spolu s krevnimi bunikami (viz. postup v kapitole 3.3.3
na stran¢ 38) byly vizualné rozeznatelné rozdily v odliSnych koncentracich latek
(ptiloha P21).

Hemolyticka aktivita byla vyjadiena minimalni hemolytickou koncentraci (MHC),
ktera odpovida koncentraci AMP zplisobujici 10% hemolyzu lidskych €ervenych krvinek
(Zhang et al., 2016). Pro tii peptidy byla odvozena MHC: WK-12 100 pg/ml, WK-12D
100 pg/ml, WR-12 10 — 25 pg/ml (Obr. 17). Peptidy WK-12 a WK-12D vykazovaly
shodny téinek pii vSech koncentracich, pficemz nejvyssi testovaci (500 pg/ml) zptisobila
50% lyzi krevnich bun¢k. Oproti témto AMP zptsoboval WR-12 pfi dvou nejvyssich
koncentracich (500 pg/ml a 200 pg/ml) 100% hemolyzu. Lze uvést, ze pro vSechny
peptidy je koncentrace 5 pg/ml neposkozujici a efekt v tomto piipadé vicéi ¢ervenym
krvinkam tém¢t nulovy. Dale byly testovany také vSechny konjugéty véetné samotného
DAL (Obr. 18). U téchto peptidi pii vSech koncentracich (od 5 ug/ml do 500 pg/ml)

nedochazelo k Zadné lyzi bunék.
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Obr. 17 Vysledky méteni hemolytické aktivity riznych koncentraci peptiddi WK-12, WK-12D,
WR-12 a HD-12. Porovnani hodnot je uskute¢néno proti 1% (v/v) tritonu-X (100% hemolyza).
Sloupce oznacuji primér + SD tif nezavislych méteni, kdy byly vzorky analyzovany v dubletu.
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Procentualni hemolyza DAL + konjugaty
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Obr. 18 Vysledky méfeni hemolytické aktivity rtznych koncentraci peptidu DAL a jeho
konjugatt. Porovnani hodnot je uskuteénéno proti 1% (v/v) tritonu-X (100% hemolyza). Sloupce
oznacuji primér £+ SD tfi nezavislych méfeni, kdy byly vzorky analyzovany v dubletu.

4.7 Stanoveni anti-biofilmové aktivity

V rémci stanoveni antimikrobidlni aktivity mohou byt testované latky také hodnoceny
pro jejich anti-biofilmovou aktivitu. Bakterie schopné vytvofit biofilm vykazuji vétsi
odolnost. Biofilm bakterie chrani pfed imunitnim systémem hostitele a ptisobenim 1é¢iv.
Bakterialni citlivost na AMP je v ptipadé¢ vytvofeného biofilmu ve srovnani
s planktonickym stavem niz$i (Folkesson et al., 2008). Anti-biofilmova aktivita je tedy
stanovovana za ucelem ziskani informaci o koncentraci AMP, kterd poskytuje tcinek
na zraly biofilm.

Pro vyhodnoceni anti-biofilmové aktivity AMP byly na zakladé dat ziskanych
ze stanoveni MIC vybrany tii peptidy: WK-12, WK-12D a WR-12, které byly v tomto
pfipad¢ (oproti mikrodiluénimu testu antimikrobidlni aktivity) rozpuStény
ve fyziologickém roztoku. Pti prvotnich testech byl fyziologicky roztok vyhodnocen jako
nejleps$i rozpoustédlo pro dosazeni optimalnich vysledkil z divodu tvorby zakalu
pri aplikaci MHB média. Pro tento test (3 opakovani) byl pouzit kmen S. aureus.

U vsech peptidl je mozné stanovit MBEC jako 800 pg/ml (Obr. 19). Z grafu je patrné,
ze WK-12 a WK-12D vykazuji mirné lepsi vysledky ve srovnani s WR-12. Dale byl

zaznamenan také mirny rozdil v u¢inku mezi riznymi koncentracemi D-AMP a L-AMP.
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Anti-biofilmovy ucinek WK-12, WK-12p, WR-12
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Obr. 19 Vysledky stanoveni anti-biofilmové aktivity pii pouziti riznych koncentraci
antimikrobialnich peptidi (AMP) WK-12, WK-12D a WR-12. Nejvyssi koncentrace 800 pg/ml
se ukazala jako u¢inna u vSech tii peptidi. U WK-12D byl zaznamenan ucinek také u druhé
nejvyssi koncentrace 400 ug/ml. V tomto piipadé poskytuje D-AMP mirné lepsi 0G¢inek
ve srovnani s L-AMP. Sloupce oznacuji pramér = SD tii nezavislych méfeni, kdy byly vzorky
analyzovany v tripletu.

Pro ziskani biofilmu je velmi dileZité¢ zachovat spravné podminky kultivace bakterii.
Pti opakovani doslo ve dvou piipadech ze tii k tomu, Ze narostl mensi biofilm. V tomto
ptipadé je mozné, ze takovy biofilm miize byt vice citlivy na ovlivnéni.

Dale je ve vysledcich u L- a D-AMP vidét urcity trend. V nejlep$im piipadé by méla
byt znatelna ostra hranice mezi nartistem bakterii a jejich absenci. Koncentracni zavislost
muze signalizovat pfitomnost peptidi na hrotech i po jejich promyti, coz pak mize
ovlivnit rist planktonnich bun¢k a v zavéru celkovy vysledek testu. Ptipadné dal$im
vysvétlenim muiize byt, Ze testované latky maji na bakterie bakteriostaticky efekt a rlst
bakterii mize byt ve vysledku zpomalen. Pro pfesnéjsi potvrzeni u¢innosti vSech forem

peptidl by tedy musely probéhnout dalsi testy a analyzy.
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5 DISKUZE

Sifeni multi-rezistentnich bakterii a vznik celosvétové antimikrobialni rezistence vedly
V poslednich letech k intenzivnimu hleddni novych sloucenin se zlepSenou
antimikrobialni kapacitou (Park et al., 2011; Tillotson a Theriault, 2013).
Antimikrobidlni peptidy upoutaly velkou pozornost jako potencialni alternativa diky
svym vlastnostem: maji Siroké spektrum aktivity, razné mechanismy ucinku, nizky
potencial pro rozvoj rezistence, jsou schopné neutralizovat virulentni faktory uvoliiované
patogeny a modulovat imunitni odpovéd hostitele (van 't Hof et al., 2001,
Marr et al., 2006; Seo et al., 2012). Existuje vSak n¢kolik omezeni pro pouZziti pfirozené
se vyskytujicich AMP, kterd zahrnuji cytotoxicitu vuéi eukaryotickym bunkam,
degradaci proteasami, ztratu antimikrobialni aktivity v pfitomnosti fyziologické
koncentrace soli a vysoké naklady na vyrobu v dusledku jejich slozitého designu
(Mohammad etal., 2015). Tyto nevyhody znaén¢ omezuji pouziti téchto latek
ve farmaceutickém primyslu. Béhem poslednich let vSak bylo vyvinuto znacné usili
pro zlepseni u€innosti AMP proti bakteriim a zarovei sniZeni jejich cytotoxicity, aby bylo
mozné uvazovat o jejich budoucim klinickém pouziti (McPhee et al.,, 2005;
Matsuzaki, 2009).

Cilem této diplomové prace byla ptiprava a identifikace AMP, které plsobi
antimikrobidlné a zdroven nejsou toxické vic€i savéim buiikam. Biologické testy
pro stanoveni  antimikrobidlni  aktivity = probihaly s = vyuzitim  bakterii
Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus, které se nejvice vyskytuji v koznich
ranach. Pokud by se identifikoval peptid vykazujici toxicitu vici t€émto bakteriim
a zaroven by nebyl cytotoxicky vii¢i savéim buitkdm, mohlo by se uvaZovat o jeho vyuziti
pii 1é€be ran. Soucasti hypotézy bylo vyuziti konjugatu, u kterého by byla kombinovana
antimikrobialni vlastnost s efektem hojeni. V tomto ohledu by se jednalo o potencialni
latku s dudlnim efektem vhodnou pro aplikaci pti lé¢ebnych postupech.

Pro tuto préci byly syntetické peptidy pifipraveny s vyuZzitim syntézy peptidu na pevné
fazi (SPPS), ktera piedstavuje Casové perspektivni jednoduchou metodu, jenz je
pro ziskani AMP Kk jejich naslednému biologickému testovani hojné vyuZzivana
(Alvarez-Bravo et al., 1994; Wu et al., 2014; Bacalum et al., 2017).

Sekvence testovanych peptidi obsahovaly rizny podil aminokyselin lysinu (Lys; K),
argininu (Arg; R), tryptofanu (Trp; W) a histidinu (His; H), nebo se ptimo jednalo o peptid
dalargin (synteticky analog Leu-enkefalinu) ¢i jeho konjugaty. VSechny tyto peptidy
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mély pozitivni naboj, ktery je obecné u AMP zpiisoben vysokym obsahem pozitivné
nabitych AK, mezi které patii pravé lysin, arginin a histidin. Tento aminokyselinovy
obsah napomaha navazani molekul peptidu na (obvykle) negativné nabity povrch
bakterialnich membran (Takahashi et al., 2010). Dalsi dilezitou vlastnosti AMP je jejich
amfipatickd povaha. Obsah hydrofobnich AK mtize v nékterych ptfipadech dosahnout
az50 %. Z aminokyselin, které propujcuji AMP jejich hydrofobni charakter,
AK vykazuje silnou preferenci k lipidovym membranam (Killian et al., 1996; Schibli
et al., 2002; Sun et al., 2008).

antimikrobialni aktivitu (Deslouches et al., 2016; Mohamed et al., 2016). Kratky peptid
dalargin je naopak diky svym vlastnostem (chrani bunky a ptispiva k jejich proliferaci)
spojeny u sav¢ich bun€k s podporou hojeni ran (Shekhter etal., 1988; Legeza
et al., 1995). V této praci byl tento peptid pro posouzeni jeho aktivity testovan samostatné
a zaroven také jako konjugat s peptidy obsahujicimi bud” motiv KW nebo motiv RW
(ptedpokladal se tedy jeho dvoji efekt a po spojeni s motivy Se o¢ekavala zaroven jeho
antimikrobialni aktivita).

Je dobfe znamo, 7e¢ AMP obsahujici ve své struktufe pravé RW motiv (napf.
indolicidin ¢i hovézi laktofericin) maji jednu z nejvySSich antimikrobialnich aktivit,
nezavisle na jejich sekundarni struktufe (Staubitz etal., 2001; Vogel etal., 2002;
Liuetal., 2007b). Krom¢ toho je navrhovani a syntéza zvlasté kratkych AMP
(2 az 12 AK) dalsim vhodnym feSenim pro snizeni naklad na vyrobu téchto sloucenin
(Ramesh et al., 2016).

Jednim z omezeni u kationtovych AMP v riznych terapeutickych kontextech je jejich
citlivost vii¢i proteolytické degradaci. Mnoho bakterii si v prubéhu evoluce v obrané
vyvinulo ruzné proteasy (napt. elastasa u P. aeruginosa, aureolysin a V8 u S. aureus),
které dokazou peptid rychle degradovat. Gastrointestinalni travici enzymy, jako je pepsin
a trypsin, a proteasy v séru navic prispivaji k nizké stabilité vétsiny AMP (Ebbensgaard
et al., 2015). Z tohoto divodu byla i vtéto diplomové praci sledovana stabilita
testovanych peptidu v pfitomnosti enzymu trypsinu.

Ebbensgaard et al. (2015) ve své studii testovaly piirozené a syntetické AMP vuci
pusobeni trypsinu a proteinasy K. Souhrnné jejich zjisténi potvrzuji, ze zejména
antimikrobialni peptidy, které maji kationtovy charakter, vykazuji rychlou degradaci.

Nedavné vyzkumy se zvlast€¢ zamétuji na nalezeni zpiisobu, jak zlepsit proteolytickou
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stabilitu kationtovych AMP. Bylo prokazano, ze inkorporace nepfirozenych AK, jako
jsou D-aminokyseliny nebo derivaty argininu, modifikace terminalnich oblasti véetné
acetylace, amidace a pouziti nepeptidovych Casti inkorporovanych do fetézcl patete
(peptidomimetika) zlepSuje proteasovou stabilitu (Stromstedt et al., 2009; Knappe et al.,
2010; Giuliani a Rinaldi, 2011; Malmsten et al., 2011). Na zaklad¢ téchto prokazani byly
V ramci této prace testovany také peptidy, které obsahovaly jak L- tak i D-aminokyseliny.

Ongetal. (2014) ve své studii vyhodnocovali proteolytickou stabilitu peptida
vytvatejicich B-list, kdy pro stanoveni piipravily jak L-, tak D-formy AMP. Z vysledku
vyplyva, ze po oSetieni proteasami doslo u L-forem k uplné ztrat¢ bakterialnich
inhibi¢nich  aktivit, coz naznacuje jejich degradaci pfitomnymi enzymy.
Vsechny D-AMP si naopak zachovaly antibakteridlni Gi¢inky proti 3 riznym testovanym
mikroorganismim. V dal$i studii Vishnepolsky et al. (2019) k posouzeni rezistence
peptidi vuci proteasam vystavily testované peptidy proteinase K a a-chymotrypsinu.
Ze ziskanych vysledkd bylo patrné, ze vSechny testované L-peptidy byly proteasami
Castetné nebo zcela Sté€peny. Oproti tomu peptidy obsahujici D-aminokyseliny
vykazovaly vici $tépicim enzymim rezistenci.

V této diplomové praci byly dosazeny obdobné vysledky. U ptipravenych peptidi
bylo pro stanoveni proteolytické stability uskute¢néno porovnani odolnosti optickych
izomert jednotlivych peptidi vii€i plisobeni trypsinu. Sekvence peptidl obsahujici D-AK
nebyly Stépeny ani po dlouhém casovém useku (né€kolik dni). Na zéklad€ téchto
skute€nosti lze tvrdit, Ze se o téchto peptidech muze uvazovat jako o potencialnich
kandidatech pro vyvoj novych antimikrobialnich 1é¢iv.

Dilezitym rysem AMP je rychlé usmrceni jejich mikrobialnich cild. Pro charakterizaci
vlivu latek na gram™ a gram* bakterie byly vybrani zastupci P. aeruginosa a S. aureus.
Tyto bakterie jsou béZznymi patogeny, které zptsobuji chronické infekce. Zaroven jsou
cilem studii diky vzniku jejich rezistence na aplikovana 1é¢iva (Martinez, 2014).

Peptidy mohou byt pfi kultivaci s bakteriemi degradovany bakterialnimi proteasami
a jejich koncentrace se v roztoku muze snizit. Béhem praktického testu to znamena,
Ze testovana koncentrace nemusi byt ve vysledku realna, ale mize byt diky Stépeni
peptidu sniZzena. V tomto piipadé je mozné, ze urcité procento populace bakterii prezije
a po jejich namnozeni dojde po urcitém Case opét ke zvyseni zakalu. Teoreticky by tedy
L- a D-peptidy mély poskytovat rozdilné vysledky, které¢ by odpovidaly degradaci (L-)

piipadné stabilité (D-) peptidu. Takové vysledky zaznamenali naptiklad ve své studii
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Alvarez-Bravo et al. (1994), kdy D-enantiomer vykazoval polovi¢ni hodnotu MIC
ve srovnani s L-enantiomerem.

Vysledky L- a D-AMP byly v této praci pii stanoveni MIC shodné, ovSsem neni mozné
ziskanych pfi stanoveni specifické optické otacivosti (Tab. 6 na strané 45) bylo zjisténo,
ze tyto peptidy nejsou enantiomery a jejich hodnoty se 1isi (pti pouziti demiH20 jako
rozpoustédla). To naznacuje, ze AMP s rozdilnym L- a D-aminokyselinovym sloZzenim
mohou teoreticky vytvaret odlisné sekundarni struktury, a tim mohou byt piistupné
nebo naopak nepiistupné pro riizné proteasy Vv odlisnych prostiedich. Pro stanoveni [a]p®
v dal$ich rozpoustédlech vSak nebylo v této praci uskutecnéno vice testa.

Dal$i moznosti pro posouzeni sekundarni struktury a stanoveni vztahu mezi délkou
a helicitou AMP je porovnat jejich CD spektra ziskana pii rozpusténi latek a méfeni
v rozdilnych rozpoustédlech. Deslouches et al. (2013) pouzili jednak vodny roztok a dale
dodecylsulfat sodny (SDS) ¢i 2,2,2-trifluorethanol (TFE) pro napodobeni prostiedi
vyskytujiciho se kolem bakterialnich membran. Naméfena data poukazovala na nahodné
spirdly nebo neusporddané konformace ve vodném rozpoustédle, kdezto v pfitomnosti
SDS nebo TFE vytvarely peptidy silné a uspotadané helikalni konformace (v této studii
byl pfimo testovan také WR-12). Pro vyhodnoceni tvorby sekundarnich struktur vSak
nebyly peptidy v této diplomové praci takovym testim podrobeny.

V publikaci zvefejnéné o tii roky pozdéji Deslouches et al. (2016) uvadéji rozdily mezi
peptidy WK-12 a WR-12. Vysledky ukazuji, ze Se navzdory velmi podobnym
fyzikalné-chemickym vlastnostem lysinu a argininu jejich podil na funk¢nich
vlastnostech antimikrobialnich peptidi mutize liSit. I pfes podobnou aktivitu WK-12
a WR-12, ktera byla ptivodné pozorovana pfi testech s bakteriemi a uréovani minimalni
baktericidni koncentrace (MBC), fyziologicky relevantni zmény v testovacich
podminkach (v pfitomnosti Ca?* a Mg?") odhalily vyznamné rozdily v aktivité
mezi témito dvéma AMP. Tyto rozdily ukazaly, Ze aktivita argininu byla ve srovnani
s lysinem zvysena. Pti testech povrchové plasmonové rezonance (SPR) se dale WR-12
vazal k membrané P. aeruginosa v daleko vétsi mite, nez WK-12. Zajimavou otazkou
tedy bylo, pro¢ tyto dva AMP vykazovaly podobné MBC, ale za stejnych podminek mély
odlisné vazebné a membranové permeabilizacni vlastnosti. Vérohodnym vysvétlenim
muze byt, ze peptid bohaty na lysin mlize usmrcovat bakterie také odlisSnym sekundarnim
mechanismem, jak je ukdzano u jinych antimikrobialnich peptidi (Hale a Hancock,
2007).
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Pti testovani peptidu dalarginu nebyla u této latky antimikrobidlni aktivita potvrzena.
U ptipravenych konjugétii bylo teoreticky predpoklddano, ze cast peptidu obsahujici
sekvenci dalarginu bude slouzit pro proces hojeni, kdezto hydrofobni ¢ast obsahujici
motiv KW nebo RW bude vykazovat antimikrobialni aktivitu. Ziskané hodnoty MIC
(pouze u DAL+WR-6 a DAL+WR-6D) byly u konjugati mnohondsobné vyssi
ve srovnani s peptidy WK-12 a WR-12. V porovnani se samotnym DAL byla tedy
antimikrobialni aktivita pozorovana, byl zaznamenan Gaste¢ny efekt, ktery muize byt
zpusoben piitomnosti RW motivu. Kosikowska et al. (2015) ve své studii pii testech
u konjugatu DAL-PEG-DKS5 potvrdili jeho antimikrobialni aktivitu proti gram™ a gram®
bakterialnim patogentim. Tento konjugat obsahoval dalargin pfipojeny skrze kratky
neimunogenni linker (PEG) k antimikrobialnimu peptidu bohatému na lysin (DKS).
I vramci této prace by bylo vhodné pro definitni zdvéry a objasnéni mechanismu
pusobeni tyto latky testovat na modelu in vivo pro stanoveni komplexnich efekti
a antimikrobialniho pusobeni. Tyto testy (nejdfiv standardné provedené in vitro)
by soucasn¢ mohly zahrnovat také zmény v délce sekvence (prodlouzeni hydrofobni ¢asti
obsahujici motiv KW nebo RW) pro definovani antimikrobialni aktivity konjugatd
s riznou délkou fetézce.

Jednim z dalsSich biologickych testli bylo stanoveni cytotoxicity. Nizka toxicita
peptidii proti savéim bunkam vuci jejich antimikrobidlni aktivité naznacuje jejich
selektivni plsobeni proti negativné nabitym bakteridlnim membrdnam ve srovnani
se zwitterionovymi savéimi membranami. Ziskané vysledky tedy naznacuji, ze WK-12,
WK-12D a WK-12 mohou mit (pfi nejnizsich testovacich koncentracich) piiznivy profil
bezpecnosti 1éCiv.

Deslouches et al. (2016) ve své publikaci prezentuji data ziskana ze stanoveni
potencidlniho cytotoxického vlivu peptidii viici makrofagiim odvozenych z primarnich
lidskych monocyti. WK-12 a WR-12 neprokazaly Zadnou detekovatelnou cytotoxicitu

pii koncentracich podobnych odpovidajicim hodnotdim MBC nebo MIC. Pfi maximalni

koncentraci peptidu 20 umol-l-l (priblizné 10krat MIC a 20krat MBC) vykazoval WR-12
primérnou toxicitu pro makrofagy 16 %, kdezto WK-12 13 %. V porovnani s touto
publikaci v§ak WK-12 vykazoval pii méfeni a stanoveni cytotoxicity v této diplomové
praci vetsi toxicitu a inhibici ristu mySich 3T3 dermalnich fibroblastii oproti peptidu

WR-12.
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Dale byl pfi stanoveni cytotoxicity u dvou konjugati DAL+WR-6 a DAL+WR-6D
zaznamenan vyznamny rozdil v jejich plsobeni pfinejvyssi testované koncentraci
(500 pg/ml). Z literarnich zdroju (Ong et al., 2014; Vishnepolsky et al., 2019)
a namé&fenych dat bylo potvrzeno, Ze peptidy lisici se L- a D-aminokyselinovym obsahem
dosahuji rozdilnych vysledkl ve své proteolytické stabilité. V tomto ptipadé je mozné
brat v uvahu $tépici enzymy, které degraduji L-formu peptidu, zatimco D-forma zlstava
intaktni. Je pravdépodobné, ze pii testech vlivem piitomnosti enzymt produkovanych
bunikami dochazi u DAL+WR-6D ke Sté€peni na dva kratsi fragmenty jako tomu je
v ptipadé DAL+WK-6D, apravé za téchto podminek mulze plsobit hydrofobni ¢ast
fetézce pii této koncetraci siln¢ toxicky (oproti DAL+WR-6, ktery muze byt Stépen
na vice fragmentii a Upln¢ degradovan). Tato hypotéza by vSak musela byt ovéfena
pfipadnymi testy.

Dalsi biologické testovani bylo uskutecnéno s lidskou krvi, kdy byla stanovena
hemolyticka aktivita testovanych AMP vici krevnim bunkam. V pfedchozi zminované
publikaci autofi kromé stanoveni cytotoxického vlivu peptidi vici bunkdm imunitniho
systému také urcovali hemolytickou aktivitu WK-12 a WR-12. Data naznacovala,

ze oba tyto peptidy vykazovaly méné nez 10% hemolytickou aktivitu pii koncentracich

peptidu do 20 umol-l_1 a souhrnné nebyl zaznamenan zadny vyznamny rozdil mezi témito
AMP v jejich aktivit¢ pii kazdé koncentraci peptidu (Deslouches et al., 2016).
V této diplomové praci  byly u kazdého peptidu analyzovany koncentrace
od 5 do 500 pg/ml. Uz pti koncentraci 25 pg/ml vykazoval WR-12 dvojnasobnou
hemolytickou aktivitu v porovnani s WK-12. Tyto vysledky (shodné ve tiech
opakovanich) byly tedy v kontrastu se ziskanymi daty ze stanoveni cytotoxicity, kdy jak
WK-12, tak jeho b-forma WK-12D pusobily vii¢i savéim burikam naopak vice toxicky.

Vysvétlenim, pro¢ je tedy WR-12 mén¢ cytotoxicky a vice hemolyticky, by mohla byt
rozdilna nachylnost buné¢nych membran fibroblastii a erytrocyti nebo pouziti rozdilného
rozpoustédla u obou stanoveni (BSA Vv kyseliné octové Vv piipadé stanoveni cytotoxicity
a fyziologicky roztok u hemolyzy). Tato pozorovani naznacuji, Ze je nezbytné sledovat
selektivitu (u cytotoxicity a hemolytické aktivity) ve vhodném fyziologicky relevantnim
prostiedi a vyzaduji tudiz dalsi studium.

Poslednim biologickym vyhodnocenim bylo stanoveni anti-biofilmové aktivity
peptidi. Tvorba biofilmu je jednim z hlavnich virulentnich faktord gram® bakterie

S.aureus (Archer etal., 2011). Polysacharidova matrice biofilmu chrani bakterie
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pfed imunitni obranou hostitele a brani antibiotikiim v cileni na hluboce usazené bakterie,
které se nachazeji uvniti biofilmu (Mah a O’Toole, 2001). Biofilmy navic plsobi jako
infekéni struktury s kontinualnim uvoliiovanim bakterii do téla hostitele, coz vede
nasledné k chronickym infekcim, Zivot ohrozujicim infekcim krevniho feciste
a ve vysledku k neschopnosti ptsobeni u¢innych latek a selhani 1é¢by (Archer etal.,
2011).

Mohamed et al. (2016) testovali u¢inek WR-12 a jeho schopnost narusit zraly biofilm
(vytvofeny po 24 a 48 h) pravé u bakterie S. aureus. Peptid (pfi 4x MIC) vyznamné
narusil 24hodinovy zraly biofilm, pficemz se snizila hmotnost biofilmu o 50 %. Zraly
48hodinovy biofilm byl rezistentni na antibiotika bez pozorovaného vyznamného snizeni
hmoty biofilmu, a to i pfi ptisobeni velmi vysokych koncentraci (64x MIC). Naopak
pii osetfeni s WR-12 (4x MIC) doslo v tomto ¢ase ke snizeni hmotnosti biofilmu o vice
nez 50 %.

Data ziskana vtéto diplomové praci vSak ukézala, Ze hodnota MBEC je
mnohonasobné vy$§i oproti hodnoté¢ MIC definované pii mikrodiluénim testu,
a to konkrétné¢ 64x MIC u WR-12 a 128x MIC u WK-12 a WK-12D. Rozdily v hodnotach
MBEC mohou byt ¢aste¢né zptisobené v tomto sméru metodou méfeni. Ziskané vysledky
jsou vSak podobné chovani klasickych antimikrobialni latek (ATB ¢i antiseptik), které
také vykazuji mnohem vy$§i MBEC ve srovnani s MIC u planktonnich bakterii
(Mah a O’Toole, 2001).
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6 ZAVER

Tato prace byla nejdiive zaméfena na teoretickou cast, kde byly charakterizovany
antimikrobialni peptidy, jakozto perspektivni latky ucinné v boji proti bakterialnim
infekcim. Dale zde bylo také popsano vyuziti syntetickych peptidi a metody syntézy
peptida, zvlasté SPPS.

Cilem experimentalni Casti prace poté byla vlastni syntéza a biologicka charakterizace
pfipravenych antimikrobidlnich peptida. Celkem bylo svyuzitim metody SPPS
pfipraveno 9 riznych latek, kdy se nékteré odliSovaly v paru na zakladé inkorporace
D-aminokyselin. Peptidy byly podle standardniho postupu pted testovanim purifikovany
a uchovany za vhodnych podminek skladovani.

Z dosazenych vysledka vyplyva, Ze pfitomnost D-aminokyselin v fetézci ma zdsadni
vliv na stabilitu peptidu pfi plsobeni Stépicich enzymi, konkrétné€ proteasy trypsinu.
Oproti této skutecnosti vSak nebyly zaznamenany mezi L- a8 D-AMP rozdily pfi stanoveni
minimalni inhibi¢ni koncentrace. Na polarimetru byla poté stanovena specificka opticka
otacivost, jejiz hodnoty napovidaly tomu, ze tyto latky nejsou zrcadlovymi obrazy. Dalsi
analyzy tvorby sekundarnich sktruktur ovSem nebyly uskutecnény. Stanoveni
cytotoxicity odhalilo drobné rozdily v toxicité mezi L-a D-peptidy. S ohledem
na stanoveni hodnot MIC je mozné u 6 ze 7 AMP (kromé¢ DAL+WR-6D) definovat
koncentrace, které nepisobi toxicky vici testovanych savéim bunikam, ale vykazuji
toxicky efekt u dvou bakterialnich kmend pouzitych v této praci. Hemolyticka aktivita
seu DAL a jeho konjugata nepotvrdila. Zbylé peptidy vykazovaly zanedbatelnou
procentualni hemolyzu, pokud se jednalo o koncentraci blizké MIC. Dva peptidy
(HD-12 a DAL) nevykazovaly Zzadny ucinek ani vliv na vSechny testované bunky.
V posledni fadé byl analyzovan také anti-biofilmovy t¢inek 3 AMP na narostly biofilm
bakterie S. aureus. Koncentrace inhibujici zraly biofilm byla nékolikanasobné vyssi
nez byla hodnota MIC. V tomto sméru vzhledem komezenému poctu testovani
na modelu biofilmu je vSak nutné ziskané udaje brat jako preliminarni a pro definitivni
stanoveni MBEC méteni opakovat.

Zéaveérem nekteré peptidy analyzované v této praci vykazovaly antimikrobidlni
aktivitu, ktera by mohla poslouzit spolecné s daty ziskanymi ze stanoveni proteolytické
stability jako pfedmét dal§iho zkoumani a dat zaklad pro mozné budouci uplatnéni téchto

latek.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN
AcOH
AK
AmBic
AML
AMP
AMR
ATB
Boc
BSA
CD
DCC
DCM
DEE
DIC
DMAP
DMF
DMSO
Fmoc
HBTU
HCI
HPLC
IL-1
IPA

IS
KCN
LC
LPS
MBC
MBEC
MHC
MIC

acetonitril

kyselina octova

aminokyselina

hydrogenuhli¢itan amonny
antimikrobialni latky
antimikrobialni peptid(y)
antimikrobialni rezistence
antibiotika

terc-butyloxykarbonyl

hovézi sérovy albumin

cirkularni dichroismus
N,N¢-dicyklohexylkarbodiimid
dichlormethan

diethylether
N,N¢-diisopropylkarbodiimid
4-(dimethyl)aminopyridin
N,N-dimethylformamid
dimethylsulfoxid
9-fluorenylmethyloxykarbonyl
N,N,N',N'-tetramethyl-O-(1H-benztriazol-1-yl)uronium-hexafluorfosfat
kyselina chlorovodikova
vysokou¢inna kapalinova chromatografie
interleukin 1

isopropylalkohol

vnitini standard

kyanid draselny

kapalinova chromatografie
lipopolysacharidy

minimalni baktericidni koncentrace
minimum biofilm eradication concentrations
minimalni hemolyticka koncentrace

minimalni inhibi¢ni koncentrace
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MRSA
MS
MTT
NRP
NRPS
OxymaPure®
Pbf
PBS
Pmc
SD
SDS
SOS
SPPS
SPR
subsp.
tBu
TFA
TFE
TNFa
Trt
TSA
UPLC
eAhx

meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

hmotnostni spektrometrie

methyl-thiazol tetrazolium

ne-ribozomalni peptidy

ne-ribozomalni peptidové syntetasy
ethyl-(hydroxyimino)kyanoacetat
2,2,4,6,7-pentamethyl-2,3-dihydrobenzofuran-5-sulfonyl
fosfatovy pufr
3,4-dihydro-2,2,5,7,8-pentamethyl-2H-1-benzopyran-6-sulfonyl
smérodatnd odchylka

dodecylsulfat sodny

,Save Our Souls®

syntéza peptidu na pevné fazi (solid phase peptide synthesis)
povrchova plasmonova rezonance (surface plasmon resonance)
subspecies

terc-butyl

kyselina trifluoroctova

2,2,2-trifluorethanol

faktor nadorové nekrozy o (tumor necrosis factor o)

trityl

trypticky sdjovy agar (tryptic soy agar)

ultra vykonna kapalinova chromatografie

kyselina 6-aminohexanova
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Obr. P1 Chromatogramy peptidd WK-12L, WK-12D a HD-12 ziskané pfi purifikaci na systému
HPLC/MS. Nalezené hodnoty Mw (vyznaceny barevné) odpovidaji n-nasobné nabitym
fragmenttim.
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Obr. P2 Chromatogramy peptidi DAL+WK-6, DAL+WK-6D, DAL+WR-6, DAL+WR-6D
a DAL ziskané pfti purifikaci na syst¢ému HPLC/MS. Nalezené hodnoty My, (vyznaceny barevng)
odpovidaji n-nasobn¢€ nabitym fragmentiim.
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Obr. P3 Chromatogramy WK-12L, WK-12D, WR-12 a HD-12 ziskané pii ovéfovani Cistoty
antimikrobialnich peptidi na systému HPLC/MS. Nalezené hodnoty My (vyznaceny barevn¢)
odpovidaji n-nasobn¢€ nabitym fragmentim.
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Obr. P4 Chromatogramy DAL+WK-6, DAL+WK-6D, DAL+WR-6, DAL+WR-6D a DAL
ziskané pii ovétovani Cistoty antimikrobialnich peptidii na systému HPLC/MS. Nalezené hodnoty
Mw (vyznaceny barevn¢) odpovidaji n-nasobné nabitym fragmenttim.
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Obr. P5 Priklady chromatogramt peptida WK-12 a WK-12D ze stanoveni proteolytické stability.

Cervené jsou oznadeny peptidy a ¢as odbéru vzorku. IS — vnitini standard. Kazdy fragment byl
identifikovan na zaklad¢€ fragmentacniho spektra.
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Obr. P6 Priklady chromatogrami peptidi DAL+WK-6 a DAL+WK-6D ze stanoveni proteolytické

stability. Cervené jsou oznaGeny peptidy a ¢as odbéru vzorku. IS — vnitini standard. Kazdy
fragment byl identifikovan na zaklad¢€ fragmentacniho spektra.
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Obr. P7 Priklady fotografii desti¢ek s riiznymi koncentracemi (pg/ml) peptidd WK-12, WK-12D,
WR-12 a HD-12 pii mikrodilu¢nim testu antimikrobialni aktivity. Horni panel obsahuje jako
bakterialni suspenzi bakterii P. aeruginosa a spodni panel S. aureus.
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Obr. P8 Piiklady fotografii desti¢ek s riznymi koncentracemi (ug/ml) peptidi DAL+WK-6,
DAL+WK-6D, DAL+WR-6, DAL+WR-6D a DAL pii mikrodilu¢nim testu antimikrobidlni
aktivity. Horni panel obsahuje jako bakterialni suspenzi bakterii P. aeruginosa a spodni panel
S. aureus.
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MIC P.a. WK-12, WK-12p, WR-12, HD-12
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Obr. P9 Stanoveni hodnoty minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) s riznymi koncentracemi
(pg/ml) peptidd WK-12, WK-12D, WR-12 a HD-12. MIC je oznacena zelenou Sipkou. Horni grat
odpovida vysledkiim naméfenym s P. aeruginosa a spodni graf vysledkim ziskanym se S. aureus.
Sloupce oznacuji prumér + SD péti nezavislych méteni, kdy byly vzorky analyzovany v dubletu.
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Obr. P10 Stanoveni hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) s riznymi koncentracemi
(ng/ml) peptidi DAL+WK-6, DAL+WK-6D, DAL+WR-6, DAL+WR-6D a DAL. MIC je
oznacena zelenou Sipkou. Horni graf odpovida vysledkim naméfenym s P. aeruginosa a spodni
graf vysledkim ziskanym se S. aureus. Sloupce oznacuji primér = SD péti nezavislych méteni,
kdy byly vzorky analyzovany v dubletu.
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Obr. P11 Barveni pomoci resazurinu pro stanoveni viability bunék pfi mikrodiluénim testu
antimikrobialni aktivity. Fialové ¢i rizové zbarveni signalizuje pfitomnost zivych bunék. Horni
panel obsahuje P. aeruginosa a spodni panel S. aureus.
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Resazurin P.a. WK-12, WK-12D, WR-12, HD-12
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Obr. P12 Vysledky méfeni po barveni resazurinem u peptidi WK-12, WK-12D, WR-12 a HD-12.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je oznacena zelenou Sipkou. Horni graf odpovida
vysledkim naméfenym s P. aeruginosa a spodni graf vysledkiim ziskanym se S. aureus. Sloupce
oznacuji primér = SD péti nezavislych méfeni, kdy byly vzorky analyzovany v dubletu.
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Obr. P13 Vysledky méfeni po barveni resazurinem u peptidi DAL+WK-6, DAL+WK-6D,

DAL+WR-6, DAL+WR-6D a DAL. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je oznacena zelenou

, kdy byly vzorky

éreni

¢r = SD péti nezavislych m

v v

Sipkou. Horni graf odpovida vysledkim naméfenym s P. aeruginosa a spodni graf vysledkim

cuji prim:

v

ziskanym se S. aureus. Sloupce ozna

analyzovany v dubletu.

91



Obr. P14 Kontrolni buiiky 3T3 myS$ich dermalnich fibroblastti po 2,5 h inkubaci s MTT v rliznych
Casech po pasazovani a nasazeni bunék pfi testech cytotoxicity. Tmaveé zbarveny je nerozpustny
formazan tvoftici se v bunkach. VSechny snimky jsou pofizeny pii stejném zvétSeni, métitko
100 um.
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Viabilita - WK-12, WK-12D, WR-12, HD-12
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Obr. P15 Vysledky stanoveni viability bunék po oSetieni riznymi koncentracemi peptida WK-12, WK-12D, WR-12 a HD-12 vztazené ke kontrole odebrané
v ¢ase TO. Sloupce oznacuji pramér + SD dvou nezavislych méteni, kdy byly vzorky analyzovany pii kazdém méteni u 3 Sarzi bunék v tripletu.
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Viabilita - DAL + konjugaty
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Obr. P16 Vysledky stanoveni viability bunék po oSetfeni rliznymi koncentracemi peptiddi DAL+WK-6, DAL+WK-6D, DAL+WR-6, DAL+WR-6D a DAL

vztazené ke kontrole odebrané v ¢ase TO. Sloupce oznacuji primér = SD dvou nezavislych méteni, kdy byly vzorky analyzovany pii kazdém méfeni u 3 Sarzi
bunék v tripletu.
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Aktivace / inhibice 3T3 - WK-12, WK-12D, WR-12, HD-12
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Obr. P17 Vysledky stanoveni aktivace/inhibice bunék po oSetieni riznymi koncentracemi peptidd WK-12, WK-12D, WR-12 a HD-12 vztazené k rustu
kontrolnich bunék. Sloupce oznacuji primér = SD dvou nezavislych méfeni, kdy byly vzorky analyzovany pfi kazdém méfeni u 3 Sarzi bunék v tripletu.
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Obr. P18 Vysledky stanoveni aktivace/inhibice bun€k po oSetieni riznymi koncentracemi peptidi DAL+WK-6, DAL+WK-6D, DAL+WR-6, DAL+WR-6D
a DAL vztazené k rtstu kontrolnich bunék. Sloupce oznacuji primér + SD dvou nezavislych méfeni, kdy byly vzorky analyzovany pti kazdém méfeni u 3 Sarzi
bungk v tripletu.
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Viabilita - WK-12 a WK-12*
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Obr. P19 Porovnani vysledkil riznych koncentraci peptidd WK-12 a WK-12* pfi stanoveni
cytotoxicity. WK-12* je peptid, ktery byl nasyntetizovan a uskladnén pro pouziti pti biologickych
testech nékolik mésict pred syntézou nového WK-12. Stafi peptidu nema vliv na tcinek latky.
Oba antimikrobialni peptidy poskytuji témet shodné vysledky. Sloupce oznacuji prumér = SD
dvou nezavislych méfeni, kdy byly vzorky analyzovany pii kazdém méfeni u 3 Sarzi bun€k
v tripletu.
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Obr. P20 Snimky kontrolnich bunék a bun€k ovlivnénych peptidy WK-12 a WK-12D
po 24 hodinach od oSetieni pii testovani cytotoxicity. Kontrola vykazuje normalni riist a vyvoj.
U WK-12D dochazi v porovnani s WK-12 Kk tvorbé zakalu (odlisné zbarveni pozadi). Zakal se
vytvofil pfi vS§ech opakovanich. VSechny snimky jsou pofizeny pfi stejném zvétSeni.
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Obr. P21 Priklady fotografii desticek se vSemi testovanymi antimikrobialnimi peptidy
pii stanoveni hemolytické aktivity po oSetfeni riznymi koncentracemi (ug/ml) peptidui.
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