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ABSTRAKT

W

Cesky

Prace se zabyva studiem novych antimikrobialnich peptidii (AMP) Halictini (HAL-
1, GMWSKILGHLIR-NH; a HAL-2, GKWMSLLKHILK-NH;) a jejich strukturnich
analogt izolovanych z jedovych vacku divokych vcel Halictus sexcinctus. Struktura a
antimikrobialni aktivita téchto peptidid byly popsany dfive [1]. Cilem prace bylo nalézt
takovy peptid, ktery by byl siln¢ toxicky pouze pro rakovinné bunky a netoxicky vuci
normalnim bunkdm a pomoci fluorescenéné znacenych peptidi ziskat informace o
mechanismu Uc¢inku studovanych peptida.

Toxicita HAL-1 a HAL-2 a jejich analogl byla stanovovana vici 2 normalnim
bunéénym liniim (lidské endothelidlni buiiky pupecnikové vény, HUVEC, a krysim
sttevnim epitelidlnim bunkam, IEC) a 2 nddorovym liniim (nddorové bunky délozniho
¢ipku, HeLa-S3 a builkky karcinomu tlustého stieva, CRC SW 480) metodou MTT
(stanoveni hodnoty ICs).

V prvé fad¢ jsme testovali peptidy s vysokou antimikrobialni aktivitou a nizkou
hemolytickou aktivitou, pro kontrolu jsme stanovovali toxicitu i méné aktivnich analogt.
Zjistili jsme, ze nejcitlivgjsi viaci t€émto peptidim jsou bunky HeLa-S3. Nejtoxicté)si
peptidy (HAL-1/9, HAL-1/18, HAL-2/2) usmrcuji 50% bunék v testu jiz v koncentracich
2,5 — 10 pM. Vici ostatnim liniim bunék je tfeba k docileni stejného efektu 5-10 krat vyssi
koncentrace peptidii. Peptidy nejucinnéjsi vici HeLa-S3 bunkdm maji také jak bylo
popséno [1] vysokou antibakteridlni G¢innost. Buniky kolorektalniho karcinomu bohuzel
jsou srovnatelné citlivé resp. necitlivé k testovanym peptidim jako buitky HUVEC a IEC.
Pomoci fluorescenni mikroskopie bylo zjisténo, v koncentracich nizSich nez je ICsp
peptidy do bunék pronikaji jen v malém mnozstvi, zatimco po dosaZeni koncentrace
rovnajici se ICsg nebo vyssi peptidy pronikaji rychle do bunky a zabijeji ji. Nejvyssi
koncentrace fluorescence byla zjiSténa v okoli jadra a v Gtvarech, které polohou odpovidaji
mitochondriim, coZ je nutno dokazat v piistich experimentech.

Vysledky ukazuji na moZnost vyvoje 1é€iva na bazi antimikrobidlnich peptida.

[1] Monincova L. et al , Amino Acids, 2010, Published online DOI 10.1007/s00726-010-
0519-1
Klic¢ova slova: antimikrobialni peptidy, analoga antimikrobidlnich peptidd, bunééné linie,

cytotoxicita, fluorescencni mikroskopie



In English

The thesis deals with research of novel antimicrobial peptides (AMP) Halictines
(HAL-1, GMWSKILGHLIR-NH; a HAL-2, GKWMSLLKHILK-NH,) and their structural
analogs isolated from the venom of the wild bee Halictus sexcinctus. The structure and
antimicrobial activity of these peptides had been described earlier [1]. The goal of this
diploma thesis is to find peptide which is strongly toxic only for cancer cells and nontoxic
for normal cells. Using of the fluorescent marked peptides we aimed to acquire the

information about mechanism of action of the studied peptides on the cells.

Using the MTT test (determination of valuation ICsp), the toxicity of HAL-1 and
HAL-2 and their analogs against 2 normal cell lines (Human umbilical vein endothelial
cells, HUVEC, and normal rat intestinal cells, IEC) and against 2 cancer cell lines (cancer
cells of suppository uterine, HeLa-S3 and cancer cells of human colorectal carcinoma,
CRC SW 480) was determined.

First we tested antimicrobial peptides with antimicrobial activity and low hemolytic
activity. For verification the toxicity of less active analogs was also determined. We found
out that the HeLa-S3 cells are the most sensitive to these peptides. The most toxic peptides
(HAL-1/9, HAL-1/18, HAL-2/2) kill 50% of cells in the concentration 2,5 — 10 uM. To
obtain the same effect against the other cell lines, the 5-10 times higher concentration of
peptides was needed. The most effective peptides have also high antibacterial efficiency
against HeLa-S3 cells as had been already described [1]. However the cells of colorectal
carcinoma as well as HUVEC cells and IEC cells are comparably sensitive or more

precisely insensitive to the tested peptides.

Using the fluorescent microscopy we have also found that only low quantities of
peptides penetrate the cell in the concentration lower than 1Csy. On the other hand, in the
concentrations higher or equal to 1Cs, the peptides penetrate the cell very fast and kill the
cell. The highest fluorescence was found around the nucleus of the cells and in the
structures whose position corresponds to mitochondria. This phenomenon should however

be proved by further investigation.

The results suggest that drugs that are based on antimicrobial peptides might to be

developed.



[1] Monincova L. et al , Amino Acids, 2010, Published online DOI 10.1007/s00726-010-
0519-1

The key words: antimicrobial peptides, analogs of antimicrobial peptides, cell lines,

cytotoxicity, fluorescent microscopy
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Seznam pouZitych zkratek

AMP antimikrobialni peptidy
MEP Melectin

LL Lasioglossiny

HAL Halicitny

HUVEC lidské endothelidlni buniky pupecnikové zily
CRC SW 480 buiky kolorektalniho karcinomu

HelLa-S3 bunky karcinomu délozniho ¢ipku

IEC potkani stievni endothelialni bunky

DMSO dimethylsulfoxid

DMEM Zivné médium modifikované Dulbeccem (Dulbecco s modified

Eagel s medium)
RPMI médium vhodné pro kultivaci normélnich lidskych bunék (Roswell

Park Memorial Institute)

DPBS fyziologicky roztok pufrovany fosfatem (Dulbecco s Phosphate
Buffered Saline)

FBS fetalni hovézi sérum

MTT 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromide

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

SDS dodecylsulfat sodny

TFE trifluorethanol

ICs inhibi¢ni koncentrace piiniz dochazi k 50% tmrti bunék

FL-LL-8 fluorescenéné znaceny peptid, fluoresceinova skupina vazana na

primarni aminoskuping v poloze 1 (Fluorescein-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-1le-Leu-Gly-
Lys-lle-lle-Lys-Val-Val-Lys-NH,)
Fluo-1 fluorescen¢né znaceny peptid, fluoresceinova skupina vazana na -

aminoskuping lysinu analogu LL-8, ktery ma v poloze 1 lysin misto valinu

( H-Lys-Asn-Trp-Lys-Lys-lle-Leu-Gly-Lys-lle-1le-Lys-Val-Val-Lys-NH,

Fluorescein
Zkratky nazvl jednotlivych aminokyselin v tii pismenkovém a jedno pismenkovém

kodu odpovida mezinarodni nomenklature.



1. Uvod

Tato prace navazuje na védecky projekt zaméfeny na studium
antimikrobialnich peptid (AMP) izolovanych z jedu hmyzu, feseny na UOCHB
AV CR. V jeho ramci jsou izolovany nové AMP z jedovych vackt vos a divokych

vcel a pripraveny synteticky velké série analogii téchto novych peptida.

AMP jsou malé, amfifilni, kationické peptidy slozen¢ z12 — 50

aminokyselin, pfi¢emz 50% aminokyselin tvoii hydrofobni zbytky.

AMP hraji kli¢ovou tlohu v mechanismu vrozené imunity a piispivaji také
k regulaci adaptivni imunity. Dale vykazuji celou fadu aktivit — antibakterialni,

antiviralni, hemolytickou ¢i antifungalni.

Jsou rovnéZz typem latek nad€mnych pro vyvoj 1€kt vhodnych k l1écbé
karcinomt, nebot’ byl, v porovnani s konvenéni terapii, prokazan toxicky uc¢inek na
rakovinné bunky a netoxicky u¢inek na celkovy organismus. Rizikem 1éCby
karcinomil konvenéni terapii je Skodlivé plisobeni 1é€iv na zdravé bunky a Casta

rezistence vuci témto latkam.

Cilem pfedkladané diplomové prace je stanoveni cytotoxicity noveé
izolovanych a synteticky pfipravenych latek vici rakovinnym bunkam a normalnim
bunkam. Cilem je i nalezeni takového peptidu, ktery by byl silné toxicky vici
rakovinnym builkkdm a netoxicky vici buitkdm normdalnim. Dale bude studovéana

lokalizace téchto peptidi v bunkéach pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.
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2. SOUcasny stav resené problematiky

2.1. Antimikrobialni peptidy
AMP jsou evolucné zachované slozky imunitniho systému tvotici prvni linii

obrany proti infekci. Kromé toho aktivné participuji na vysSich urovnich imunitni
obrany. Pti aktivaci imunitni odpovédi AMP indukuji tvorbu nékterych cytokint
(napt. IL-8, IL-1b) ¢i chemokintl, ptisobi chemotakticky na neutrofily, monocyty a
T-buflky[l]. Dale aktivuji nebo tlumi tvorbu protizanétlivych mediatorti a podporuji
apOpt(')zu[Z].

Nékteré AMP jsou rovnéz potencidlné vhodné pro 1é¢bu karcinomt, nebot’
jsou schopny rychle zabijet rakovinné bunky, ni¢i primarni tumory a zabrafuji
metastdzim. Dilezitym aspektem této terapie je, ze na rozdil od 1éceni karcinoml
konvencni terapii, kterd je omezena toxickym piisobenim 1é¢iv na zdravé buiky a

v - 7o oMt v . , v 17 r N v 1
¢astou rezistenci vaci témto latkam, neni¢i normalni zdravé savéi bunky[ ].

2.1.1. Zakladni charakteristika antimikrobialnich peptidia

Antimikrobidlni peptidy jsou malé, amfifilni, kationické peptidy, které jsou
sloZzeny z méné€ neZ 50 aminokyselin. Diky pfitomnosti aminokyselin lysinu nebo
argininu ve struktufe kationickych peptidu je jejich celkovy naboj od +2 do +10.
Minimdlni mnozstvi kladného ndboje pro interakci peptidu s membranou patogenu,
kterd je nabita zaporng, je pravé +2. Niz8i hodnoty jiz nejsou dostatecné pro
signifikantni  selektivitu  k mikroorganismiim. ZvySovani kladného naboje
antimikrobidlnich peptidi zdménou aminokyselin mize v urCitém rozsahu zvysit
jejich antimikrobidlni u¢inky. Nékdy vSak miize zvySeni kladného ndboje naopak
pln¢ potlacit antimikrobialni aktivitu a zlep$it napt. lytické u€inky namifené proti
hostitelskym bufikam!,
peptida jsou:

e konformace

e stupeni hydrofobicity
e stupen amfipaticity
¢ velikost naboje

o velikost hydrofobniho momentu

11



Konformace je velice ¢asto a-helikalni, pti¢emz a-helix je indukovatelny.
Hydrofobicita je dana procentem hydrofobnich aminokyselin v peptidovém fetézci,
které se vétsinou pohybuje kolem 50%. ZvySovani hydrofobicity silné koreluje
S toxicitou vici savcim bunkam a ztratou specificity vici buitkam mikrobialnim?.
Antimikrobidlni peptidy jsou amfipatické povahy, tj. v ramci molekuly obsahuji
soucasné hydrofilni a hydrofobni ¢ast. V ptipadé a-helixti to znamend, Ze hydrofilni
aminokyselinové zbytky jsou situovany na jedné stran¢ a-helixu, zatimco
hydrofobni aminokyselinové zbytky jsou umistény na strané opacné.
Vyse uvedené vlastnosti peptidd jsou na sob& navzajem zavislé a zména jednoho je
vzdy kompenzovana zménou ostatnich. Extrémni odchylky téchto parametrti ¢asto
vedou ke snizeni antimikrobidlni aktivity a selektivni toxicity.
Kationické peptidy jsou rozdélovany na zaklad¢ struktur a pfevazujicich motivli do
4 zékladnich tfid:

1. Antimikrobidlni proteiny

2. Lineérni peptidy s a-helikdlnimi doménami

3. Lineérni peptidy se zvySenym obsahem dané aminokyseliny

4

Cyklické peptidy obsahujici disulfidické vazby

AMP jsou v organismu syntetizovany riznymi typy bunék, napf. makrofagy,
epitelidlnimi bunikami ¢i Zirnymi buiikami. Obecné jsou exprimovany jako pro-
peptidy, které jsou nasledné proteolyzou Stépeny a postranslacné modifikovany na
biologicky aktivni obranné peptidy. Mezi postranslacni modifikace vyskytujici se u
AMP patii tvorba disulfidickych mustki, glykosylace ¢i amidace C-konce. Obecné
je exprese téchto peptidil zvySena na poc¢atku infekce nebo pii ur€itém zanétu.
Celkem bylo izolovéano a v databazich popsano ptes 800 antimikrobialnich peptida,
prakticky ze vSech typl organismu a rostlin!?.,

Podle role, kterou AMP hraji v organismu, je mizeme rozdélit na tzv.
,klasické*“ AMP, jejichz role v nativnim obranném systému je jasnd a ostatni,
jejichz tloha v organismu neni zcela objasnéna, ale které v testech vykazuji silné
antimikrobialni uc¢inky. Priklady prvnich jsou defensiny, cekropiny, a katelicidin,
pfikladem druhych AMP zjedu hmyzu. Mohou se také liSit mechanismem

pﬁsobeni[S].
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Defensiny jsou obranné peptidy, typické pro eukaryotni organismy, vcetné
¢loveka. Vyznacuji se rozmanitou expresi v riznych tkanich, kde potlacuji spolu
s piirozenou mikroflorou rizné infekce. Vykazuji vysokou antimikrobialni aktivitu
vuc¢i gram-pozitivnim ¢i gram-negativnim bakteriim.

Katelicidiny tvoii vyznamnou skupinu sav¢ich kationickych (bazickych)
peptidd bohatych na prolin. Vyskytuji se v neutrofilech. Bylo popsano, Ze mohou
zabijet gram-negativni 1 gram-pozitivni bakterie, plisné€, parazity a obalené viry.

Mechanismus jejich piisobeni neni zcela objasnén.

Cecropiny — jedna se o linearni antimikrobialni peptidy, poprvé ziskané
z hemolymfy motyla Hyalophora cecropia. U savci byly dale nalezeny napt.
Vv prasecich stievech a v hovézich nadledvinéach. Jsou aktivni proti gram-pozitivnim
a gram-negativnim bateriim. Mechanismus uc¢inku je zaloZen na lytickém rozkladu

buiky.

V praci Papo a Shail® byly testovany dalsi kationické, amfipatické, a-
helikdlni AMP izolované z bezobratlych organismi. Byl studovan napi. hmyzi
cecropin a magainin (izolovany z Zabi kiZze). U téchto AMP byla zjiSténa vysoka
uéinnost vic¢i gram-pozitivnim, gram-negativni bakteriim. Dale byla pozorovana
vysoka toxicita vic¢i rakovinnym bunkdm a minimalni toxicita vi¢i normalnim,

sav¢éim bunkam.

Naopak u AMP typu Melittinu a Tachyplesinu II (izolovany z krabu
trnitého), lidskych neutrofilnich defensind a lidskych LL-37, byla zjisténa vysoka
toxicita na gram-pozitivni, gram-negativni bakterie, dale také na zdravé i rakovinné

savCi buﬁky[s].

2.1.2. Mechanismus piisobeni antimikrobidlnich peptidi

Prvnim krokem pfi plsobeni antimikrobidlnich peptidi je piiblizeni a
interakce s bunéfnou membranou. AMP pomémé spolehlivé odlisuji savéi
bunéénou membranu od membrany bakteridlni. Toto rozpoznani umozuji rozdily

ve struktufe, slozeni a transmembranovém potencidlu (y) mezi bakteridlni a
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eukaryotickou membranou. Membrany bakterii jsou bohaté na fosfolipidy (napf. na
fosfatidylglycerol, kardiolipin) a spolu s dal$imi slozkami bakterialni stény
vytvaieji negativni naboj. Naopak fosfolipidova dvojvrstva eukaryotickych bunék
obsahuje ve své struktufe velké mnozstvi obojetnych iontl fosfatidylethanolaminu,
fosfatidylcholinu ¢i molekuly cholesterolu udavajici membrané ndboj neutralni.
Rozdilna distribuce jednotlivych molekul na vnitini a vnéjsi strané membrany vede
k tvorb¢ transmembranového potencialu. Hodnota () je urcujici pro elektrostatické
piiblizovani AMP k bakteridlni membrang.

Peptidy narusujici celistvost membrany jsou ptevazné ze skupiny a-
helikalnich peptidd. Tvorba iontoveé selektivnich kanali mize vést ke ztraté
transmembranového potencidlu a tedy ke ztraté energetické funkce biomembrany.

Existuje nckolik mozZznosti naruSeni bunééné membrany - fatilni
depolarizace membrany, vytvareni selektivnich kanala ¢i ,,dér a ztrata bunécného
obsahu, aktivace destruk¢nich procest, kterd zahrnuje aktivaci hydrolas bunééné
stény, naruSeni funkce membrany translokaci lipidii a nakonec priinik nékterych
peptida az k intracelularnimu cili 5]

Vétsi L, diry™ mohou vést ke ztrate zivotné dulezitych latek a zptisobuji smrt
dané bunky. V¢lenéni AMP mezi hydrofobni a hydrofilni ¢ast membrany, vytvaii
misto, kde se nasledné¢ agreguji dal$i molekuly peptidi. Po dosaZeni kritické
koncentrace se peptidy reorientuji za tvorby kanalli umoznujici prinik protont,
jinych iontl, ptipadné vétSich molekul.

Pon¢kud odlisny typ je tzv. ,,kobercovy* mechanismus u¢inku AMP, kdy
dochazi k agregaci peptidi vn€ membrany a po dosaZeni kritické koncentrace
dochazi ke vzniku poru ¢i micelizaci a prolomeni membrany.

Neékteré AMP mohou vsak byt translokovany membranou bez jejiho
znatelného naruSeni. Uvnitt bunky AMP  zplsobuji napf. inhibici
cytoplazmatického ,,heat - shock® chaperonu DNA, nebo silné¢ narusuji samotnou
syntézu DNA a inhibuji syntézu RNA a proteini ¢i zpisobuji nespravnou translaci
RNAP

Molekularni mechanismus pisobeni AMP na rakovinné buiiky neni zcela

jasny Prepoklddaji se dvé mozné alternativy posSkozeni a nésledné destrukce

nadorovych bun¢k [el:
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1) Nekrdésou prostiednictvim lytického efektu - plazmatickd membrana je

rozrusena tvorbou pord, které umoziuji pronikani iontll a jinych materiala
ven z bunky

2) Indukci apoptézy — membranové aktivni peptidy indukuji ,,nabobtnavani®

mitochondrii, které¢ vede k uvolnéni cytochromu c. Uvolnény cytochrom ¢
indukuje Apaf-1 oligomerizaci, aktivaci kaspasy 9 a nasledn¢ pfeménu pro-
kaspasy 3 na kaspasu 3, v kone¢né fazi vSechny tyto déje zptisobuji smrt

bunky

2.1.3. Aktivity antimikrobialnich peptidi
AMP vykazuji celou fadu aktivit — antibakteridlni, antiviralni, fungicidni,

hemolytickou ¢i antikarcinogenni.

2.1.3.1. Antibakterialni aktivita

Antibakterialni aktivita peptidt je testovana proti celé fadé gram-pozitivnich
a gram-negativnich bakterii, zejména v nasi laboratoii proti Bacillus subtilis (G+),
Staphylococcus aureus (G+), Escherichia coli (G-) a Pseudomonas aeruginosa
(G-).

Antibakterialni aktivitu lze kvalitativné stanovit tzv. dvou-vrstvou technikou

na agaru, ale cast¢jSi technikou je mikrodiluéni metoda. Minimdlni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) je stanovena pozorovanim rlstu bakterii na mnohojamkové
desticce. Bakterie jsou ve stfedni exponencidlni fazi ristu pfidany k roztokim
peptidd o riznych koncentracich, které jsou pipetovany v jednotlivych jamkach
desticky. V nasi laboratofi jsou bakterie s t¢émito peptidy inkubovany pii 37 °c po
dobu 20 hodin pii stdlém michani na Bioscreen C pfistroji (Finland) a béhem této
doby je absorbance proméfovana kazdych 15 minut pfi 540 nm. Kazdy vybrany
peptid je testovan nejméné 3x a pro urCeni antibakteridlni aktivity je pouzito
1,2x10%-7,5x10° CFU bakterii na jamku. Tetracyklin je testovan jako standard

v koncentraénim rozmezi 1-50 pM®],
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2.1.3.2. Antifungilni aktivita

Antifungalni aktivita AMP je testovana proti vybranym druhtim
patogennich kvasinek, pfedevsim rodu Candida nebo Saccharomyces cerevisiae.

Stanovuje se podobné jako aktivita antibakterialni.

2.1.3.3. Hemolyticka aktivita

Hemolyticka aktivita se stanovuje inkubaci krysich nebo lidskych ¢ervenych
krvinek (erytrocytdl) s peptidy pii 37 °C po dobu 1 hodiny ve fyziologickém
roztoku. Koncentrace peptidii se pohybuje vrozmezi 1-100uM a koncentrace
erytrocytll byva nejcastéji 5%. Kontrola pro nulovou (tj. Zddnou) a 100% hemolyzu
se urcuje pomoci supernatantu krevnich bunék inkubovanych jednak ve
fyziologickém roztoku a jednak v roztoku 0,2% Tritonu X100 ve fyziologickém

roztoku.

2.1.3.4. Cytotoxicital

Cytotoxicita vyjadfuje miru Skodlivosti danych latek, v nasem piipadé
vybranych analogi AMP vuci savéim bunkdm. Latky s cytotoxickym ucfinkem
Casto porusuji integritu bunécné membrany, ktera vétSinou vede k destrukci celé
bunky. Cytotoxicitu 1ze sledovat pomoci specifickych testii uvedenych v kapitole
2.3.2., nastr. 21.

2.2. Antimikrobialni peptidy izolované z jedu divokych vcel

2.2.1. Melectin

Melectin (MEP) je kationicky amfipaticky peptid izolovany z jedu divoké
véely Melecta albifrons. Primarni struktura MEP je tvofena 18 aminokyselinovymi
zbytky (GFLSILKKVLPKVMAHMK-NH;), pfi¢emz v poloze 11 je navazan
aminokyselina prolin (Proll), ktera hraje podstatnou ulohu v biologické aktivité
MEP. Tento peptid vykazuje silnou antimikrobidlni aktivitu vi¢i gram-pozitivnim a
gram-negativnim bakteriim, avSak nizkou hemolytickou aktivitu. V sekundérni

struktute MEP byl dale zjistén vysoky obsah a-helikdlnich struktur umoznujici
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pfizpisobovat jejich amfipatickou sekundéarni strukturu bakteridlni bunécné
membrané. V laboratofi, kde byla vypracovana diplomova prace byla pfipravena
ruzna analoga MEP, kdy Prol1 byl nahrazen jinymi aminokyselinovymi zbytky[s].
Dale byla provedena rozsahla studie vztahu mezi strukturnim uspofadanim

peptidového fetézce MEP a antibakterialni aktivitou.

2.2.2. Lasioglossiny

Lasioglossiny (LL) jsou kationické amfipatické peptidy izolované z jedu
divoké vcely Lasioglossum laticeps. Jejich primarni struktura je tvofena 15
aminokyselinovymi zbytky (Tabulka 1, str. 17) a sekundarni struktura se vyznacuje
snadnou tvorbou a-helikalni struktury. Tyto peptidy vykazuji silnou antimikrobialni
aktivitu vaci gram-pozitivnim a gram-negativnim bakteriim a nizkou hemolytickou
aktivitu.

V dalsich studiich bylo pfipraveno mnoho analogii LL-peptida a provedena
rozsahla studie SARM. LL vykazuji pozitivni naboj +6, ktery je optimalni pro
jejich antimikrobialni aktivitu v rdmci vétSiny piirozenych AMP. ZvySeni ¢i snizeni
tohoto naboje vedlo vétSinou ke snizeni antimikrobialni aktivity. Lasioglossiny
pfedstavuji atraktivni podskupinu AMP, kterd by mohla byt modifikovana na urcita

terapeutika potfebna k 1é¢b¢ infekci.

Tabulka 1: Aminokyselinové sekvence prirodnich Lasioglossint - LL-1, LL-I1I,
LL-111

ZKRATKA PEPTIDU AMINOKYSELINOVA
SEKVENCE
LL-I VNWKKVLGKIIKVAK-NH,
LL-11 VNWKKILGKIIKVAK-NH,
LL-11 VNWKKILGKIIKVVK-NH,
2.2.3. Halictiny

Halicting HAL-1 a HAL-2" jsou povazovany za nejkratsi linearni

kationické peptidy S a-helikalni sekundarni strukturou. Jejich primarni struktura je
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tvofena 12 aminokyselinovymi zbytky (Tabulka 2 a 3, str. 19 a 20). Byly izolovany
zjedu divoké vcely Halictus sexcinctus (Obr. 1, str. 18). Podobné jako
lasioglossiny a melectin vykazuji vysokou antimikrobidlni aktivitu Vvi¢i gram-

pozitivnim a gram-negativnim bakteriim, nizkou hemolytickou aktivitu a vysokou

antifungalni aktivitu proti kvasinkam Candida albicans. Jsou rovnéz schopny
k[15].

lyzovat a tim zabijet urcité typy rakovinnych buné

Obr.1: Halictus sexcinctus (upraveno dle citace [16])

Ceiovsky a spolupracovnici [15] provedli rozsahlou strukturné aktivitni studii
HAL-1 a HAL-2, jejichz pozitivni naboj je + 3 a + 4, kde se zam¢ftili na modifikaci
hydrofobicity, stupné a-helicity, kationicity a amfipaticity. V této studii, kdy
synteticky pfipravili vice nez 50 analogh halictini a u vSech stanovili
antimikrobialni aktivitu vi¢i 4 druhtim bakterii bylo napf. prokazano, ze silna
hemolyticka aktivita nékterych AMP koreluje s vysokou hydrofobicitou, vysokou
a-helicitou a vysokou amfipatickou. Naopak zvysSeni kationicity HAL, kterd je
velmi dualezitd pro elektrostatickou pfitazlivost peptidd k negativné nabité
fosfolipidové bunééné membrané bakterii, vedlo ke zvySeni antimikrobialni

aktivity bez zvysSené toxicity vaci krvinkam.
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Tabulka 2: Aminokyselinové sekvence Halictinu HAL-1 a jeho analog.
Pievzato z préce[ls]_ Zvyraznéné symboly aminokyselin v aminokyselinové
sekvenci popisuji modifikaci provedenou pii syntéze tohoto analogu, jsou-li
tu¢na pismena v aminokyselinové sekvenci totoZna s plivodni aminokyselinou
HAL-1, znamena to, Ze L-aminokyselina byla zaménéna za D-aminokyselinu.
MeL znamena N-methylleucin.

HALICTINY ZKTRATKA AMINOKYSELINOVA
PEPTIDU SEKVENCE

HAL-1 GMWSKILGHLIR-NH;,
HAL-1/1 GMWSKILPHLIR-NH;,
HAL-1/2 GMWSKILGPLIR-NH;,
HAL-1/3 GMWSKIPGHLIR-NH;,
HAL-1/4 GMWSKILGHLKR-NH,
HAL-1/5 GMWKKILGHLIR-NH;,
HAL-1/6 GMWKKILGHLIR-NH;,
HAL-1/7 GMWSKILGHLIR-NH,
HAL-1/8 GMWSKILGHLIR-NH,
HAL-1/9 GMWSKILGKLIR-NH,
HAL-1/10 GMWKKILGKLIR-NH;
HAL-1/11 GMWPKILGHLIR-NH,
HAL-1/12 GKWSKILGHLIR-NH;
HAL-1/15 GMWSKLLGHLLR-NH,
HAL-1/17 KMWSKILGHLIR-NH
HAL-1/18 GMWSKILKHLIR-NH,
HAL-1/19 GKWKKILGHLIR-NH;,
HAL-1/20 GKWSKILGKLIR-NH,
HAL-1/21 GKWKKILGKLIR-NH;
HAL-1/22 GMWSKILGHLIR-NH;,
HAL-1/24 MWSKILGHLIR-NH;,
HAL-1/25 WSKILGHLIR-NH,
HAL-1/26 GMWSKILGHLI-NH,
HAL-1/27 GMWSKILGHL-NH;
HAL-1/28 GMWSKIMeLGHLIR-NH;
HAL-1/29 GMWSKILGHLIR-NH,




Tabulka 3: Aminokyselinové sekvence Halictinu HAL-2 a jeho analogii.
Pievzato z préce[lS], Zvyraznéné symboly aminokyselin v aminokyselinové
sekvenci popisuji modifikaci provedou pri syntéze tohoto analogu, jsou-li
tuéna pismena v aminokyselinové sekvenci totoZna s puvodni aminokyselinou
HAL-2, znamena to, Ze L-aminokyselina byla zaménéna za D-aminokyselinu.
BA-B-alanin, Nal-naftylalanin.

HALICTINY ZKRATKA AMINOKYSELINOVA
PEPTIDU SEKVENCE

HAL-2 GKWMSLLKHILK-NH,
HAL-2/1 GKWKSLLKHILK-NH,
HAL-2/2 GKWMKLLKHILK-NH,
HAL-2/3 GKWMSKLKHILK-NH;,
HAL-2/4 GKWMSLLKKILK-NH,
HAL-2/5 KKWMSLLKHILK-NH,
HAL-2/6 GKWMSFLKHILK-NH,
HAL-2/7 GKWMSBALKHILK-NH,
HAL-2/8 GKWMSLLKHILK-NH;,
HAL-2/9 GKWQSLLKHILK-NH,
HAL-2/10 GKWWSLLKHILK-NH,
HAL-2/11 GKWLSLLKHILK-NH,
HAL-2/12 GKWMHLLKHILK-NH,
HAL-2/13 GKWMTLLKHILK-NH,
HAL-2/14 GKWMSLLKQILK-NH;,
HAL-2/15 GKWMSALKHILK-NH,
HAL-2/16 SKWMSLLKHILK-NH,
HAL-2/17 HKWMSLLKHILK-NH,
HAL-2/18 GKWMSLLKHIWK-NH,
HAL-2/19 GKWMSLLKHWLK-NH,
HAL-2/20 GKWMSLWKHILK-NH,
HAL-2/21 GKWMSWLKHILK-NH,
HAL-2/22 GKWMSLLKHILK-NH,
HAL-2/23 GKAMSLLKHILK-NH,
HAL-2/24 GKFMSLLKHILK-NH,
HAL-2/25 GKNalMSLLKHILK-NH,
HAL-2/26 GKWMSLLKHILK-NH,
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2.3. Stanoveni cytotoxicity AMP

2.3.1. Bunécné linie pro testovani cytotoxicity AMP
Pro stanoveni cytotoxicity AMP se pouzivaji jak normalni tak rakovinné

bunécné linie, a to pro porovnani, které latky jsou toxické na rakovinné buiky a
netoxické na zdravé bunky a naopak.
Jako ptiklad  normadlnich, zdravych bunécnych linii na kterych se

cytotoxicita testuje 1ze uvést .:

» potkani a lidské hepatocyty

 lidské endothelidlni buiiky pupecnikové zily (HUVEC)

+ lidské osteoblasty

 lidské keratinocyty

» potkani endothelialni buitky (IEC)

» potkani neonatalni kardiomyocyty

Nejcastéji pouzivané rakovinné linie jsou:
* buiiky lidského jaterniho karcinomu (HepG2)
* bunky primarniho osteosarkomu (SaOS)
* Dbunky lidské leukemie (HL-60)
* bunky karcinomu délozniho ¢ipku (HeLa)

* buiiky kolorektalniho karcinomu (SW 480)

2.3.2. Testy pro stanoveni cytotoxicity slouc¢enin vii¢i bunéénym liniim

2.3.2.1. Test vyuZivajici 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium
bromid (MTT test)*”!

Tento test je zalozen na principu, ze zluta latka 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-
2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT latka) je mitochondrialnimi enzymy zivych
bun¢k redukovadna na ve vod€¢ nerozpustnou modrofialovou latku formazan, které
zUstava uvniti bunék ve formé nerozpustnych krystali (Obr. 2, str. 22). Rychlost
tvorby formazanu odpovida aktivité¢ dychaciho fetézce a odrazi tak metabolickou
aktivitu buiiky. Po rozpusténi je koncentrace formazanu stanovovana fotometricky,

a to pii vlnové délce 540 nm.
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2.3.2.2. Test vyuZivajici 2,3-bis(2-metoxy-4-nitro-5-su|fofenyl[)-5-
[(fenylamino)karbonyl]-2H-tetrazolium hydroxid (XTT test)™®]
Tento test je zalozen na stejném principu jako MTT test, pti¢emz vznikly
formazanovy produkt je ve vodé rozpustny. Je rovnéz kvantifikovan fotometricky,
ale pfi vinové délce 450-480 nm a doba stanoveni zivotaschopnosti bunék je

vymezena maximalné na 3 hodiny, oproti MTT testu.

2.3.2.3. Test vyuZivajici Trypanovou modi™

Trypanovd modi (obr. 3, str. 23) slouzi ke stanoveni zivych a mrtvych
bunék ve vzorku. Toto barvivo neprochézi intaktni bunéénou membranou nebo je z
intracelularniho prostoru aktivné transportovano ven. Zivé buiiky ziistavaji
bezbarvé, zatimco mrtvé buiiky, u nichz dochazi k poruSeni integrity bunécné
membrany a jejich transportnich mechanismi, se rychle zabarvi na modro.

Nejcastéji je pouzivan 0,4% roztok trypanové modii (1:1).
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Obr.3: Trypanova mod¥

2.3.2.4. Test zaloZeny na barveni bunék propidium jodidem[zo]
Propidium jodid je fluorescencni barvivo, které pronikd pouze do mrtvych
bun¢k a interkaluje do jejich DNA. Dale se pouziva pro ureni zivych bunck

pratokovou-cytometrii.

2.4. Studium mechanismu u¢inku AMP na eukaryotické buiky

Jak jiz bylo fe¢eno vyse, mechanismus u¢inku AMP neni pfesné znam, neni
jasné zda probiha apoptdzou, nekrézou ¢i autofagii. Neni ani zndmo, jak dalece a
jak rychle peptidy vstupuji do bunky. Pro detekci peptidi je vyhodné fluorescenéni
znaceni. Fluorescencni mikroskopické metody jsou stdle vice uplatiovany jak ve
vyzkumu tak v diagnostické klinice. Umoziuji, za pouziti riznych fluorochromd,
vizualizovat sledované¢ latky a struktury v burice.

Riaznych fluorochromt se uziva k vizualizaci zejména bunécénych jader,
chromozomtl, jadérek, cytoskeletarnich struktur, specifickych bunécnych antigent a
dalSich struktur. Velmi rozsifend je varianta fluorescencni mikroskopie s pouzitim

vybranych protilatek — imunofluorescencni technika.

Mezi nejéastéji pouzivané fluorochromy se fadi:

1) 4’,6-diamidino-2-fenylindol (DAPI), propidium jodid, fluorescein
2) Ethidium bromid

3) Congo red

4) Fluorescein isothiokyanat (FITC)

5) Rhodamin
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Z vyse uvedenych typi fluorochromt byly pro nase studium vybrany tyto

fluorochromy:

1) 4’,6-diamidino-2-fenylindol (DAP1?? (obr. 4) je fluorescenéni barvivo silné se

vazajici na DNA bunécnych jader. Na fluorescencni mikroskopii je excitovano
ultrafialovym svétlem o vinové délce 358 nm a po navazani na DNA vykazuje
emisni maximum pii 461 nm. Vzhledem k tomu, ze DAPI je latka, ktera snadno
vstupuje do bunék, interaguje s DNA a tak barvi jadra jak zivych, tak mrtvych

bungk, je rovnéz povazovana za toxickou a mutagenni.
HN O \
HoN N NH
H

NH,
Obr.4: DAPI

2) Propidum jodid (P1) % — (obr. 5) ¢inidlo, které interkaluje do DNA, pouziva
se k barveni DNA a pro kvantitativni vyhodnoceni bunééné DNA. Na rozdil od

DAPI je to latka pro bunéfnou membranu nepropustna, je vyluovana zivymi
bunkami a bé&Zné se wuzivd pro identifikaci mrtvych bun€k ve vzorcich.

Excita¢ni/emisni maximum je v oblasti 510-550/570/590 nm.

Obr.5: Propidium jodid
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3) Fluorescein (FL) a fluoresceinem znacéené peptidv[23]

Fluorescein (obr. 6) je vysoce fluoreskujici latka, absorbujici svétlo hlavné
v modré oblasti a vyzafujici svétlo v oblasti zelené. Excita¢ni/emisni maximum je
490/505/510 nm. Tato latka se obecné pouziva pro kovalentni znaCeni proteint,
peptidd ¢i jinych biomolekul. Je vazana na primarni NHp- skupinu nebo SH
skupinu piislusné aminokyseliny v peptidovém fetézci. V piipadé piitomnosti
aminokyseliny se dvéma NHy- skupinami (Lysin) v peptidovém fetézci v poloze 1,
muze byt fluorescein vazan bud’ na primarni a-NH; nebo koncovou &-NH,-skupinu
této aminokyseliny. Fluoresceinem znacené molekuly mohou mit rozdilné
vlastnosti pravé diky mistu v molekule, kde je umisténa fluorescencni znacka. Ke
znaceni se pouzivaji derivaty fluoresceinu, nejcastéji fluorescein isothiokyanat
(FITC), sreaktivni funkéni skupinou (-N=C=S) nahrazujici vodik na spodnim
kruhu molekuly. Tento derivat reaguje s aminy a sulfhydrylovymi skupinami
proteini. Krom fluorescencni mikroskopie je dale vyuzivan napf. vin situ
hybridizaci, pro fluorescenéni znaceni sond, které jsou casto pouzivany

v imunohistochemii k detekci protilatek.

HO O O

COOH

Obr.6: Fluorescein
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3. Cil prace

Zakladni cile pfedkladané diplomové prace:

1. Ziskani latek siln€¢ cytotoxickych vic¢i rakovinnym buitkam, ale netoxickych pro
normalni zdravé buiky, vybér je provadén zvelké série syntetickych
antimikrobialnich peptidi (AMP)

2. Testovani cytotoxicity vybranych AMP na 4 bunéénych liniich

3. Srovnani cytotoxicity syntetickych AMP pro normalni a rakovinné buiky

4. Studium lokalizace téchto AMP v buiikach jednotlivych studovanych bunéénych
linii pomoci fluorescencni mikroskopie

5. Formulace mozného mechanismu plisobeni syntetickych AMP na nadorové buiky
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4. Experimentalni Cast

4.1. Material

DMEM 4,5 g/l (500 ml) PAA, BioTech a.s.
RPMI 1640 (500 ml) PAA, BioTech a.s.
EndoGROTM-LS Complete Media kit Millipore, USA

EndoGRO TM Basal medium (500 ml)
EndoGRO-LS Supplement obsahujici:

rh EGF, Ascorbic acid, L-glutamine,

Hydrocortisone Hemisuccinate, Heparin Sulfate, FBS

FBS (500 ML) KRD, s.r.o.

Glutamin (200 mM) PAA, BioTech a.s.
Penicilin-Streptomycin (10 000 jednotek Penicilinu, PAA, BioTech a.s.

10 g/ml Streptomycinu v 0,9% NaCl)

Insulin Sigma, St. Louis, USA
DMSO FlukaChemie,Steinheim,Svycarsko
Fyziologicky roztok Infusia, Hotatev, CR
Trypsin (0,25 % ve 100 ml PBS) PAA, BioTech a.s.
DPBS(Dulbecco sil fosfatového pufru) Sigma, St. Louis, USA
MTT Sigma, St. Louis, USA

Testované peptidy byly pfipraveny synteticky ve skupiné ,,Antimikrobialnich
peptidi“ Dr.V.Cefovského. Jejich struktura a zkratky jsou uvedeny v textu a
Tabulkéch na str. 13-18.

Mowiol CalBiochem, USA
DAPI Sigma, St. Louis, USA
propidium jodid Sigma, St. Louis, USA
trypanova modf Sigma, St. Louis, USA
formaldehyd Sigma, St. Louis, USA
olejicek na objektiv Olympus 03, Japan
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Desticky Costar (24 well Cell Culture Cluster)
Desticky (96 Well Cell Culture Cluster)
Sterilni pipety (5, 10, 25 ml)

,,Falkonky” (50 ml Self-standing Centrifuge Tube)
Kultivaéni lahve (75 cm?)

Kultivaéni lahve (25 cm?)

Centrifugacni tuby 50 ml (konicke)
Centrifugacni tuby 50 ml stojici

Serologické pipety 25 ml, 10ml a 5 ml
Podlozni skli¢ka (76x26 mm)

kulaté kryci sklicka

4.2. Metody

4.2.1. Redéni a uchovivini antimikrobidlnich peptidii

Corning, NY 14831,USA
OrangeScientific, Belgie
Bibby Sterilin, UK
Corning,NY 14831, USA
TPP BioTech

TPP BioTech

TPP BioTech

TPP BioTech

TPP BioTech

P-LAB, CR

P-LAB, CR

AMP a jejich analoga pfipravend organickymi chemiky byla uchovavéana

bud’ lyofilizovana pii -76 °C nebo jako 1 mM roztoky ve fyziologickém roztoku pii

-20°c.

Pred testovanim, v den pokusu, byly zasobni roztoky AMP rozmrazeny a

piipraveny poZzadované roztoky v kultivaénim médiu. Peptidy byly fedény
V kultivaénim médiu tzv. dvojkovou tadou, kdy koncentrace ptipravenych vzorka
klesala vzdy na polovinu oproti koncentraci predchoziho roztoku, tj. stejny objem
roztoku peptidu byl pipetovan do nasledujici zkumavky. Zkumavka byla
promichdna na Vortexu a timto zplsobem bylo pokratovdno dokud nebylo
dosazeno nejniz$i pozadované koncentrace. Roztoky peptidi byly tedény

v koncentraénim rozmezi 5-100 uM.

4.2.2. Péstovani bunécnych linii

Veskera prace s bunéCnymi liniemi byla, pokud neni uvedeno jinak,
provedena za sterilnich podminek v laminarnim ,,flowboxu” (Jouan, Trigon-
plus®).
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4.2.2.1. Rozmrazeni bunécné kultury a péstovani

Zamrazovaci ampule se suspenzi bunék byla vyjmuta z nadoby s tekutym
dusikem a co nejrychleji ponofena do kadinky s destilovanou vodou o teploté 40
9C. Rozmrazena bun&na suspenze byla fedéna 5 ml kultivatniho média tj.
médiem, ve kterém jsou bunky péstovany. Pro odstranéni kryoprotektiva, vV naSem
ptipad¢ dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery brani spravné kultivaci a ristu bunék
byla suspenze centrifugovana pii 2000 g po dobu 4 minut (UNIVERZAL 320,
Hettich Zentrifugen, Scholler). Supernatant byl odstranén a sediment bunék
suspendovan v 5-10 ml kultivaéniho média. V této suspenzi byl stanoven pocet
bunék na 1 ml. Poté byly bunky nasazeny do kultiva¢nich lahvi, nejméné ve 2-3
riznych koncentracich a ,,rozpéstovany”. V piipad¢ velkého mnozstvi bun¢k byly
,nasazeny” do velkych kultivac¢nich lahvi, v pfipadé malého poctu bunck do
malych kultiva¢nich lahvi jak je uvedeno nize:

. Velka kultivaéni lahev — ,,nasazeno” 370 000 — 730 000 bun&k/25

ml kultiva¢niho média

Il. Mal4 kultivaéni ldhev (vy$$i koncentrace bunck) — ,,nasazeno”

150 000 — 360 000 bun¢k/8 ml kultiva¢niho média

1. Mal4 kultiva¢ni lahev (niz§i koncentrace bunék) — ,,nasazeno”

50 000 — 200 000 bunék/8 ml kultiva¢niho média

Poté byly buiky umistény do inkubatoru (SANYO CO, INCUBATOR,
Schoeller, Pharma Praha) a pii 37 °C a atmosféie 5% CO, po dobu 48 hodin

ponechany rust. Jejich rist byl mikroskopicky sledovan.

4.2.2.2. ,,PasaZovini” bunék

Buiiky byly uvoliiovany ze stény kultivacni 1dhve enzymove, tj. trypsinizaci.
Bylo postupovano nasledovné:
e (QOdstranéni kultivacniho média z kultivacni ldhve
e Setrné pipetovani 8 nebo 15 ml PBS nebo fyziologického roztoku do
kultivacni lahve (odstranéni zbytkih média) a ndsledné odstranéni tohoto

roztoku

29



e Pfidani 2-3 ml trypsinu (0,25 % v PBS) do malych inkuba¢nich lahvi, 5 ml
trypsinu do velkych inkubacnich lahvi

o Kratké ,,povaleni” trypsinu v lahvi a jeho odstranéni

e Se zbytky trypsinu se buiky inkubuji pfi 37 °C v inkubétoru, doba inkubace
zavisi na typu buné€k (5-10 minut), pribéh trypsinace se sleduje (tzv.
,,0dlupovanim” bunék)

e Po inkubaci se bunky smyji ze stény 5-10 ml Cerstvého média, nasledn¢ se
suspenduji a pienesou se do centrifugacni ,,falkonky”. V suspenzi se stanovi

pocet bun¢k na 1 ml.

4.2.2.3. ,,Nasazovani” bunék do pokusu

Pro testovani byly buiky ,nasazovany“, tj. pipetovany do 96 ¢i 24
jamkovych mikrotitraénich desti¢ek. Pro pokus na stanoveni toxicity byla pouzita
96 jamkova mikrotitracni desticka a pro pokus na fluorescencni mikroskopii byla
pouzita 24 jamkova desticka.

Bunky byly do obou desti¢ek ,,nasazovany” Vv poctu 20 000 — 25 000
bunék/Iml bunécné suspenze. Podle potifebného poctu bunék k testovani byla
bunécna suspenze fedéna kultivaénim médiem a pipetovana po 0,2 ml do jamek
96ti jamkové desticky nebo 1 ml do 24jamkové mikrotitratni desticky. Do
vybranych jamek 24 jamkové desticky byla pfedem umisténa kulata kryci sklicka.

Mikrotitracni desticky s buiikami byly opét inkubovany v inkubatoru, pii 37
OC v atmosféte 5% CO,, po dobu 48-72 hodin.

4.2.2.4. Stanoveni poctu bunék Biirkerovou komiirkou

Pocitani bunék v komtirce je nejjednodussi a mnohdy i nejptesnejsi metoda.
Na jednom mikroskopickém sklicku jsou vybrousena dvé pole hluboké ptesné 0,1
mm, na jejichZz dné je zobrazen sit'ovity obrazec. Buiiky se pocitaji pfi celkovém

400 nasobném zvétSeni.

Postup poditani bun€k:

- buiiky se patfi¢né ,,natfedi” a promichaji

- kapka suspenze bunék se nanese ke stran¢ komurky kryciho skli¢ka
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- po&itaji se buiiky lezici ve velkych &tvercich, tj. v oblasti 0,04 mm?, a také ty
lezici na dvou k sobé kolmych stranach, napt. na levé a spodni ¢aie
- vysledny pocet bunék na 1 ml bunécné suspenze se urcuje bud’ vypoctem nebo
Z ptepocitavaci tabulky

Bylo-li tfeba znat pocet zivych a mrtvych bun¢k ve vzorku, k bunécné
suspenzi se pied pocitanim ptidaval 0,4% roztok trypanové modii. Buiiky byly s
timto roztokem (1:1) inkubovany po dobu 5-ti minut. Zivé buiiky zfistaly bezbarvé,
zatimco mrtvé buiiky, u nichZ byla porusena integrita buné¢né membrany, se rychle

zabarvily na modro.

4.2.2.5. Zmrazeni bunécné kultury

Zmrazeni bun€k se provadi se Zivymi bufikami (zivotaschopnost >90%) v
logaritmické fazi rustu.

K zmrazeni byly pouzity sterilni 1 ml ,kryo-ampulky” na pevné
zaSroubovani a plastovym Stitkem, na kterém bylo uvedeno datum, nazev typu
bun¢k, poptipadé mnozstvi bun¢k.

Pted mraZenim bunék byla jako primarni krok provedena trypsinizace bunék
a stanoven pocet ziskanych bunék. Nasledovala centrifugace po dobu 10 minut
(2000 g) a resuspendace v médiu o slozeni: 10% DMSO, 20% PBS, 70%
ristového media pro buiiky. Buiiky byly suspendovany na koncentraci 1-2 x10°
bunék /0,5 ml média a pipetovany do oznaCenych ampuli a umistény do mrazici
nadoby na dobu 24 h, nadoba byla umisténa do hluboko mraziciho boxu (-76 °C,
SANYO, Schoeller, Pharma Praha). Po 24 h byly ampule pfemistény do kontaineru
s tekutym dusikem (XT 34 TAYLOR-WHARTON).

4.2.3. Vybrané bunécné linie

4.2.3.1. Lidské endothelidlni buriky pupecnikové Zily (HUVEC)

Bunky HUVEC byly béhem prace rozmrazovany celkem 3x tak, jak je
popsano v kapitole 4.2.2.1.

Buinky HUVEC byly péstovany v mediu EndoGRO™-LS Complete
medium slozeném z nize uvedenych casti:

e 475 ml EndoGRO TM Basal Medium (uchovano pii 4°C)
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e 1 ml EndoGRO™-LS Supplement; 0,5 ml rh EGF; 0,5 ml ascorbic acid; 25
ml L-glutaminu; 0,5 ml hydrocortisone hemisuccinate; 0,5 ml heparin

sulfate a 10 ml FBS (v8echny slozky uchovany pti -70°C)

Tento typ média je bezbarvy, neobsahuje zadné barevné indikatory ¢i jiné
slozky, které mohou, u tohoto typu bunék, zpiisobovat bunécny stres ovliviiujici
experimentalni vysledky. Jedna davka ptipraveného media vydrzela 14 dni pro
péstovani a testovani toxicity AMP.

Buikky HUVEC se dobfe uvoliiovaly trypsinem, stacila maximalné 5
minutova inkubace pii 37 °C. Buiiky dobfe rostly, linearita riistu byla zachovana.

Pocet bunék vzrostl vzdy po 24 hodinach na dvojnasobek.

4.2.3.2. Potkani stirevni endothelialni buriky (IEC)

Tyto builkky jsme rozmrazovaly a péstovaly celkem 3x. Péstovany byly v
DMEM kultivaénim médiu s dopliky viz. Tab.4. na str. 33. Oproti ostatnim tfem
typum buncék byl do média pridavan ristovy hormon insulin (Sigma, St. Louis,
USA).

Tyto buiiky rostly dobfe, linearita ristu byla opét zachovan. B&hem
,pasazovani” se buiky uvolnovaly trypsinem hiie, bylo potieba minimalné¢ 10

minut inkubovat.

4.2.3.3. Buiiky karcinomu déloZniho Cipku (HeLa)

Pracovali jsme s podklonem HeLa-S3. Jedna se o linii, ktera je odvozena od
matetské linie bunék HeLa.

Buniky byly béhem prace rozmrazovany a péstovany celkem 2x. Péstovany
byly v RPMI 1640 médiu s piidavkem inaktivovaného FBS, glutaminu a antibiotik.
Médium bylo ptipravovano dle rozpisu viz. Tab.4 na str. 33.

Pti ,,pasdazovani”, na rozdil od bunék HUVEC, se buitky HeLa-S3 uvoliiovaly
trypsinem htie, bylo potieba 8-10 minutova inkubace pii 37 °C.

Béhem mikroskopického sledovéani konfluence bunky dobfte rostly.
Linearita ristu byla opét zachovana. Poc¢et bunék vzrostl vzdy po cca 24 hodinach

na dvojnasobek.
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Tabulka 4: Objemova mnoZstvi jednotlivych sloZzek pro michani kultiva¢nich médii
pro jednotlivé bunécné liniee RPMI a DMEM jsou vhodna kultivaéni media,
obsahujici predev§im Ziviny a pufrované roztoky soli. Inaktivované FBS (Fetalni
hovézi sérum) obsahuje potiebné riistové faktory, vysoké mnozZstvi proteinii a nizkou
koncentraci protilatek, glutamin je aminokyselina podporujici rist bunék, postupné
se rozkladda, do média se zhruba jednou za dva tydny opét pridava, Penicilin-

Streptomycin jsou antibiotika branici neZadouci infekci

POZADOVANY OBJEM KULTIVACNIHO MEDIA (ml)

SLOZKA 100 150 200 300 400 500
OBJEM SLOZEK (ml)

RPMI (DMEM) 88 138 176 264 352 440

Inaktivované FBS 10 15 20 30 40 50

Glutamin 1 15 2 3 4 5

Penicilin/Streptomycin 1 1,5 2 3 4 5

Insulin 45 yL 67,5 uL 90 pL 135 pL 180 pL 225 uL

4.2.3.4. Buiiky kolorektalniho karcinomu (CRC SW 480)

Buiiky byly rozmrazovany a péstovany celkem 3x. Tyto bunky se péstuji v
DMEM médium, které je bohatS$i na ziviny. Toto médium bylo pfipraveno opét
smisenim vSech pfidavnych slozek, jak je uvedeno v Tab. 4. Béhem ,,pasazovani”
se bunky CRC SW 40 dobfe uvolnovaly trypsinem. Pro uvolnéni ze stény
inkubacni 1ahve stacila 3- 5 minutova inkubace.

V porovnéni s ostatnimi bunécnymi liniemi byl pro buiiky CRC SW 480
charakteristicky pomaly a nepravidelny rtust. Bylo potieba je déle inkubovat a

castéji mikroskopicky sledovat stupen konfluence.
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4.2.4. Testovdni Zivotaschopnosti bunék stanoveni toxicity (MTT test)

Redéné roztoky testovanych latek viz. kap. (4.2.1.) byly pipetovany do
jednotlivych jamek mikrotitra¢ni desticky v objemu 0,1 ml dle schématu na obr. 6.

Kazda koncentrace peptidu byla testovana v tripletech, kontrolni hodnoty (100 %

viabilita, K) byly rozlozeny rovnomérné po destic¢ce pro kazdou testovanou latku.

Obr. 7: Schéma rozloZeni vzorki v mikrotitra¢ni desti¢ce. Jednotlivé
testované AMP (odliSeny barevné) o riznych koncentracich - A nejvyssi
koncentrace; B 1/2 koncentrace; C 1/4 koncentrace; D 1/8 koncentrace; K
kontrola, tj. buiiky v kultiva¢nim médiu bez pridanych AMP; P kontroly pro

stanoveni poc¢tu bunék

Po inkubaci bunék s peptidy bylo do jamek piidano 12,5 ul roztoku MTT (5
mg/ml ve fyziologickém roztoku), mimo poslednich 6 jamek (P), které byly ur¢eny
ke stanoveni poctu bunck v pokuse. Nasledovala 30 - 60 minutovd inkubace
s MTT. Délka inkubace zavisela na stupni ,,zmodrani” kontrolnich jamek. Cim vice
bun¢k, tim intenzivnéjsi bylo ,,zmodrani” a tim kratS$i doba stacila k GspéSnému
stanoveni.

Po inkubaci bylo médium odsito a k modro-fialovému produktu se

pridavalo 2x 0,1 ml DMSO (kviili dobrému rozpousténi) a desticka byla tiepana 20
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minut za laboratorni teploty v tiepacce (THERMO SHAKER PST-60 HL plus,
BOECO, Germany).

Absorbanci roztokti jsme méfili na spektrofotometru (TECAN, GENIOS,
Schoeller, Pharma Praha) pii 540 nm proti DMSO. Namétenou absorbanci roztokt
jsme ,,vynaseli” do grafu v procentech kontroly proti koncentraci peptidu v jamce.
Absorbance jamek, kde byly bunky inkubované pouze s Cistym médiem, bez
antimikrobialnich peptidii, pfedstavuji kontroly, tj. 100 % pteziti. Z vysledné
kiivky je ur¢ena hodnota ICsg, tj. koncentrace pii které pieziva (je usmrceno) 50 %

bunék, graficky.
4.2.5. Fluorescencni mikroskopie

4.2.5.1. Piiprava bunék pro fluorescenéni mikroskopii

Do 8 vybranych jamek 24 jamkové mikrotitraéni desticky byla umisténa
kulatd kryci sklicka. Tato sklicka bylo potifeba pted aplikaci na dno jamky
sterilizovat, coz se provadi tak, ze sklicka jsou oplachnuta v roztoku ethanolu a
nasledné opalena nad kahanem. Tim se zabrani pfipadné kontaminaci béhem ristu
bunék na skliccich. Po vloZeni sterilniho sklicka na dno jamky bylo do jamek
pipetovano po 1 ml fedéné bunécné suspenze. Poté byly desticky inkubovany

v inkubétoru pii 37 °C a 5% CO, po dobu 48 hodin.

4.2.5.2. Priprava prepardtii pro fluorescenéni mikroskopii

Po 48 hodinové inkubaci bylo kultivaéni médium z jamek mikrotitracni
desticky odstranéno a do jamek pfidany patiicné roztoky s peptidy. Desti¢ka byla
inkubovana dalsich 30-60 minut. V kontrolni jamce bylo pouze kultivaéni médium.

Po inkubaci byla sklicka v jamkach promyta 1 ml PBS a fixovana 1 ml 4%
formaldehydu, ktery byl pfipravovan vzdy Cerstvy. Fixace probihala 15-20 minut.
Po fixaci byly buiikky opét 2x promyty 1 ml PBS. Poté byla sklicka s buiikami
opatrné vyjmuta z jamek, osuSena a stranou s builkami pfilozena na podlozni
skli¢ko, na kterém bylo pfidano 5 ul média Mowiol (polyvinylakohol) s pfidavkem
DAPI (5 pg/ml). Tato smés byla pfipravena a nam poskytnuta Dr. P. Sachou, z
oddéleni pro biochemii UOCHB AV CR.
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Po minimalné¢ 15 minutach (ztuhnuti Mowiolu) bylo mozné sledovat vzorek

mikroskopem.

4.25.3. ,,Mikroskopovani”

Preparaty byly prohlizeny fluorescenénim mikroskopem OLYMPUS
JAPAN IX 81, ktery byl fizen programem Analysis. Bunky byly pozorovany
objektivem zvétSujicim 100x. Konecné zvétSeni, které je dano soucinem zvétSeni
objektivu a okularu bylo 1000x. Pro lepsi viditelnost bun¢k byla pfed samotnym
pozorovanim na objektiv kapatkem ptidana kapka oleji¢ku (Immersiol oil, Olympus
03 Japan). Buiiky byly pozorovany v UV svétle, v modrém svétle ¢i ve viditelném
svétle. Z divodu nepfesnosti a neurCitosti struktury ¢i piipadnych rozdili ve
viditelném svétle byl stav bunck dale dokumentovan pomoci fotoaparatu
(OLYPMUS CAMEDIA C-5050 zoom, 5.0 Megapixel) napojeného na invertovany
mikroskop (ZEISS, AXIOVERT 40 CFL) a v programu Axiovision.

4.2.5.4. Pocitacové zpracovani vysledki

Fotografie bun¢k byly zpracovany v programu GIMP 2.6.4., GNU Image
Manipulation Program, Copyright © 1995-2008, Spencer Kimball, Peter Mattis a
vyvojovy tym GIMP. U obrazki byl upraven jas, kontrast, ptipadné jejich velikost.
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5.Vysledky
5.1. Stanoveni toxicity AMP Halictinit viici vybranym bunécnym liniim

V praci byla testovana analoga HAL-1 a HAL-2 a pfednostné ta, ktera jsou u¢inna
vuci bakteriim a kvasinkdm. Toxicita téchto latek byla vyjadfovana jako ICsp
(odectenim z grafii zavislosti zivotaschopnosti bunék na koncentraci latek). Ukazky
téchto grafti jsou uvedeny nize, pro kazdou linii zvIast' (obr. 8 - 11 na str. 39, 41, 43
a 45). Kazda latka byla testovana nejméné 2-3x, a to vzdy ve Ctyfech rtznych
koncentracich, v koncentratnim rozmezi 12,5-100 uM. Odecitané a ,,zprimérované
hodnoty ICs jsou uvedeny v tabulkach 8-15 na str. 38-45. Nejnizsi toxicitu vykazuji
vSechna analoga zcela neaktivni v koncentraci 40 uM (ICs0>>40) a pii koncentraci

5.1.1. Toxicita vybranych analogu Halictinii vii¢i buiitkam HUVEC

Jak je uvedeno v tabulkach 8 a 9, na str. 38 , v pfipad¢ analogi peptidi HAL-1
vykazuji nejvyssi toxicitu HAL-1/6, HAL-1/9, HAL-1/15, HAL-1/16, HAL-1/18 a
HAL-1/23. Nejtoxi¢tgjsimi peptidy, v sérii HAL-2, jsou HAL- 2/10, HAL-2/22 a
HAL-2/25, nebot jiz pti 15-23 uM koncentracich tato analoga zptisobuji inhibici ristu
a 50% usmrceni bun¢k. Nejméné toxické jsou naopak HAL-2/1, HAL-2/3 a HAL-
2/20.
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Tab. 8: Toxicita analogi HAL-1 viéi buikaim HUVEC. V Tabulce jsou uvedeny

priméry hodnot zjiSténych ze 2-3 méieni.

analog 1Cso analog 1Cso analog 1Cso
HAL-1 35 HAL-1/10 63 HAL-1/20 >100
HAL-1/1 >100 HAL-1/11 HAL-1/21 >100
HAL-1/2 >100 HAL-1/12 >100 HAL-1/22 41,5
HAL-1/3 HAL-1/13 HAL-1/23 15
HAL-1/4 HAL-1/14 HAL-1/24

HAL-1/5 49 HAL-1/15 26 HAL-1/25

HAL-1/6 26 HAL-1/16 26 HAL-1/26

HAL-1/7 HAL-1/17 >100 HAL-1/27 >100
HAL-1/8 HAL-1/18 20 HAL-1/28 >100
HAL-1/9 10 HAL-1/19 >100 HAL-1/29 >100

Tab. 9: Toxicita analogi HAL-2 viéi buiikim HUVEC. V Tabulce jsou uvedeny

priméry hodnot zjisténych ze 2-3 méieni.

analog 1Cso analog 1Cso analog 1Cso
HAL-2 22,5 HAL-2/9 HAL-2/18 56
HAL-2/1 >100 HAL-2/10 23 HAL-2/19 39,5
HAL-2/2 40 HAL-2/11 42 HAL-2/20 72,5
HAL-2/3 >100 HAL-2/12 HAL-2/21

HAL-2/4 >45 HAL-2/13 >60 HAL-2/22 15
HAL-2/5 57,5 HAL-2/14 HAL-2/23

HAL-2/6 55 HAL-2/15 HAL-2/24 60
HAL-2/7 >45 HAL-2/16 HAL-2/25 18
HAL-2/8 52,5 HAL-2/17 HAL-2/26
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Obr. 8: Zavislost mnoZstvi Zivych bunék HUVEC na koncentraci vybranych analogu
HAL-1. Obrazek je ukazkou typického experimentu.
Zobr. 8 je patrné, ze v pritomnosti testovanych analogi HAL-1 jsou bunky
HUVEC zivé, nejsou tedy peptidy poruseny. Toxicita vici t€émto buitkkadm je pozorovana
pouze u analogu HAL-1/23, pocet bunék klesa se zvySujici se koncentraci peptidu a pfi 58

uM koncentraci peptidu je jiz 50% bunék bylo usmrceno.
5.1.2. Toxicita vybranych analogu Halictinit vii¢i busikam IEC

V piipadé bun¢k IEC bylo testovano pouze n€kolik analogi Halictinti, nebot’ jiz na
pocatku testovani nebyl prokazan toxicky ucinek téchto latek vici bunkam IEC. Z tabulek

10 a 11 na str. 40 je viditelny toxicky ucinek pouze u analogh HAL-2/6 a HAL-2/10 a
mirny toxicky uéinek u latek HAL-1 a Hal-2/2.
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Tab. 10: Toxicita analogi HAL-1 vidi buinkam IEC.

priméry hodnot zjiSténych ze 2-3 méieni.

V Tabulce jsou uvedeny

analog 1Cso analog 1Cso analog 1Cso
HAL-1 36 HAL-1/10 >>40 HAL-1/20
HAL-1/1 >>40 HAL-1/11 >>40 HAL-1/21
HAL-1/2 >>40 HAL-1/12 >>40 HAL-1/22
HAL-1/3 >>40 HAL-1/13 HAL-1/23
HAL-1/4 >>40 HAL-1/14 HAL-1/24
HAL-1/5 >38 HAL-1/15 HAL-1/25
HAL-1/6 >>40 HAL-1/16 HAL-1/26
HAL-1/7 >>40 HAL-1/17 HAL-1/27
HAL-1/8 >>40 HAL-1/18 HAL-1/28
HAL-1/9 >40 HAL-1/19 HAL-1/29

Tab. 11: Toxicita analoghi HAL-2 vadi buiikam IEC.

priméry hodnot zjiSténych ze 2-3 méreni.

V Tabulce jsou uvedeny

analog 1Cso analog 1Cso analog 1Cso
HAL-2 >33 HAL-2/9 HAL-2/18 >40
HAL-2/1 >40 HAL-2/10 25 HAL-2/19
HAL-2/2 36,5 HAL-2/11 HAL-2/20 >40
HAL-2/3 >40 HAL-2/12 HAL-2/21
HAL-2/4 HAL-2/13 HAL-2/22
HAL-2/5 HAL-2/14 HAL-2/23
HAL-2/6 25 HAL-2/15 HAL-2/24
HAL-2/7 HAL-2/16 HAL-2/25
HAL-2/8 >40 HAL-2/17 HAL-2/26
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Obr. 9 : Zavislost mnoZstvi Zivych bunék IEC na koncentraci vybranych analogi

HAL-1. Obrazek je ukazkou typického experimentu.

Z obr. 9 vidime, Ze testované latky zadny toxicky uc¢inek na bunky IEC nevykazuji,
nebot’ zadny z analogii v testovanych koncentracich nesnizil pocet bunék o vice nez 20%.
Naopak plisobenim HAL-1/5 zdanlivé pocet bunck vzrostl. Po 90 minutové inkubaci je to
ale nepravdépodobné. Jind moznost je, Ze se zvySila metabolickd aktivita bunék.

Opakovani pokusu ovSem uz zvyseni poctu ¢i aktivity bunék neukdzalo.
5.1.3. Toxicita vybranych analogu Halictinit vii¢i buiikam HeLa-S3

Podivame-li se na vysledky toxicity studovanych AMP na bunky HeLa-S3 (Tab.12
a 13, na str. 42), je pozorovatelna znac¢na toxicita vybranych analogh HAL-1 vici témto
bunkam. A to zejména pusobenim HAL-1, HAL-1/5, HAL-1/9, HAL-1/18 a HAL-1/23,
nebot’ tyto latky dosahovaly hodnoty ICso, tj. 50% bunék bylo usmrceno jiz pfi
koncentracich nizSich nez 10 puM. V pfipad¢ analogh HAL-2 vykazuje podobné vysokou
toxicitu analog HAL-2/2.
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Tab. 12: Toxicita analogi HAL-1 va¢i buiikam HeLa-S3. V Tabulce jsou uvedeny

priméry hodnot zjisténych ze 2-3 méreni.

analog 1Cso analog 1Cso analog 1Cso
HAL-1 10,5 HAL-1/10 13 HAL-1/20 22
HAL-1/1 >40 HAL-1/11 >40 HAL-1/21 30
HAL-1/2 >40 HAL-1/12 30 HAL-1/22 14,5
HAL-1/3 >40 HAL-1/13 HAL-1/23 10
HAL-1/4 >40 HAL-1/14 HAL-1/24 >40
HAL-1/5 9 HAL-1/15 14 HAL-1/25 >40
HAL-1/6 15 HAL-1/16 HAL-1/26 30
HAL-1/7 HAL-1/17 35 HAL-1/27

HAL-1/8 >40 HAL-1/18 2,5 HAL-1/28 >40
HAL-1/9 9 HAL-1/19 >40 HAL-1/29 >40

Tab. 13: Toxicita analogi HAL-2 vi¢i buiikim HeLa-S3. V Tabulce jsou uvedeny

priméry hodnot zjiSténych ze 2-3 méreni.

analog 1Cso analog 1Cso analog 1Cso
HAL-2 11,5 HAL-2/9 HAL-2/18 14
HAL-2/1 13,5 HAL-2/10 12 HAL-2/19 16
HAL-2/2 6 HAL-2/11 14,5 HAL-2/20 30
HAL-2/3 HAL-2/12 HAL-2/21

HAL-2/4 >40 HAL-2/13 12,5 HAL-2/22 12
HAL-2/5 275 HAL-2/14 HAL-2/23

HAL-2/6 22,5 HAL-2/15 HAL-2/24 34
HAL-2/7 >40 HAL-2/16 HAL-2/25 17
HAL-2/8 15 HAL-2/17 29 HAL-2/26 24
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Obr. 10: Zavislost mnozZstvi Zivych bunék HelLa-S3 na koncentraci analogi
HAL-1. Obrazek je ukazkou typického experimentu.

Jak je patrné z obr.10, v tomto konkrétnim piipadé nejvyssi toxicitu vuci
bunkam HeLa-S3 vykazuje analog HAL-1/18, nebot’ jiz pii 2,5 uM koncentraci
dochazi k 50% usmrceni bunék. Dale znacnou toxicitu vykazuje i HAL-1/15, kdy
hodnota ICsp je nizka odpovida 12 uM.

V piipad¢ ostatnich analogi je pii nizkych koncentracich pozorovatelny
spiSe narGst poctu bunc¢k ¢i stimulace metabolické aktivity. Pii vySSich
koncentracich peptidl je jiz viditelnd mirna toxicita, tj. usmrceni malého mnoZzstvi

bunék.

5.1.4. Toxicita vybranych analogu Halictinii vii¢i buitkam CRC SW 480
Toxicita vybranych analog HAL-1 i HAL-2 vii¢i nadorovym bunikdm CRC
SW 480 je velice nizka. Analog HAL-1/18 vykazoval nejvyssi toxicitu, nebot
IC50=18 uM (Tab. 14, str. 44). Z davodu ,,neaktivity* a nizkého u¢inku analogi
HAL-1, byla dale testovana toxicita i analogh HAL-2, u kterych byla rovnéz
prokazana nizka aktivita vi¢i bunkam CRC SW 480. Jak je uvedeno v Tab. 15, na
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str. 45 relativné vyssi aktivitu vykazovala pouze analoga HAL-2 HAL-2/2 HAL-2/4

HAL-2/10. Zde bylo prokazéano, ze témét vétSina analoghi Halictinll je na buiky

kolorektalniho karcinomu neu¢inna. Na obr. 11 na str. 45 je ilustracni ukazka

ucinku vybranych analogi HAL-1 na buiikky CRC SW 480. Je patrné, Ze zna¢nou

aktivitu vykazuje pouze HAL-1/18.

Tab. 14: Toxicita analoga HAL-1 vaci buiikam CRC SW480. V Tabulce jsou uvedeny

pruméry hodnot zjisténych ze 2-3 méieni.

analog 1Cso analog 1Cso analog 1Cso
HAL-1 >39 HAL-1/10 >62 HAL-1/20 >40
HAL-1/1 >40 HAL-1/11 HAL-1/21 >40
HAL-1/2 HAL-1/12 >40 HAL-1/22 >42
HAL-1/3 HAL-1/13 HAL-1/23
HAL-1/4 HAL-1/14 HAL-1/24
HAL-1/5 43,5 HAL-1/15 >34 HAL-1/25
HAL-1/6 >40 HAL-1/16 HAL-1/26
HAL-1/7 HAL-1/17 >40 HAL-1/27
HAL-1/8 HAL-1/18 18 HAL-1/28
HAL-1/9 >52 HAL-1/19 >40 HAL-1/29
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Tab. 15: Toxicita analogi HAL-2 vici buiikkim CRC

uvedeny pruméry hodnot zjisténych ze 2-3 méieni.

SW 480. V Tabulce jsou

analog 1Cs0 analog 1Cs0 analog 1Cs0
HAL-2 34,5 HAL-2/9 HAL-2/18 >40
HAL-2/1 >40 HAL-2/10 34 HAL-2/19 >40
HAL-2/2 35 HAL-2/11 40 HAL-2/20 >40
HAL-2/3 HAL-2/12 HAL-2/21
HAL-2/4 >32,5 HAL-2/13 >61 HAL-2/22 >40
HAL-2/5 HAL-2/14 HAL-2/23 >40
HAL-2/6 >40 HAL-2/15 HAL-2/24 >40
HAL-2/7 >40 HAL-2/16 HAL-2/25 39
HAL-2/8 >40 HAL-2/17 HAL-2/26
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Obr. 11: Zavislost mnozstvi Zivych bunék CRC SW 480 na koncentraci analogi

HAL-1. Obrazek je ukazkou typického experimentu.
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5.2. VyuZiti fluorescenéni mikroskopie pro sledovani vstupu a distribuce AMP v

buiikdach

V prvnim experimentu bylo zjiStovano jakda koncentrace fluorescenc¢niho
peptidu bude nejvhodnéjsi pro sledovani vstupu peptidu do buiiky a jeho pritomnosti
Vv buiice. Bylo zjisténo, ze nejlepsi koncentrace peptidu je 2 uM, to je koncentrace
hluboko pod ICsy téchto latek, tedy takova, ktera neni pro bunky toxicka. Vyssi
koncentrace zpusobila piili§ silné ,,pozadi®, pfi nizsi koncentraci byl signal piilis
slaby.

Dale bylo zjisténo, ze je-li fluorescencni peptid pfidan k bunkam sdm, do bunék
S nejveétsi pravdépodobnosti nepronikd nebo jen velmi madlo. Proto byla pfi dalS§im
testovani s butkami inkubovédna smés fluorescenc¢nich peptidi s riznymi
koncentracemi neznacenych peptidi, a to s peptidem LL-8, analogem HAL-1/10,
HAL-1/18 a MAC-1, peptidy rizného ptivodu odvozené od riznych piirodnich
peptidi. Peptidy byly pouZity jak v koncentraci niZ§i, tak vy$si nez jejich ICx.

V experimentech byly pouzity dva typy fluorescencnich peptidii o stejnych
koncentracich (2 uM), FL-LL-8 a Fluo-1, lisicich se umisténim fluorescencni
skupiny v molekule. FL-LL-8 ma fluoresceinovou skupinu navazanu na primarni
aminoskupinu v poloze 1. Fluo-1 ma fluoresceinovou skupinu navazanu na e-
aminoskupinu lysinu analogu LL-8, ktery ma v poloze 1 lysin misto valinu.

Dale byl testovan samotny, fluorescenéné neznaceny analog LL-8 (40-50 uM)
¢i v kombinaci s nékterym z fluorescencnich peptida. Pro detekci jader bylo pouzito

fluorescenéni barvivo DAPL

5.2.1. Studium ucinku peptidu LL-8 vitéi buiikam HUVEC
Na obrazcich 12A-C, na str. 48 jsou uvedeny fotografie bunék HUVEC
inkubovanych se samotnym Fluo-1. Dale jsou zde na snimcich uvedeny hodnoty
expozi¢nich cast, kdy v ptipadé pouziti samotného Fluo-1 byla pouzita expozice
vyssi, nebot’ tento peptid do bun€k pronikal pouze malo.
Jak je z obr. 12A-C, na str. 48 patrné, 2 uM fluorescen¢ni peptid Fluo-1
nezpusobuje zadné destruktivni zmény v bufice, protoze pravdépodobné do bunck

pronika pouze v malém mnozstvi. Proto byl pouzit vysoKy expozicni Cas.
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Na obrazcich 13A-C, na str. 49 jsou uvedeny fotografie bunék HUVEC
inkubovanych s2 puM FL-LL-8 + 50 uM LL-8. V tomto pfipadé byl pouzit
expozi¢ni Cas niz$i, nebot’ ve smési s neznaCenym peptidem LL-8 pronika
fluorescencni peptid FL-LL-8 do buiiky vice.

Utinkem smési neznateného analogu peptidu LL-8 s fluorescenéné
znacenym FL-LL-8, pravdépodobné¢ dochazi v ptipad¢ bunék HUVEC k
¢astecnému poskozeni bunécné struktury, pod mikroskopem se buiika jevi jako
,vylitd® (Obr. 13B). Pii¢innou je vysoka toxicita peptidu LL-8 vac¢i buikam
HUVEC, kterd byla zaznamenani i béhem testovani toxicity. Tento jev byl také

studovan pomoci viditelné mikroskopii (5.3.1.).
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Obr. 12: Buiikky HUVEC inkubované 45 minut pouze s 2 uM Fluo-
1. A - obr. vUV svétle — obarvena jadra DAPI; B — obr.
v modrém svétle — fluorescein (Fluo-1); C — obr. ve viditelném
svétle.
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Obr. 13: Buiiky HUVEC inkubované 45 minut s 2 pM FL-LL-8 +
50 pnM LL-8 . A - obr. v UV svétle — obarvena jadra DAPI; B -
obr. vmodrém svétle — fluorescein (FL-LL-8); C — obr. ve
viditelném svétle.



5.2.2. Studium ucinku a lokalizace peptidu LL-8 v buiikach IEC

Na obrazcich 14 a 15 A-C jsou fotografie ptsobeni fluorescenéné znaceného
Fluo-1, respektive u¢inek kombinace zna¢eného Fluo-1s neznac¢enym peptidem LL-8
0 koncentraci 10 uM na bunky IEC. Dale jsou na snimcich uvedeny expozi¢ni Casy.
Opét v ptipadé pouziti samotného znacené¢ho peptidu Fluo-1 je expozice vyssi, nebot’
peptid pronikéd do bunky pouze v malém mnozstvi. Byla-1i pouzita smes znaceného a
neznaceného peptidu, expozicni cas byl nizsi.

Z obrazka 14A-C je patrng, ze uc¢inkem samotného, fluorescencné znaceného
peptidu Fluo-1 Kk poruSeni bunééné struktury nedochazi. Bunka si zachovava svij
specificky tvar.

Na obr. 15A-C lze opét sledovat ,,nedestruktivni ¢inek na strukturu bunky
vlivem fluorescenéné znaceného Fluo-1 a neznafeného peptidu LL-8. Koncentrace
LL-8 je nizsi nez toxicka. Také bylo pozorovano, ze peptid jiz pronika do bunky,
pticemz jeho nejvyssi koncentrace byla, ve formé malych granuli, zaznamenana

Vv cytoplazmé a v okoli jaderné membrany (Obr.10B).
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Obr. 14: Buiiky IEC inkubované 45 minut s 2 pM Fluo-1. A - obr.
v UV svétle — obarvena jadra DAPI; B — obr. v modrém svétle —
fluorescein (Fluo-1); C — obr. ve viditelném svétle.



Obr. 15: Buiiky IEC inkubované 45 minut s 2 uM Fluo-1+10 ul
LL-8. A - obr. vUV svétle — obarvena jadra DAPI; B - obr,
v modrém svétle — fluorescein (Fluo-1); C — obr. ve viditelném
svétle.
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5.2.3. Studium ucinku a lokalizace peptidu LL-8 v buiikach HeLa- S3
Kromé¢ fluorescencné zna¢eného peptidu Fluo-1 byly pro studium bun¢k Hel.a-S3
dale pouzity fluorescenéné neznacené peptidy LL-8, LL-8/12 a HAL-1/10. Fluo-1 byl

pouzit pii koncentraci 2 pM.

Abychom ziskali vypovidajici obrazky bun¢k, bylo nutné pouzit vyssi expoziéni
Cas pii inkubaci bun¢k se samotnym, fluorescencné znacenym peptidem a nizsi expozici
pii inkubaci bun¢k se smési znaCeného a neznaceného peptidu. Tedy i1 u téchto bunck
fluorescenéni peptid v nizké koncentraci pronika do bun¢k malo a po ptidani neznacenych

peptidi rizného charakteru se jeho prinik do bun¢k zvysi.

Na obrazcich 16 a 17 A-C jsou fotografie bun¢k HeLa-S3 po inkubaci se samotnym
fluorescenéné znacenym peptidem Fluo-1 a po inkubaci se smési znaCeného Fluo-1

s neznacenym LL-8 proti HeLa-S3. Peptid LL-8 byl pouzit o koncentraci 10 pM.

Z obr. 16A-C je patrné, ze ucinkem samotného fluorescenéné znaceného peptidu
Fluo-1 nedochazi k poskozeni bunécné struktury, nebot’ je velice pravdépodobné, Ze sam

do bunky neprochézi. Buniky HeLa-S3 si tedy zachovavaji sviij kulaty tvar (Obr. 16C).
Z obrazkl 17A-C je patrné, ze peptid pod vlivem LL-8 pronika do buiiky, pficemz

jeho koncentrace je nejvyssi v okoli jaderné membrany (Obr. 17B). Struktura buiiky neni

peptidem poSkozena.
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Obr. 16: Buiiky HeLa-S3 inkubované 45 minut s 2 pM Fluo-1. A - obr.
v UV svétle — obarvena jadra DAPI; B — obr. v modrém svétle —
fluorescein (Fluo-1); C — obr. ve viditelném svétle.



Obr. 17: Buiiky HeLa-S3 inkubované 45 minut s 2 uM Fluo-1+10 ul LL-
8. A-obr.v UV svétle — obarvena jadra DAPI; B — obr. v modrém
svétle — fluorescein (Fluo-1); C — obr. ve viditelném svétle.



5.2.4. Studium ucinku a lokalizace peptidu LL-8 v buiikdach CRC SW 480

Béhem testovani vlivu AMP na buiitky CRC SW 480 byly pouzity tii fluorescencné
neznacena analoga peptidu- HAL-1/10, LL-8, MAC 1. Dale byl pouzit fluorescenéni
peptid FL-LL-8.

Vstup peptidu do bunck zalezel na koncentraci interaktivniho peptidu. Bylo
zjisténo, ze opét jako u predchazejicich tii typi bunck je nejucinnéjsi neznaceny peptid
LL-8.

Pouzitim smési fluorescenéné znaceného a neznaceného peptidu byl pouzit
expozi¢ni Cas niz$i, nebot’ vlivem neznaceného peptidu LL-8 pronika fluorescenéné
znaceny peptid do buiiky vice, v porovnani s pouzitim samotného znaceného peptidu FL-
LL-8. V tomto ptipad¢ byla pouZita expozice vyssi (Obr. 18B).

Na obrazku 18A-C je uvedena ukazka pusobeni samotného znaceného peptidu FL-
LL-8 na bunky CRC SW 480. Na obrazcich 19 a 20 A-C jsou pak uvedeny ukazky u¢inku
smési fluorescenéné¢ znaCeného FL-LL-8 sneznaCenym LL-8 pouzitym ve dvou
koncentracich 8 a 50 uM, nizsi neZz ICsp a vyssi nez IC 5o téchto latek pro buinky CRC SW
480.

Z obrazkl 19B je patrné, Ze jiz nizkéa koncentrace peptidu LL-8 vede ke zvySenému
vstupu FL-LL-8 do bunék. Tvar bunék je stejny, nejsou pfili§ poSkozeny. Jeho nejvyssi
koncentrace byla v podob¢ granuli zaznamenana v okoli jaderné membrany.

Naopak, naobr. 20B je vidét, Ze bunky jsou posSkozeny a silné fluoreskuji.
Nejsiln€jsi fluorescence je pozorovana v okoli jadra a pravdépodobné i v jadérkéach (Obr.

19B). Ve viditelném svétle jsou buiiky viditeln¢ odlisné.
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Obr. 18:Buiikky CRC SW 480 inkubované 45 minut s 2 pM FL-LL-8.
A -obr.v UV svétle — obarvena jadra DAPI; B — obr. v modrém svétle —
fluorescein (FL-LL-8); C — obr. ve viditelném svétle.
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Obr. 19: Buiiky CRC SW 480 inkubované 45 minut s 2 uM FL-LL-8+8
puM LL-8. A - obr. vUV svétle — obarvena jadra DAPI; B — obr.
v modrém svétle — fluorescein (FL-LL-8); C — obr. ve viditelném svétle.
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Obr. 20: Buiiky CRC SW 480 inkubované 45 minut s 2 pM FL-
LL-8+50 uM LL-8. A -obr.v UV svétle — obarvena jadra DAPI; B -
obr. v modrém svétle — fluorescein (FL-LL-8); C — obr. ve viditelném
svétle.



5.3. Vyuiiti viditelné mikroskopie pro sledovani vlivu AMP na bunécné linie

Pro dalsi sledovani ovlivnéni bunék AMP byly dale buiniky analyzovany ve
viditelném invertovaném mikroskopu. Konkrétné se jednalo o dvé vybrané bunécné linie.
Jednak normdalni bunky HUVEC a jednak rakovinné builky CRC SW 480. V
experimentech byly pouzity preparaty piipravené¢ jiz pro jejich sledovani pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie ¢i Cerstveé kultivované buiky.

V experimentu byl sledovan vliv analogu LL-8 a HAL-1/18 na morfologickou
strukturu bunék a tvorba barevného formazanu po piidani MTT v pfitomnosti a

nepiitomnosti peptidu.

5.3.1. Studium ucinku peptidu LL-8 v burikaich HUVEC

Bunky inkubované s FL-LL-8 samotnym nebo s neznacenym peptidem LL-8 byly
fixovany formaldehydem a pofizeny jejich snimky (Obr. 21 a 22).

Na obrazcich 21 a 22, str. 60 a 61, jsou viditelné zmény ve struktufe bunck
zpusobené peptidem LL-.8. Builky inkubované bez peptidu maji pevny tvar, builka je
striktné ohrani¢ena membranou. AvSak Vpfipadé bunck HUVEC inkubovanych
s peptidem LL-8 je viditelné membrana poruSena, bunky si svlj puvodni tvar

nezachovavaji.

. B .:;',- _‘.*rt ; ’: vis ; i -5 i 3 7 @
Obr. 21: Buiiky HUVEC péstované bez peptidu LL-8, kontrolni butiky
(200krat zvétSeno)
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Obr. 22: Buiiky HUVEC inkubované s peptidem LL-8 (200krat

Zvétseno)

5.3.2. Studium ucinku peptidu HAL-1/18 v buiikach CRC SW 480

Buiikky CRC SW 480 rostouci 48 hodin za standardnich podminek byly
fotografovany v ¢ase 0. Poté k nim byl piidan peptid HAL-1/18 o koncentraci 15
uM a bunky byly dale sledovany a snimkovany v pravidelnych intervalech po dobu
20 minut. Poté byl k buikdm pfidan MTT a bunky byly opét snimkovany
Vv pravidelnych ¢asovych intervalech po dobu 60 minut, coZ ndm ukazalo, zda jsou
buiky zivé ¢i mrtvé. MTT byl pfidan v takovém mnozstvi, které odpovidalo

mnozstvi uzivanému pfi stanoveni toxicity AMP.

Podivame-li se na obr. 23 a 24 na str. 62, nebyla pozorovéana zadna strukturalni
zména bun¢k po 20 minutovém pilisobeni peptidu, 1 kdyz z vysledkd jeho toxicity
mohla byt o¢ekavana urcita modifikace v bunééné strukture.

Na obr. 25 a 26, str.63 vidime, ze ¢ast bunék je zivych (modré zabarveni) a ¢ast

mrtvych (bezbarvé — nemetabolizujici).
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Obr. 24: Buiiky CRC SW 480 s HAL-1/18 po 20 min. (200krat

zvétSeno)
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Obr. 25: Buiikky CRC SW 480 buiiky s HAL-1/18 po 60 min inkubaci
S MTT (400krat zvétSeno

Obr. 26: Buiitky CRC SW 480 s HAL-1/18 po 60 min, jiné misto
stejného preparatu s MTT (400krat zvétSeno)



Paraleln¢ byly snimkovany buiiky bez piidavku peptidu a po 20 min s ptidanim
MTT. Vysledky jsou uvedeny na obr. 27 - 31. Na obrazcich je viditelné, Ze modrofialova
latka formazan se tvoii ve vSech bunkach (2.3.2.1.), ato jiz po 10 minutach, nebot

vSechny bunky jsou Zivé.

Obr. 27: Buiiky CRC SW 480 s MTT po 1 min. (200krat zvétSeno)
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Obr. 28: Buiiky CRC SW 480 s MTT po 10 min. (200krat zvétSeno)

Obr. 29: Buiikky CRC SW 480 s MTT po 10 min. (400krat zvétSeno). Detail
z obr. 28.
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Obr. 30: Buiiky CRC SW 480 s MTT po 120 min. (200krat zvétSeno)

Obr. 31: Buiiky CRC SW 480 s MTT po 120 min. (400krat zvétSeno).Detail
z obr. 30.



6. Diskuse

V této predkladané diplomové praci byly provedeny dva typy experimentd sledujici
toxické uc¢inky antimikrobidlnich peptidi Halictinli, které byly izolovany z jedu divoké
v¢ely Halictus sexcinctus a jejich analogy. Testovana byla cytotoxicita téchto latek vuci
Ctyfem vybranym bunéénym liniim a pomoci fluorescencni mikroskopie byl sledovan

vstup fluorescenéné znacenych peptidi do bunék.

6.1. Toxicita AMP vuci bunéénym liniim

Pro lepsi orientaci diskutovanych vysledkl cytotoxicity Halictinii jsou na str. 68 a
69 uvedeny souhrnné tabulky (Tab. 16 a 17) prezentujici vysledky toxickych/netoxickych
analog HAL-1 a HAL-2 pro vSechny 4 testované bunécné linie.

Z Tabulek 16 a 17 jsou viditelné znac¢né rozdily v ucincich vybranych analogl
HAL na testované bunécné linie. Porovndme-li vSechny testované latky je patrné, ze tyto
peptidy jsou obecné nejméné aktivni vuci normalnim bunkdam HUVEC a bunkam IEC a
rakovinnym kolorektalnim buiikim CRC SW 480. Nejvice aktivni jsou vici bunkam
HelLa-S3.

Podivame-li se dale na butky HUVEC, nejvyssi toxicita byla pozorovana v ptipadé
analogi HAL-1/6, HAL-1/,9 HAL-1/15, HAL 1/18, HAL-1/23, HAL-2, HAL-2/22,HAL-
2/10 a HAL-2/25. Vsechna tato analoga vykazuji dle vysledki popsanych v praci [15]
vysokou antimikrobialni aktivitu. Naopak netoxicka byla analoga HAL -1/1, HAL-1/2,
HAL-1/17, HAL-1/19, HAL-1/20, HAL-1/21, HAL-1/27, HAL-1/28, HAL-1/29, HAL-2/1
a HAL-2/3. Z téchto analogt jsou zajimavé latky HAL-1/17, HAL-1/19, HAL-1/20, HAL-
1/21 a HAL-2/, nebot’ nejsou toxicka pro bunky HUVEC, ale maji silnou antimikrobialni
aktivitu. V ptipadé bunék IEC bylo testovano pouze malé mnozstvi vybranych analogt
HAL-1 a HAL-2, nebot jiz od zacatku nebyl zaznamenan témét Zzadny toxicky ucinek
AMP na tyto buniky. Z Tab. 16 a 17 je patrné, Ze tém¢t vSechna analoga HAL jevi nizkou
aktivitu vaci vSem bunkam. Pouze analoga HAL-2/6 a HAL-2/10 vykazuji mirny toxicky
ucinek, nebot’ tyto latky dosahovaly hodnoty ICso =25 uM , tj. 50% bunék bylo usmrceno
pii 25 uM koncentraci. Z latek HAL-1/17, HAL-1/19, HAL-1/20, HAL-1/21 a HAL-2/1,
které byly nejslibnéjsimi z hlediska toxicity vuci bunkam HUVEC, byly vici bunikam IEC
testovan pouze analog HAL-2/1, ktery byl netoxicky. Ostatni 4 latky budou testovany az

budou znovu synteticky pfipraveny.
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Tab. 16: Piehled hodnot IC 5, testovanych analogi HAL-1 vi¢i sledovanym

bunéénym liniim.

ICso [uM] TESTOVANYCH ANALOGU HALICTINU
BUNKY
ANALOGA HUVEC IEC HelLa-S3 CRC SW 480

HAL-1 35 36 10,5 >39
HAL-1/1 >100 >>40 >40 >40
HAL-1/2 >100 >>40 >40
HAL-1/3 >4>0 >40
HAL-1/4 >>40 >40

HAL-1/5 49 >38 9 43,5
HAL-1/6 26 >>40 15 >>40
HAL-1/7 >>40

HAL-1/8 >>40 >40

HAL-1/9 10 >>40 9 >52
HAL-1/10 63 >>40 13 >62
HAL-1/11 >>40 >40
HAL-1/12 >100 >>40 12 >>40
HAL-1/15 26 14 >34
HAL-1/17 >100 35 >>40
HAL-1/18 20 2,5 18
HAL-1/19 >100 >40 >>40
HAL-1/20 >100 22 >>40
HAL-1/21 >100 30 >>40
HAL-1/22 42 145 >42
HAL-1/23 15 10
HAL-1/24 >40
HAL-1/25 >40
HAL-1/27 >100
HAL-1/28 >100 >40
HAL-1/29 >100 >40

68



Tab. 17: Prehled hodnot IC 5 testovanych analogi HAL-2 viidi sledovanym

bunéénym liniim.

IC 50 [uM] TESTOVANYCH ANALOGU HALICTINU
BUNKY
ANALOGA HUVEC IEC HeLa-S3 CRC SW 480

HAL-2 225 >40 11,5 35
HAL-2/1 >100 >>40 13,5 >>40
HAL-2/2 40 36 6 35
HAL-2/3 >100 >>40

HAL-2/4 >100 >40 >32,5
HAL-2/6 55 25 23 >40
HAL-2/7 >60 >40 >40
HAL-2/8 52 >40 15 >40
HAL-2/10 23 25 12 34
HAL-2/11 42 14,5 40
HAL-2/13 >60 12,5 >61
HAL-2/18 56 >40 14 >40
HAL-2/19 40 16 >40
HAL-2/20 73 >40 30 >40
HAL-2/22 15 12 >>40
HAL-2/23 >>40
HAL-2/24 60 34 >40
HAL-2/25 18 17 39
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Viuci bunkam HeLa-S3 byla pozorovana vysokd cytotoxicita téméf vsSech
testovanych analogi HAL. Nejvyssi toxicitu vykazovala analoga HAL- 1/5, HAL-1/9,
HAL-1/18 a HAL-2/2.

V ptipadé¢ bunck CRC SW 480 nebyl pozorovan vyrazny toxicky uc¢inek analogti
HAL . Mirnou toxicitu vykazovala pouze analoga HAL-2/4 a HAL-2/10. Nejvyssi aktivita
vuci témto buikdm byla nalezena u analogu HAL-1/18, nebot’ jiz pfi 18 uM koncentraci
bylo usmrceno 50% bunék.

V porovnani se zjisténymi hodnotami antibakterialnich aktivit ze studie Monincové,
L., et al. ™ | 1ze konstatovat, ze analoga, ktera vykazuji nejvyssi toxicitu vaci bunkam
HelLa-S3 maji i vysoky antibakterialni ucinek. Jedna se pfedev§im o analoga HAL- 1/5
HAL-1/9 HAL-1/18 a HAL-2/2. U ostatnich analogli, kterd vykazuji niz§i, ale pfesto
vysokou toxicitu oproti vySe uvedenym buiikdm, byl zjistén rovnéZ vysoky antibakterialni
ucinek. Lze tedy fici, Ze analoga kationickych antimikrobidlnich peptidd, ktera jsou vysoce
ucinna proti bakteriim, vykazuji rovnéz znacné vysokou toxicitu viuci tomuto typu
rakovinnych buné¢k.

Nizka antibakterialni aktivita (MIC >100pM) byla nalezena u analogi HAL-1/1
HAL-1/2 HAL-1/3 HAL-1/8 HAL-1/11 HAL-1/25 HAL-1/27 HAL-1/28 HAL-2/7 a
HAL-2/23. U téchto latek byla také, pro porovnani, studovana toxicita specificka pro
kaZzdou bunécnou linii.

V piipadé¢ bunék HUVEC byla z vySe uvedenych latek testovana analoga HAL-
1/1, HAL-1/2, HAL-1/27, HAL-1/28 a HAL-2/7. Jak je uvedeno v Tab. 16 a 17 tyto latky
vykazuji nizky cytotoxicky ucinek vici témto buitkdm. Podivame-li se na buiky IEC, zde
byla testovana analoga HAL-1/1, HAL-1/2, HAL-1/3, HAL-1/8 a HAL-1/11. Opét u vSech
analogli byla pozorovéana nizka toxicita vici témto bunikam.

V piipadé bun¢k Hela-S3 byla testovana analoga HAL-1/1, HAL-1/2, HAL-1/3,
HAL-1/8, HAL-1/11, HAL-1/25, HAL-2/7 a u bunék CRC SW 480 analoga HAL-1/1 a
HAL-2/23. U obou bunéénych linii byl prokazan nizky toxicky tc¢inek studovanych latek.

Zavérem lze fici, Zze nejvyhodnéjsim AMP je analog HAL-2/1, ktery je toxicky vaci
bunkdam HeLa-S3, netoxicky vi¢i normalnim builkdm a ma vysokou antimikrobidlni
aktivitu. Tento analog ma zvySenou kationicitu oproti pifirodnimu peptidu HAL-2 —

V poloze 4 ma misto methioninu lysin. Analog HAL-1/18 ma podobné vlastnosti, ale jeho
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toxicita vii¢i normalnim bunkdm je jiz méfitelna. 1 tento analog vykazuje zvySenou
kationicitu, proti piirodnimu peptidu HAL-1, mé v poloze 8 misto glycinu lysin.

6.2. Sledovani vstupu a distribuce AMP pomoci fluorescenéni mikroskopie

Z vysledku studie vyuzivajici fluorescencni mikroskopie 1ze konstatovat, ze
optimalni koncentrace fluorescen¢né zna¢enych peptidit FL-LL-8 a Fluo-1 byla 2 uM, tj.
koncentrace nizS§i nez hodnota ICsg, kterd neni pro bunky toxickd. Niz$i ¢i vySsi
koncentrace latek vedly k neptfesnym vysledkam.

Z vysledkli experimentii bylo vypozorovano, ze vstup fluorescencné znaceného
peptidu do bunky zavisel na interakci s neznaCenym peptidem. Pfi inkubaci bunck se
samotnym fluorescenéné znacenym peptidem musel byt pro fotografovani pouzit vyssi
expozicni ¢as, nebot’ buniky fluoreskovaly pouze slabé. Z toho jsme vyvodili, Ze peptid
pravdépodobné do buiiky vstupoval pouze malo. Byla-li pouzita smés znaceného a
neznaceného peptidu, vlivem neznaceného peptidu dochazelo K intenzivnéj$imu vstupu
fluorescencné znaceného peptidu do bunék a expozice pro pofizeni snimku mohla byt
vyrazn€ nizsi.

V nasi studii bylo dale potvrzeno, Ze vysoce toxickym vuci testovanym bunéénym
liniim, je fluorescenéné neznaleny peptid LL-8. Ucdinkem peptidu LL-8 byla
pravdépodobné posSkozena bunéfnd membrana, tim peptid mohl pronikat do bunky a
zpiisobovat tak destruktivni zmény v morfologii buiiky. Nejvyssi mira fluorescence byla
pozorovana v cytoplazmé, v okoli jaderné membrany a v utvarech mistné odpovidajicim
mitochondriim.

Ksilnému priniku fluorescenéné znacenych latek do bun€k dochazelo pouze
Vv pfipadé, byl-li pouzit k inkubaci neznaceny peptid v koncentraci odpovidajici hodnoté
I1Cs0 nebo vyssi.

Zajimavy vysledek byl ziskdn pomoci viditelné mikroskopie. Pisobenim LL-8 na
buitkky HUVEC dochazi k viditelnému poruseni bunééné struktury. Naopak pisobenim
HAL-1/18 va¢i bunkam CRC SW 480 v Casovém rozmezi 1-20 minut pii pouzité
koncentraci peptidu odpovidajici hodnoté ICsp tj. 15 uM, kdy jsme piedpokladali, ze bude
zpiisobovat ur€ité modifikace ve struktufe bun¢k, nebyla pozorovana zadna strukturalni
zména bunék.

Na druhé strané¢ po pfidani MTT k témto buitkkam se pfiblizné polovina bunck
zabarvila modie a polovina zlstala nezabarvena. Z toho usuzujeme, ze buniky jsou mrtvé

diive, nez na nich pozorujeme morfologické zmény.
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V budoucnu bude testovana naSe hypotéza, ze analoga peptidi inkubovana
S vybranou bunéfnou linii vstupuji, krom vySe uvedenych mist, pravdépodobné i do
mitochondrii. V mitochondriich indukuji tzv. ,,nabobtnavani“, které¢ vede k uvolnéni
cytochromu c¢. Uvolnény cytochrom ¢ indukuje aktivaci kaspasy 9 a nésledné preménu
pro-kaspasy 3 na kaspasu 3. Ve findle dojde k apoptoze a nésledné destrukci celé bunky.
K tomuto ucelu poslouzi sav¢éi expresni vektor charakteristicky pro fluorescencni znaceni
mitochondrii — Mito-DsRed2. Tento protein se pomoci ,,fuze“ ozna¢i Cervenym
fluorescen¢nim proteinem DsRed2 a do mitochondrii sav¢ich bunék bude zaveden
standardni transfekéni metodou. Jejich pfitomnost v mitochondriich bude detekovéana
pomoci fluorescenéni mikroskopie. Podafi-li se tento problém vyfesit, bude potvrzena
dalsi moZnost molekularniho ptisobeni AMP na rakovinné buniky, ktery dodnes neni jesté

zcela jasny.
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1. Zaveér

Zavérem muzeme konstatovat, ze cile diplomové prace byly splnény. Byla vybrana
analoga AMP Halictinl, kterd jsou cytotoxickd na bunky karcinomu dé¢lozniho ¢ipku
(HeLa-S3) a zaroven netoxickda pro normalni buriky, v naSem piipadé reprezentované
bunkami HUVEC a IEC. Jde pfedevSim o analog HAL-1/18 , ktery ma zaroven silné
antimikrobialni uc¢inky vi¢i gram-pozitivnim a gram-negativnim bakteriim. Totéz bohuzel
nelze fici o bunikach kolorektalniho karcinomu (CR SW 480), které jsou vici testovanym
peptidim stejné citlivé resp.necitlivé jako normélni bunky. V kazdém piipadé je vSak

nadéjné, ze 1ze oddélit toxicky ucinek na normalni a rakovinné bunky.

Dale bylo pomoci fluorescenéni mikroskopie a fluorescencné znacenych peptidii
zjisténo, ze peptidy pronikaji do bunky az po dosazeni cytotoxické koncentrace rovnajici
se hodnoté ICso. Jejich nejvysSi koncentrace byla pozorovana v cytoplazmé, v okoli

jaderné membrany a v utvarech polohou odpovidajici mitochondriim.

Pro budouci vyzkum nové izolovanych peptidi zjedového vacku hmyzu je
nezbytné nutné co nejpiesnéji zjistit na jaké dalsi organely se peptidy v bunkach vazi,
pripadné jaké biochemické déje v organelach zptisobuji. Dale co nejpiesnéji prozkoumat
oba ptredpoklady molekularnich mechanismt G¢inku novych peptidi vici rakovinnym
bunkam tak, aby byl ve finale prokazan silny toxicky ucinek pouze na tyto burnky, nikoliv
na normalni zdravé buniky eukaryotniho organismu. Tyto problémy budou predmétem dalsi

experimentalni prace.
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